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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 Biodiversidade e Mata Atlantica

Apesar da biodiversidade brasileira ser uma das mais ricas do mundo, abrigando
cerca de 20% das espécies do planeta, as informagdes sobre essa riqueza ainda sdo
escassas. Na atualidade, manter a biodiversidade € uma das principais preocupacoes da
humanidade devido aos efeitos da degradacéo ambiental e do crescente aumento do
numero de espécies ameacadas de extingao.

Os impactos das mudancas climaticas, que incluem o aumento da temperatura e
as emissdes de gas carbbnico, podem ter efeitos positivos sobre o crescimento das
plantas, a principio, porém, a medida que a temperatura aumenta, o fenbmeno se inverte
e a vegetacdo comeca a ser prejudicada. O avanco das acdes antrOpicas sobre areas
naturais vem debilitando cada vez mas 0s ecossistemas e em especid, a
biodiversidade, ocasionando o desaparecimento de muitas espécies, reduzindo a
variabilidade genética e facilitando a proliferacdo de espécies invasoras. |mportante
sdientar que o desmatamento das florestas tropicais responde por 25% das emissoes
globais de didxido de carbono, o principal gas do efeito estufa (Laboratério de Ciéncias
do Clima e do Meio Ambiente (LSCE), Jornal do Estado de S&o Paulo, 2007-04-04).

No Brasil, grande parte dos problemas ambientais, relaciona-se com a auséncia
de uma cultura de ocupagdo dos seus espagos, respeitando as caracteristicas dos
diversos biomas, notadamente suas riquezas, diversidade e dindmica funcional e
estrutural (Mantovani 2000).

Estima-se que as florestas tropicais contenham, pelo menos, 50% de todas as
espécies da superficie terrestre, ndo obstante cubram apenas 7% de sua &rea. Apesar da
Sua importancia, as espécies dessa regido estdo sendo exauridas mais rapidamente do
gue as de qualquer outraregido do planeta; possuem alto grau de endemismo, isto € um
grande numero de espécies encontradas exclusivamente em determinada area (Myers et
al. 2000). Dentre as florestas tropicais, destacase a Mata Atlantica, segunda floresta
neotropical em tamanho, depois da Floresta Amazénica. Originalmente correspordia a
cercade 20% do territorio brasileiro espalhando-se por 17 estados. Hoje esta reduzida a
apenas 7,3% de sua cobertura original, em grande parte fragmentada e ainda sob ameaca

de destruicdo em vérias regides (Adams 2000).
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A Mata Atlantica € um complexo e exuberante conjunto de ecossistemas de
grande importancia, por abrigar uma parcela significativa da diversidade bioldgica do
Brasil. E um dos biomas tropicais com maior diversidade bioldgica, nd0 possui
fisonomia uniforme e é 0 mais ameacado do mundo devido as constantes agressdes ou
ameagas de destruicdo dos habitats nas suas variadas tipologias e ecossistemas
associados (INPE 2003).

Devido a alta diversidade floristica, a Mata Atlantica esté incluida entre os cinco
maiores ecossistemas do mundo em nlmero de espécies. E considerada um “hot spot”
de biodiversidade por ser um bioma que contém pelo menos 0,5% das 300.000 espécies
endémicas de plantas do planeta e ja ter sido intensamente devastada, com
descaracterizagdo de pelo menos 70% da vegetagdo nativa (Myers et al. 2000). No
entanto, pouco se conhece sobre o ciclo de vida de inimeras espécies e,
conseguientemente, sua importancia para a manutencdo desse complexo mosaico de
ecossistemas. Sua destruicdo para fins diversos, ainda verificados nos dias atuais,
precisa ser revertida para que a diversidade possa ser conservada (Rocha 2004).

Diversas espécies arbdreas nativas com grande potencial de utilizacdo na
arborizacdo urbana e reflorestamento tém seu uso limitado em fungdo da caréncia de
informacOes cientificas que permitam subsidiar tais iniciativas e de informagdes
técnicas sobre 0 manegjo de suas sementes

Alternativas para a manutencdo da variabilidade genética de plantas incluem o
cultivo de mudas em viveiros ou implantacdo de bosques. Esses métodos apresentam
vérias dificuldades, como alto custo financeiro, disposi¢éo de amplo espaco fisico para
o cultivo e manutencdo dos exemplares, méo-de-obra qualificada, além de cuidados
periddicos, como irrigacdo, adubacdo, controle de pragas e doencas (Barbedo et al.
2005). O cultivo e a utilizagcdo de plantas arbdreas em espacos urbanos também vem
sendo considerado uma alternativa para a conservacao de espécies (Rocha 2004).

Uma forma para a preservacdo da varibilidade genética de plantas, seria a
manutencdo em bancos de germoplasma, a -20 °C (Salomédo 2002), ou através da
criopreservagdo, que consiste na conservacdo de materiais bioldgicos a -196 °C,
empregando-se  nitrogénio liquido, buscando-se a paradisacdo dos processos
metabolicos. Essa técnica é eficiente, por exemplo, para a conservacdo de sementes
ortodoxas de Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl. (Medeiros & Cavalari 1992) e para
embrides de Araucaria hunsteinii K. Schum (Pritchard & Prendergast 1986). No
entanto, tal técnica € muitas vezes invidvel devido ao alto custo.
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Assim, o armazenamento de sementes é a forma mais simples, viavel e
econdmica de conservar e preservar 0s genotipos de plantas ex situ (conservagdo de

espécies vegetais fora do seu ambiente natural).

1.2 Caesalpinia echinata Lam. (Pau-brasil)

Caesalpinia echinata Lam. (Figura 1) € uma espécie nativa do Brasil,
pertencente a familia Leguminosae, e subfamilia Caesalpinioideae, sendo conhecida na
linguagem tupi-guarani, como ibirapitanga (pauvermelho) (Cunha & Lima 1992;
Lorenzi 1992). E uma espécie end@mica originria da floresta pluvial atlantica, a Mata
Atlantica, e é considerada uma das &rvores mais raras desse bioma devido a exploracdo
excessiva e a0 desmatamento em grande escala ocorrido nos ultimos 500 anos. Esta
avore foi muito valorizada como madeira de tintura e, de 1501 até cerca de 1850,
enormes quantidades foram extraidas da costa oriental brasileira Em funcdo dessa
ampla exploragdo, sua distribuicdo original reduziu-se a pequenos remanescentes
(Rocha 2004), uma vez que a producdo racional da arvore ndo tem sido estimulada; para
este fim sdo necessdrias arvores com pelo menos 30 anos de vida (Carvalho 1994).

No inicio da colonizacdo brasileira, século XVI, iniciouse a extragdo, o
comércio e o trafico da madeira de paubrasil, constituindo-se o primeiro ciclo
econdmico da colbnia. A espécie era utilizada na construcéo civil e naval, e o principa
interesse era para extracdo do corante encontrado em seu cerne, a brasilina. Esta
substéncia € incolor naturalmente, mas quando em contato com solucdes alcalinas e em
reacdo com o oxigénio atmosférico se torna vermelha, transformando-se em brasileina,
utilizada no tingimento de tecidos de algod&@o, penas e como tinta para méquinas de
escrever (Vianna 1944 in Rocha 2004). Por ser de madeira pesada, compacta e
resistente, ainda € explorada para a confeccéo de arcos de violino (Longui 2005).

A espécie faz parte das raizes socio-culturais da colonizacdo do Brasil e foi 0
Unico produto do primeiro ciclo econdbmico brasileiro. Esta espécie movimentou a
economia européia nos seculos XVI, XVII e XVIII pelo comércio de brasileina e
durante 375 anos sua madeira foi exaustivamente extraida do litoral brasileiro. E a tnica

planta que deu nome a um pais (Rocha 2004).
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Figura 1. Arvore de paL-brasil (Caesalpinia echinata), tronco com actleos visiveis,

porte el egante, copa arredondada e folhas verde-brilhantes.
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Tem ocorréncia natura desde o Estado do Rio Grande do Norte até o Rio de
Janeiro, numa extensa faixa de 3.000 km. Quando a arvore ficou escassa ha regido mais
proxima o litoral, os indios percorriam distancias de até 120 km, para sua exploracéo.
E uma arvore que cresce tipicamente em floresta priméria densa, sendo raramente
encontrada em formagdes secundérias; atualmente ha poucos exemplares de pau-brasil
ocorrendo naturalmente nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Alagoas,
Pernambuco e Rio Grande do Norte (Rocha 2004).

Caesalpinia echinata tem potencial ornamental (Figuras 1 e 2) devido a beleza
e porte da arvore, copa arredondada, folhas verde-brilhantes e flores em cacho amarelo-
ouro, suavemente perfumadas. As flores de uma mesma arvore ou de uma mesma
inflorescéncia geralmente n&o sio polinizadas ou fecundadas simultaneamente, de modo
gue a completa uniformidade de desenvolvimento das sementes nunca é esperada.
Portanto, pesquisas que envolvem o estudo de maturagdo de sementes com ede
comportamento devem ser conduzidas mediante a coleta de amostras com intervalos
definidos e avaliagdo do desenvolvimento individual a partir de etiquetagem das flores
nas inflorescéncias (Marcos Filho 2005).

Figura 2. Inflorescéncia de Caesalpinia echinata com botdes florais e flores em

diferentes estégios de desenvolvimento.
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A érvore adulta possui cerca de 8 a 12 metros de altura, com tronco variando de
30 a 40 centimetros de didmetro a altura do peito. Registros apontam em areas naturais
crescimento de até 30 metros de atura, podendo atingir até 70 centimetros de diametro
(Aguiar 2000). Apresenta aculeos resistentes, folhas compostas, bipinadas de 10 a 15
centimetros, com 3 a 7 pinas e de 8 a 21 foliolos Os frutos com 6 a 8 centimetros de
comprimento e 2 a 3 centimetros de largura sdo obliquos, podendo ser mais largos no
apice (Figuras 3 e 4). Suas sementes (Figuras 5 e 6), de coloracdo acastanhada, sdo
normalmente planas e irregularmente orbiculares, com 1 a 1,50 cm de didmetro (Cunha
& Lima 1992). No estado de Séo Paulo, o periodo de floragdo ocorre entre setembro e
outubro e a maturacéo dos frutos entre novembro e dezembro, podendo estender-se até
janeiro. Da antese até a deiscéncia dos frutos ou maturacéo completa ocorre em média
de 65 a 70 dias, variando conforme as mudancas do ciclo sazonal e intempéries (Borges
et al. 2005).

Figura 3. Infrutescéncia de Caesalpinia echinata com frutos em inicio de

desenvolvimento, aproximadamente 25 dias apos a antese (DAA).
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As sementes de paubrasil perdem a germinabilidade, em aproximadamente um
més, quando armazenadas, sob temperatura superior a 15 °C, mas quando armazenadas
a 8 °C mantém a capacidade germinativa por até 18 meses. Possuem comportamento de
sementes ortodoxas em relacdo a agua no final do periodo de maturacdo e sdo tolerantes
a dessecacdo (Barbedo et al. 2002). A germinacdo € epigea, com inicio entre o segundo
e terceiro dia apds a semeadura. O poder germinativo € alto, em média 80%, podendo
chegar a 100% (Mello 2004).

A éarvore de paubrasil vem sendo indicada para arborizacdo urbana devido ao
seu porte elegante, entre outros atributos favoraveis (Barbedo et al. 2005), apesar de ser
sensivel, enquanto jovem, aos poluentes agreos de grandes cidades (Bulbovas 2005).
Iniciativas publicas e privadas para a conservacdo do paw-brasil foram feitas através de
implantacdo de bosgues homogéneos, algumas vezes em areas de ocorréncia ndo natural
da espécie (Rocha 2004), como os mantidos pelo Instituto de Boténica, no Estado de
S80 Paulo, no Parque Estadual Fontes do Ipiranga, em Sdo Paulo e na Reserva
Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu (SP).

§efq g

Figura 4. Frutos de paL-brasil com aproximadamente 45 DAA (A) e 55 DAA (B).

A espécie é indicada para a composicao de plantios heterogéneos destinados a
recomposicdo de areas degadadas e de preservacdo permanente, incluindo-se no
potencial de utilizagcdo a arborizagcdo urbana e a fabricagdo de instrumentos musicais
(Aguiar & Barbosa 1985). De importancia histérica e socio-cultural para o Brasil, esta
espécie figura entre as ameagadas de extingdo (Rocha 2004).
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Figura 5. Sementes de Caesalpinia echinata em diferentes estadios de maturacao,
coletadas em 2006, apods beneficiamento de frutos imaturos (A); sementes selecionadas
com 45 DAA (B) ecom 55 DAA (C).

Figura 6. Sementes recén-colhidas de Caesalpinia echinata com 65 DAA, apos

beneficiamento de frutos maduros.
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1.3 A semente

As sementes representam, para a maioria das espécies, ndo apenas a estrutura
basica de propagacéo, fundamental para o sucesso da atividade agricola, mas também
um reservatorio genético que pode ser preservado de maneira segura, econémica e por
longos periodos.

As sementes sdo individuos independentes da planta mde, podendo se
desenvolver em outro local com suas proprias reservas nutritivas, armazenadas
principalmente na forma de carboidratos, lipidios e proteinas. Tais reservas sao
consumidas durante a manutencédo e o desenvolvimento do embrido até a formacéo de
uma pléantula capacitada a se manter de forma autotréfica, ou seja, capaz de retirar do
ambiente 0s nutrientes necessarios para seu estabelecimento e desenvolvimento
(Buckeridge et al. 2004a).

S0 formadas por tecidos diploides originérios da planta- mée, constituidas pelo
embrido que pode ser envolvido pelo tegumento e endosperma, de acordo com a espécie
(Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na maioria das espécies, embrido e
endosperma ocupam a maior parte do volume da semente, enquanto os tegumentos se
transformam em revestimento da mesma, sofrendo consideravel reducdo em espessura e
desorganizacéo parcia (Esau 1974).

A germinacdo de sementes inclui diversos eventos como embebicéo, reativacéo
do metabolismo, aumento na atividade respiratéria, atividade enzimética e de organelas,
sintese de proteinas e &cidos nuclécos, hidratacdo das proteinas, mudancas estrut urais
subcelulares e alongamento celular, que de modo integrado transformam a semente com
baixo teor de agua e metabolismo reduzido em uma estrutura com metabolismo
vigoroso, culminando no crescimento do embrido (Bewley & Black 1994).

O processo de desenvolvimento ou maturagdo de sementes € controlado
geneticamente e envolve uma seqiiéncia ordenada de alteracbes morfoldgicas, fisicas,
fisiologicas e bioguimicas que ocorrem a partir da fecundacéo do 6vulo e prosseguem
até o momento em que as sementes se desligam fisiologicamente da planta, ou sga,
atingem a maturidade fisiologica. Apos a fertilizacdo, ha um periodo de formacdo da
estrutura da semente, mediante a divisdo, expansdo e diferenciacéo celulares. Durante
essa fase, ocorre o aumento do tamanho das sementes, mas 0 grau de umidade
permanece constante e elevado, passando a decrescer a medida que as sementes perdem

agua sem que ocorram acréscimos significativos da massa seca (Beltrati & Paoli 2003).
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Andrews (1966) avaliou a sequéncia de variagcdes do grau de umidade, tamanho, massa
Seca, germinagdo e vigor durante o desenvolvimento de sementes de soja, identificando
guatro estadios de desenvolvimento durante o processo de maturagdo: no primeiro,
destacou o crescimento lento dos frutos e das sementes e do baixo teor de matéria seca,
enquanto o grau de umidade permanecia entre 80% e 90%. O segundo estédio
caracterizou-se pelo rapido crescimento dos frutos e das sementes, aproximando-se de
seu méximo tamanho, 0 mesmo ocorrendo com o acumulo de matéria seca; durante este
periodo as sementes tornaramse capazes de germinar. No terceiro estédio, os frutos
atingiram e mantiveram a maxima espessura, enquanto a morfologia das sementes
passou a exibir as caracteristicas peculiares do cultivar estudado, inclusive a forma
globosa. Durante o quarto e Ultimo estadio, as sementes secaram rapidamente,
apresentaram ligeiro decréscimo no tamanho, o grau de umidade situou-se entre 10% e

15%, enquanto a germinacao e o vigor mantiveram nivels elevados e estavels.

1.4 Maturidade fisiol6gica de sementes

Maturidade fisioldgica, ponto de maturagdo, ponto de colheita, maturidade
agrondmica ou maturidade da semente, sdo termos adotados para definir o momento em
que as sementes cessam 0 acimulo de matéria seca (Marcos Filho 2005). E o momento
a partir do qual ndo ocorrem mais acréscimos significativos na massa seca das sementes.
Contudo, devido ainda a presenca de el evado teor de agua, esta fase, muitas vezes, ndo é
arecomendada para colheita das sementes (Araljo et al. 2006).

Esse periodo marca a suspensdo do transporte no floema e, em alguns casos,
ocorrem mudancas especificas nos tecidos que ligam a semente a plantamée. A
interrupcdo da importacdo de fotoassimilados pelo floema e/ou a separacdo da semente
da planta- m& na regido do funiculo podem ser o sina para o inicio da fase final do
processo de desenvolvimento da semente. Conforme a espécie, os ultimos 5 a 10 dias do
desenvolvimento antes da deiscéncia dos frutos e completa desidratagdo natural, tém
uma influencia importante na qualidade e no vigor da semente (Demir & Ellis 1992 ae
b, Sanhewe & Ellis 1996).

O grau de umidade das sementes, o conteldo de matéria seca e aspectos
morfolégicos do fruto e/ou semente, bem como o nimero de dias ap6s o inicio do

florescimento ou dias apds antese (DAA) figuram entre 0s critérios propostos e mais
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aceitos para identificar a fase de maturidade das sementes (Carvalho & Nakagawa
2000).

Borges et al. (2005) verificaram que em sementes de Caesalpinia echinata a
matéria seca aumentou dos 32 até os 70 DAA, quando atingiu, em média, o valor
maximo de 316 ny/semente, indicando que a fase de maturidade fisioldgica destas
sementes provavelmente estaria proxima a 60 - 65 DAA. Esse periodo pode variar de
acordo com as condices de temperatura e umidade durante o ciclo sazond de
desenvolvimento no ano da colheita. O crescimento dos frutos e das sementes aumentou
até os primeiros 48 DAA, modificando-se pouco até o final do processo. Com relacdo a
capacidade germinativa, aos 40 DAA, as sementes ja apresentavam cerca de 40% de
germinagdo, atingindo 100% aos 52 DAA, ou sgja, muito antes das sementes atingirem
0 maximo acumulo de matéria seca (70 DAA), permanecendo alto até o fina do
desenvolvimento. Com relagdo ao desenvolvimento de plantulas vigorosas, 0s maiores
valores foram observados para sementes colhidas aos 59 DAA (Borges et al. 2005).

Um dos problemas determinantes da queda da qualidade das sementes apés a
maturidade fisioldgica € sua permanéncia no solo, o que as expde na fase fina de
maturacdo, a alternancia de periodos secos e umidos, aliados a temperaturas elevadas.
Essa situacéo predispde a ocorréncia de injrias no tegumento, como conseqiiéncia de
expansdes e contracdes apds uma série de ciclos de umedecimento e secagem. Como o
tegumento ndo é perfeitamente elastico, a primeira consequéncia dessa situagdo é o
enrugamento e, se houver continuidade de condigdes desfavoraveis, ocorre ruptura,

como observado em sementes de C. echinata (Hellmann et al. 2006).

15 Sementesortodoxaserecalcitrantes

Durarte o periodo de formacdo e maturagdo de sementes a gua assume papel
crucia e seu teor permanece elevado até o fina do desenvolvimento. De acordo com
Roberts (1973), as sementes podem apresentar dois tipos de comportamento distintos
em relagdo a &gua ao fina da maturacdo. As sementes ortodoxas (anidrobioticas) séo
aguelas que podem ser desidratadas até o vaor find de cerca de 5% de &gua e
armazenadas a -18°C. Hoekstra et al. (2001) designaram como anidrobiéticas as
sementes que apresentam elevado grau de sobrevivéncia em ambientes sem a presenca

de &gua. Nessas condigdes, a longevidade das sementes pode ser prolongada por muitas
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décadas de forma previsivel e, por esta razdo, tais condicdes de armazenamento sdo
freqUentemente adotadas. As sementes ortodoxas a0 final da maturacéo, ndo sO toleram
a dessecacdo, mas, provavelmente, dependem desse processo para redirecionar seu
metabolismo paraa germinacéo (Barbedo & Marcos Filho 1998).

A maioria das espécies agricolas produz sementes ortodoxas, como o trigo,
arroz, feijdo, soja, milho, cevada, etc. Sementes de véarias espécies arboreas também
apresentam esse comportamento, como jatoba (Hymenaea courbaril), tamboril
(Enterolobium  contortisiliquum), angico (Adenanthera peregrina), canafistula
(Peltophorum dubium), pau-brasil (Caesalpinia echinata) e sesbania (Sesbania virgata)
(Faria 2006).

As sementes recalcitrantes (ndo anidrobidticas), em contraste as ortodoxas, néo
passam por um periodo de secagem durante seu desenvolvimento, sendo dispersas com
grau elevado de umidade, uma vez que sdo sensivels a dessecagdo, tanto antes como
apos a dispersdo e, portanto, tém longevidade muito limitada. Além disso, muitas
sementes recal citrantes, particularmente as de origem tropical, sdo também sensiveis a
baixas temperaturas, ndo podendo ser armazenadas abaixo de 15°C (Pammenter &
Berjak 1999). Essas sementes sdo produzidas principalmente por espécies arboreas dos
trépicos Umidos, tendo como exemplos mais conhecidos algumas espécies
economicamente importantes, como o cacau (Theobroma cacao), a seringueira (Hevea
brasiliensis), o abacate (Persea americana) e a manga (Mangifera indica), além de
algumas espécies de interesse ecol 6gico como os ingas (Inga spp.) (Faria 2006).

Uma terceira categoria de sementes, denominada “intermediaria’ foi proposta
por Elliset al. (1990). Tais sementes se caracterizam pelo comportamento intermediario
pos-dispersdo, isto €, sdo relativamente tolerantes a dessecacdo, mas ndo suportam a
remocao de agua a nivels tdo baixos quanto as sementes ortodoxas, podendo geralmente
ser armazenadas por periodos de tempo intermediarios. Essas sementes sdo
freglientemente sensiveis ao frio, mesmo no estado desidratado. O café (Coffea spp.)
(Elliset al. 1990) e o nim (Azadirachta indica) séo exemplos de espécies com sementes
intermediéarias (Faria 2006).

De acordo com Walters (2000) ha gradientes de tolerancia a dessecacdo entre as
sementes, oscilando das mais intolerantes (altamente recacitrantes) até as mais
tolerantes (ortodoxas cléssicas).

O desenvolvimento das sementes ortodoxas € geralmente separado em trés fases

ou estagios distintos, sendo o estadio | correspondente a histodiferenciacdo, quando o
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zigoto unicelular sofre sucessivas divisdes mitéticas, seguidas de diferenciacdo para
formar o eixo embrionario, o(s) cotilédone(s) e o endosperma tripléide; o teor de &gua é
superior a 80% (base umida). Esse valor decresce gradualmente e lentamente, pois a
transferéncia de massa da planta-mae para semente deve ocorrer em meio liquido.

Contudo, o acimulo de matéria seca nesta fase é relativamente lento, pois a divisdo e a
expansdo celular sdo predominantes (Marcos Filho 2005).

Na segunda fase, ou estédio 11, h& expansdo celular, deposicdo de reservas nas
células e ateragdes nas membranas. O acUmulo de matéria seca € intensificado a seguir
(inclusive com a producéo de proteinas do tipo LEA - Late Embryogenesis Abundant),
até atingir o valor maximo, iniciando-se lentamente a desidratacdo, concomitante ao
acumulo de reservas. Considera-se que no fina dessa fase as sementes desligam se
fisiologicamente da planta-mée, passando a atuar como individuos independentes e a
desidratagdo é acelerada. A perda de &gua ocorre mesmo sob periodos chuvosos, de
modo que a influéncia do ambiente afeta apenas a rapidez do processo (Marcos Filho
2005).

A fasefinal, ou estadio |11 corresponde a secagem até que as sementes atinjam o
ponto de equilibrio com a umidade relativa do ar, havendo reducdo do metabolismo e
passagem do embrido para um estado metabolicamente menos ativo ou quiescerte. Esta
etapa final do processo de maturagdo, em espécies ortodoxas, € caracterizada pela
desidratacdo méxima da semente, paralelamente a reducéo dos niveis de &cido abscisico
e organizacdo do sistema de membranas. O periodo de manutencéo de niveis elevados
de matéria seca depende diretamente da influéncia do ambiente, pois condigdes menos
favoraveis de umidade relativa, temperatura e a acdo de insetos e microorganismos
geralmente contribuem para aceleracdo do processo respiratério e a conseqlente
hidrélise das substancias de reserva, com reducdo do peso das sementes (Jiang &
Kermode 1994 in Marcos Filho 2005).

Nos estagios iniciais de desenvolvimento, os embrifes sdo extremamente
sensiveis ao estresse hidrico (Berjak et al. 1993). A tolerancia a dessecacéo € adquirida
continuamerte durante o desenvolvimento do embrido, que acumula matéria seca e se
torna germinavel, atingindo o maximo de tolerdrcia quanto mais maduro estiver
(Kermode 1990).

Coincidindo com esses eventos, a tolerancia a reducéo de agua é adquirida. Em
sementes ortodoxas ha uma fase de transicdo (determinado estédgio de maturagédo) entre
0 estado de relativa intoleréncia para toleranciatotal a dessecacdo (Kermode 1990). Esta
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transicdo pode ser prematuramente induzida ou prolongada por modificdes do meio ou
manipulagdo quimica. Uma vez induzido o processo, 0os embrifes imaturos podem
tornar-se tolerantes a dessecacdo em poucos dias (Kermode 1990, Blackman et al.
1991).

Estudos do efeito de colheitas prematuras sobre o0 vigor e a viabilidade sugerem
gue a maxima tolerancia a dessecacdo, em sementes ortodoxas, € adquirida apos serem
completados com sucesso 0s trés primeiros estagios da embriogénese e o inicio do
guarto estégio, de acordo com oscritérios estabelecidos por Vertucci & Ferrant (1995).

Como o aumento do nivel de toleréncia a dessecacéo (TD) € acangado
rapidamente, torna-se dificil avaliar o momento preciso em que ocorre transicdo dos
diferentes niveis de maturacdo. Embora fregientemente ndo sejam documentados os
procedimentos experimentais no momento da colheita das sementes, incluindo a
manipulagdo para secagem das mesmas, ha uma evolugdo nesse periodo, com ganho de
TD. Assim, torna-se dificil avaliar se as sementes ja haviam adquirido TD ro estégio
em que foram colhidas ou se adquiriram essa tolerancia apés a colheita (Vertucci &
Ferrant 1995). Ha, portanto, dois periodos distintos quando se considera apenas o fator
secagemdas sementes. Um periodo em que a semente € intolerante a secagem (primeira
fase e parte da segunda) e um periodo em que as sementes passam a ser tolerantes a
secagem, podendo estar na segunda fase de desenvolvimento ou na terceira fase. Assim,
embora a TD das sementes ortodoxas sgja adquirida, acredita-Se que 0 processo possa
ser controlado. As sementes adquirem o maximo vigor e longevidade quando
armazenadas secas e com 0 maximo acumulo de matéria seca (Kermode 1990).

A principal diferenca entre sementes ortodoxas e recalcitrantes em um estégio
especifico de desenvolvimento é que as ortodoxas séo habilitadas para reversivelmente
parar seu metabolismo e estabilizar a organizacdo subcelular. Com isso, adquirem
tolerdncia a perda de agua do tipo 3 (&gua intracelular que forma pontes com sitios
hidrofébicos das macromoléculas, entre -4 MPae -11 MPa) e perda de &gua do tipo 2
(Agua intracelular com caracteristicas de estado vitreo, que interage com sitios
hidrofilicos das macromoléculas, entre -12 MPa e -150 MP4). Por outro lado, as
sementes recalcitrantes podem tolerar certo nivel de perda de agua, mas ndo ha
paralisacdo no seu metabolismo, progredindo-o para a imediata germinagdo (Farrant et
al.1992, Berjak et al. 1993).
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1.6 Tolerancia a dessecacdo e compostos de reserva

Tolerancia a dessecacdo em sementes pode ser definida como a capacidade de
sobrevivéncia e manutencdo do vigor depois de quase completa remocdo de &gua. Para
tal, € necessario que as sementes possuam habilidade de manter a integridade estrutural
da membrana celular e das organelas para reparar danos quando a égua estiver
novamente disponivel (Vertucci & Ferrant 1995). Portanto, € a capacidade especifica do
protoplasma de tolerar perda severa de agua e de se reidratar de forma coordenada
guando houver disponibilidade de agua.

Durante o desenvolvimento de sementes ortodoxas, o teor de adgua € alto no
inicio e, geralmente, diminui no estagio final de desenvolvimento, culminando com a
dessecacdo natural ou desidratacdo. Portanto, as sementes atravessam diversos nivels
criticos de umidade que afetam a atividade metabdlica e podem causar danos aos
tecidos intolerantes a desidratacéo (Vetucci & Ferrant 1995, Walters 2000).

Acredita-se que a tolerncia a dessecacdo ndo pode ser atribuida a um simples
mecanismo de protecdo; a0 contrario, parece ser um fendmeno multifatoria em que
cada componente é igualmente critico, agindo em sinergismo e controlado pelo genoma
(Leprince et al. 1993).

Varios processos e compostos sdo considerados fundamentais para que uma
semente sgja tolerante a dessecagdo, como por exemplo, o desenvolvimento de
caracteristicas fisicas dos congtituintes celulares, o acimulo de reservas soluveis e
insollveis, a desdiferenciacdo intracelular, a reducdo do metabolismo, a presenca de um
eficiente sistema antioxidante, 0 acimulo de proteinas e outros compostos protetores
como oligossacarideos, agUcares &lcoois e presenca e operagao de um sistema de reparo
durante a reidratacéo (Pammenter & Berjak 1999). Parece ser medida pela presenca de
sistemas protetores que previnem danos letais em diferentes componentes celulares,
incluindo membranas, proteinas e citoplasma. Trés importantes sistemas tém sido
caracterizados. (1) o acimulo de agUcares ndo redutores; (2) a habilidade para prevenir,
tolerar ou reparar ataque de radicais livres e (3) a presenca de proteinas LEA (Vertucci
& Farrant 1995).

Existem evidéncias de que o acimulo de aglicares e proteinas que estabilizam
membranas em sementes secas atuam como “substitutos da &gua’, podendo ter

importante papel na tolerancia a dessecacdo, por proteger membranas de mudancas de
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fase lipidica e também por proteger proteinas, pela formacdo do estado vitreo em
temperaturas fisiol6gicas (Leprince et al. 1993).

Algumas proteinas, agucares e oligossacarideos especificos sdo sintetizados de
forma tardia no desenvolvimento da semente e podem estar associados ao
desenvolvimento da toleréncia a dessecacédo ou a longevidade da semente (Castro et al.
2004). Assim, os acUcares que podem estar associados a tolerdncia a dessecacéo
também sdo aqueles que sdo acumulados tardiamente no desenvolvimento da semente.
Entretanto, assm como no caso das proteinas LEA, a contribuicdo especifica dos
oligossacarideos para a tolerancia a dessecacdo e para a longevidade de sementes no
estado seco ainda néo foi esclarecida ( Buitink et al. 2000).

Sobre a habilidade para prevenir, tolerar ou reparar aacéo de radicais livres
durante a dessecacdo sabe-se que sdo naturalmente produzidos durante o0 metabolismo
das plantas, particularmente em cloroplastos e mitocondria (Puntarulo et al. 1991).
Moléculas antioxidantes e sequestradoras de radicais livres, como antioxidantes
lipossollveis (acido ascorbico, glutationa), estéo contidas em altas concentracGes nas
sementes, variando em diferentes tecidos e diferentes sementes. Sistemas enziméticos
processadores de radicais livres incluem enzimas como superdxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa redutase, e peroxidases, entre outras. Sistemas enziméticos estdo
mais envolvidos na resposta antioxidarte inicial pela neutralizagdo de oxigénios
ativados e potencialmente toxicos, formados durante a restricdo hidrica (Franzen &
Haas 1991).

Estudos moleculares sobre a expresséo e regulagcdo génica, em resposta a severa
perda de agua durante a maturacdo de sementes, tém sido realizados em diversas
espécies, como, por exemplo, embrides de cevada (Bartels et al. 1988), de milho
(Bochicchio et al. 1988) e sementes de soja (Blackman et al. 1991). Diversos grupos de
proteinas tém sido correlacionados temporariamente com a transicdo da intolerancia
para tolerancia. Esses grupos, caracterizados como LEA, tém sido detectados em grande
numero de sementes incluindo cevada, cenoura, algoddo, milho, ervilha, nabo, arroz,
girassol, tomate e trigo (Dure et al. 1989, Skriver & Mundy 1990, Lane 1991).
Tratamentos com ABA exdgeno, que regula a aquisicdo de tolerancia a dessecacéo,
propiciaram 0 aparecimento dessas proteinas em embrides cultivados in vitro.
Entretanto, nenhum desses mecanismos anteriormente citados permite explicar

completamente a toleréncia a dessecagéo.
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Ha evidéncias de que as membranas celulares sdo particularmente vulneraves a
desidratacdo e constituem os sitios primérios das injurias celulares (Leprince et al.,
1990). A desidratacdo pode causar alteracOes irreversiveis nas propriedades fisicas da
camada dupla de fosfolipidios e favorecer o acimulo de varios produtos resultantes da
peroxidacdo de lipideos, com danos evidentes a estrutura das membranas;
consequentemente, ha perda da capacidade de conduzir a sintese de DNA, de RNA, de
enzimas e de proteinas durante a reidratacao.

Portanto, aaquisicdo de TD € um fendmeno complexo, envolvendo a interacéo e
gjustes no metabolismo de modo a permitir que as células se adaptem a extensa perda de
agua com o minimo dano. A toleréncia a dessecacdo contribui para a dispersdo de
sementes e permite que uma espécie sobreviva durante os periodos desfavoraveis para o

crescimento da planta

1.7 Carboidratos solUveis etolerancia a dessecacao

Os estédios iniciais de desenvolvimento das sementes sdo usualmente
caracterizados por mudancas dindmicas no padrdo de sintese e degradacdo de
carboidratos. Carboidratos de reserva solUveis e os de parede celular desempenham
papel fundamental nos mecanismos de embebicdo de agua, protecdo do embrido contra
0 dessecamento e 0 ataque de patdgenos e ha manutencdo da viabilidade das sementes
durante o armazenamento (Barbedo & Marcos Filho 1998 e referéncias contidas).
Assim, o levantamento de informagdes a respeito das variagOes dos carboidratos durante
a aguisicao de tolerancia a dessecacdo € fundamental para o conhecimento potencial de
armazenamento e de conservagao das sementes.

De um modo geral, os carboidratos, as proteinas e os lipidios so as principais
substancias de reserva das sementes e suas propor¢des variam de acordo com a espécie
€ huma mesma especie, com o estadio de maturacdo em que as sementes se encontram.
As sementes armazenam reservas no endosperma e/ou no embrido; nas dicotileddness,
geralmente situam:se nos cotilédones.

Os carboidratos constituem as principais substancias armazenadas nas sementes
e sua principal funcéo é o fornecimento de erergia para a retomada de desenvolvimento
do embrido durante a germinacao.

Os carboidratos podem ser agrupados em monossacarideos, oligossacarideos e
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polissacarideos. Os monossacarideos sdo carboidratos simples, que ndo sofrem
hidrdlise, com férmula geral Cp, (H2)n, onde n geralmente variade 3 a 7. As pentoses e
as hexoses (glucose, frutose e galactose), respectivamente com cinco e seis &8omos de
carbono em suas moléculas, sGo 0s monossacarideos mais comuns e mais importantes
NOS Seres Vivos.

Os oligossacarideos séo carboidratos formados pela conexdo de dois a dez
monossacarideos que se separam por hidrélise. Os mais importantes para 0s seres Vivos
s80 os dissacarideos, como a sacarose (C12H2011), maltose e lactose. A maioria tem
acao energética apos a hidrdlise, atuando durante a germinagéo.

Os polissacarideos sdo moléculas grandes, formadas pela juncdo de varios
monossacarideos; tem aformula geral (CeH100s)n € S80 representados nas sementes pelo
amido, hemiceluloses e celulose.

A composicdo quimica das sementes € definida geneticamente, podendo em
alguns casos, ser influenciada pelas condigdes ambientais a que foram submetidas as
plantas que as originaram (Carvalho & Nakagawa 2000). Os aglUcares sollveis
representam uma peguena porcentagem entre os carboidratos presentes nas sementes,
destacando-se a glucose, frutose, manose e galactose, a sacarose e oligossacarideos da
série rafindsica. Estes, além de atuar como reservas de utilizagdo rapida constituem
importante protecéo, limitando os danos causados pela dessecagdo em sementes
maduras (Buckeridge et al. 2000).

A sacarose € praticamente universal nas plantas superiores, sendo o principal
acucar soluvel encontrado nas sementes. Pode ser acumulada em quantidades
apreciaveis ao final do processo de desenvolvimento e ser utilizada para sintese dos
oligossacarideos da série rafindsica, entre outros carboidratos (Castilho et al. 1990).

Nas sementes, assumem importante papel, além da sacarose, 0s oligossacarideos
da familia da rafinose (RFOs), que incluem a rafinose, estaquiose e verbascose, sendo
muito frequentes em sementes de leguminosas. S&0 acumulados durante o
desenvolvimento e desaparecem rapidamente durante a germinacdo. A biossintese dos
oligossacarideos desta série parece ocorrer nos vacuolos, através da acdo catalitica de
galactosi| transferases que apresentam afinidade pela sacarose e também pelos proprios
oligossacarideos formados por sua acdo. O gaactinol, derivado do myo-inositol, age
como um doador de galactosila para a sintese da rafinose, sendo liberado o myo-inositol.
Assim, maiores concentragdes de myo-inositol na semente poderiam indicar um

aumento na sintese de oligossacarideos da série da rafinose (Peterbauer & Richter
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2001). Os gaactosi-ciclitdis também sd0 importantes na biossintese de RFOs
especialmente o galactinol que declina durante a maturagdo da semente por sua funcéo
precursora na sintese de RFOs (Peterbauer & Richter 2001).

Uma das primeiras observacdes sobre a funcdo dos aclcares na toleréncia a
dessecacdo foi feita por Koster & Leopold (1988), em sementes de soja, ervilha e milho.
Esses autores observaram ata correlacdo entre a toleréncia a secagem e a composiGao
de agUcares solUveis, principamente sacarose, rafinose e estaquiose, sugerindo que
estes acUicares teriam importante papel na estabilidade das membranas celulares durante
a secagem e a exposi¢ao das sementes a altas temperaturas.

A rafinose e a estaquiose parecem desempenhar papel relevante na estabilidade
das membranas celulares e conferem, juntamente com a sacarose, toleréncia a
dessecacdo em sementes durante a desidratac8o. Por apresentar tendéncia de acumulo
maior em sementes ortodoxas com relacdo as recalcitrantes e por serem degradados logo
no inicio da germinacdo, supde-se que além de compostos de reserva, tém como
principal funcdo a estabilizacdo das membranas celulares durante o processo de
secagem.

De acordo com Lin & Huang (1994), a razéo entre sacarose e oligossacarideos
da série da rafinose € provavelmente controlada geneticamente e varia de espécie para
espécie, sendo que a longevidade de algumas sementes pode ser determinada tanto pela
razéo de massa como de concentragdo molar entre oligo/dissacarideos.

O dissacarideo treal ose tem um papel fundamental na tolerancia a dessecacdo em
leveduras e em outros organismos tolerantes a dessecacdo (Crowe et al. 1992). A
molécula de trealose tem estrutura apropriada para a interpolacdo entre os grupos
polares dos fosfolipidios de membranas enquanto ocorre a perda de dgua. A substituicéo
da &gua pela trealose faz com gue sgja mantida a estrutura de bicamada (ou camada
dupla da membrana) quando no estado seco. Similarmente, a trealose pode impedir o
“desenovelamento” e a desnaturagdo das proteinas durante o processo de desidratacéo.
Em sementes que ndo contém trealose, a sacarose, possivelmente junto com o0s
oligossacarideos, pode exercer a mesma funcdo na preservacdo das estruturas de
membranas e proteinas. Além disso, esses aglicares podem promover a formacdo de um
estado de gel ou vitreo em tecidos secos, 0 qual se caracteriza por ser um estado amorfo
continuo que tem viscosidade muito elevada. A presenca do estado vitreo retarda
extremamente as reagdes que podem conduzir a degradac@o de componentes celulares

da semente, impedindo, ainda, a fusdo de membranas e 0 consequiente rompimento dos
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compartimentos celulares (Hoekstra et al. 2002). O estado vitreo contribui
provavel mente para a longevidade de sementes secas (Leopold et al. 1994, Buitink et al.
2000).

Kuo et al. (1990) verificaram que durante a germinacdo, sementes de soja
convertem 6leos e oligossacarideos sollveis, como sacarose e rafinose, em
monossacarideos, para utilizé1os na rapida expansdo do eixo embrionario. A prioridade
Seria para a utilizagdo da sacarose, ocorrendo aumento da atividade de invertase e
conseglientemente grande aumento no contelido de glicose e frutose nos tecidos. Ainda,
observaram que a atividade de sintese de sacarose era consideravelmente maior nos
cotilédones que nos eixos enquanto a atividade de degradacéo de sacarose era maior nos
eixos. Isso reforca a idéia de que a sacarose é sintetizada nos cotilédones durante a
germinagdo a partir do metabolismo de produtos de reserva, como 6leos e amido,
engquanto gue enzimas como a invertase, quebram a sacarose vinda do cotilédone para o
eixo, disponibilizando glicose e frutose durante a germinagdo. Os mesmos autores
observaram uma via de producéo de sorbitol, um aclcar alcool presente em grande
guantidade no eixo embrionério de sementes de soja, caracterizando uma via aternativa
para a producéo de substrato para a respiracéo e crescimento de sementes.

Blackman et al. (1992), estudando tolerancia a dessecacdo em sementes imaturas
de soja, verificaram que houve um incremento do conteldo de sacarose e estaquiose
durante a secagem lenta das sementes.

Estudando sementes de vérias espécies, Steadman et al. (1996) encontraram
contelido de sacarose maior nos eixos embrionarios do que nos cotilédones quando as
sementes foram submetidas a secagem, porém ndo se pode afirmar que este fato sgga um
indicio de tolerancia a dessecacao.

Lin & Huang (1994) verificaram que sementes com insuficiente contelido de
oligossacarideos e atas quantidades de sacarose podem sofrer danos nas membranas
durante longos periodos de armazenamento, e estas podem se deteriorar durante a
embebicdo, tornando a semente invidvel a germinacéo.

A presenca de grande quantidade de agUcares sollvels em sementes ortodoxas
poderia prevenir efeitos danosos na dessecacéo, formando pontes de hidrogénio e, assim
substituindo a agua ha manutenc&o das estruturas hidrofilicas em sua orientagdo quando
hidratada (K oster & Leopold 1988).

Segundo Obendorf (1997), os aglcares livres estdo relacionados a componentes

macromoleculares, como as enzimas, em sementes tolerantes a dessecacdo, estando
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diretamente relaciorados com o processo de tolerancia a dessecacdo, principalmente
durante a maturagdo e 0 armazenamento das sementes.

Segundo Borges et al. (2006), a estabilidade e a manutencéo da estrutura das
membranas celulares sdo fundamentais para a semente suportar a dessecacdo e,
consequientemente, manter o seu vigor durante o armazenamento. Os autores
verificaram que o myo-inositol e outros aglcares acoois, além da sacarose variaram
durante o desenvolvimento de sementes de Caesalpinia echinata e poderiam estar
envolvidos com atolerancia a dessecacéo dessas sementes.

Em sementes de algumas espécies, principalmente de Leguminosae, ocorre
acumulo de ciclitdis livres e, principalmente, ciclitois galactosilados. Estes, juntamente
com a sacarose, poderiam contribuir para a estabilidade estrutural de organelas,
membranas, enzimas e outras macromoléculas e para a formagdo do estado vitreo,
fundamental na tolerncia das sementes a dessecacdo (Obendorf 1997, Peterbauer &
Richter 2001).

O acumulo de oligossacarideos da familia da rafinose poderia ser resultado da
conversdo dos monossacarideos, diminuindo assim, a disponibilidade de substrato para
a respiracdo e, consequentemente, a atividade metabdlica durante a dessecacdo e
armazenamento (Leprince et al. 1992, Pammenter & Berjak 1999).

1.8 Relagdes hidricas em sementes

Um dos objetivos dos estudos referentes a tolerdncia a dessecacdo e
armazenamento de sementes é o do controle da perda de &gua. A agua controla reagoes
metabdlicas na semente sendo o veiculo de transporte e mobilizagdo de substancias nas
células. Reduzindo-se seu teor para valores minimos, € possivel diminuir o metabolismo
da semente podendo, assim, aumentar seu periodo de armazenamento (Kermode 1990).
Contudo, as sementes de cada espécie apresentam valores criticos minimos de umidade,
0S quais precisam ser determinados experimentalmente. Uma das técnicas para se
determinar esse valor é a secagem controlada pela temperatura.

Para o entendimento das relagdes hidricas e seu envolvimento com 0s processos

vitais da semente, algumas caracteristicas da &gua, tornam-se relevantes.
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A grande guantidade de pontes de hidrogénio presentes na molécula de agua
(Figura 7) no estado liquido é responsavel por suas caracteristicas Unicas e

biologicamente importantes (Kramer & Boyer 1995).

>
Figura 7. Esguema da estrutura “aberta’ da agua no estado solido. Modificado de Kramer
& Boyer (1995).

As pontes de hidrogénio constituem uma forca de atracéo entre as moléculas de
&gua, inibindo a sua separacdo e escape naforma de vapor, permitindo que a &gua esteja
em estado liquido a 20°C.

Devido as suas propriedades referentes a viscosidade, tensdo superficial, forgas
de adesdo e coesdo, a &gua penetra na maioria dos espacos capilares, estabelecendo um
meio continuo através das paredes celuldsicas e permeando totalmente o corpo da
planta.

A célula viva consiste de diversos compartimentos separados por membranas
semipermeaveis seletivas. Canais nas membranas, formados por proteinas, permitem a
passagem da agua, mas impedem a de solutos. A parede celular relativamente rigida
resiste a expansdo, gerando uma presséo hidrostética interna.

A 4gua estd quimicamente associada aos constituintes do protoplasma. Por isso
h& gradientes de potencial hidrico entre o meio externo e interno a membrana que
propiciam o movimento da &gua, sempre de valores de potencial hidrico mais elevados
para 0s mais baixos ou negativos (Castro et al. 2004).

Uma vez que a &gua permeia a membrana plasmética, o potencial hidrico dentro
das células equilibra-se com o ambiente circundante em poucos segundos, ainda que

Sgja preciso mais tempo para que todas as células de um tecido se equilibrem com a
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solucdo exterior. As condicdes da agua na semente podem ser relevantes para sua
manutencdo, uma vez que a dgua controla todo seu “status’ metabdlico (Marcos Filho
2005). A energia da agua na semente ou em suas estruturas representa um melhor
indicador do estado da &gua do que a quantidade absoluta ou o teor de agua, fornecendo
subsidios para explicar o comportamento fisiolégico de sementes. Em sementes, a
natureza e a forma de ligacdo da &gua afetam o estado fisiolégico das células. Uma
andlise do comportamento das sementes sob o ponto de vista termodindmico exige,
portanto, 0 conhecimento das propriedades da agua, cujas alteragbes discretas que
ocorrem num potencial quimico especifico denominam-se mudancgas de fase (Marcos
Filho 2005).

Para compreender os mecanismos de toleréncia a dessecacdo, € necessario
entender a natureza dos danos causados a0 se remover a agua destes organismos.
Vertucci & Farrant (1995) propuseram uma classificagdo com cinco tipos de &gua nas
sementes. a do tipo 5 pode ser considerada &gua livre e sua ocorréncia € observada em
potenciais hidricos acima de -2MPa; a agua do tipo 4 encontra-se entre -2MPa e -4MPa,
ocupando poros e capilares e ndo interagindo com a superficie das proteinas; a &gua do
tipo 3 forma pontes com sitios hidrofébicos de macromoléculas, sendo observada entre -
AMPa e -11MPa; a &gua do tipo 2 tem caracteristicas do estado vitreo e interage com
sitios hidrofilicos das macromoléculas e encontra-se entre -12 MPa e -150 MPa €; a
&gua do tipo 1, corresponde a agua ligada quimicamente por grupos iénicos ocorrendo
abaixo de -150 MPa.

Outro aspecto importante da energia da agua nas sementes, € que, sob uma
mesma atmosfera, com umidade relativa do ar constante, sementes de diferentes
espécies apresertam diferentes teores de &gua, mas o potencia hidrico normalmente é
muito proximo (Villela & Marcos Filho 1998). Portanto, as relagdes entre umidade e
potencia hidrico em sementes de diferentes espécies podem afetar diferentemente seus
comportamentos com relagdo aos comportamentos germinativos e, provavelmente,
bioquimicos.

As relagdes hidricas, portanto, exercem importante papel na biologia da semente,
particularmente no desenvolvimento e no processo de germinacdo (Villela 1998). Além
disso, as relagbes hidricas podem fornecer subsidios para explicar 0 comportamento
fisiol6gico das sementes.

A seqiéncia de modificagbes no teor de agua da semente constituiu um

par@metro relativamente eficiente para caracterizar o desenvolvimento podendo até
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indicar o estadio de maturidade fisiolégica. No entanto, esse parametro tem se mostrado
inadequado paraindicar o estado da agua durante o desenvolvimento das sementes, uma
vez que ndo fornece informagbes sobre a disponibilidade hidrica ou seu estado
energético (Villela& Marcos Filho 1998).

Nos estagios iniciais de desenvolvimento, os embrifes sdo extremamente
sensiveis ao estresse hidrico (Berjak et al. 1993). Ha poucas informacfes de quanto de
agua é realmente requerido nos primeiros estégios de desenvolvimento, mas o suficiente
para que ocorram as divisdes celulares. Esses autores propuseram que O potencial
hidrico mais adequado seria ca. -1,6 MPa e observaram que, durante a fase de
maturacéo, com o acumulo de matéria seca, € adquirida atolerancia a perda de agua.

Embora os limites de desidratacdo apresentem variagdo entre as sementes
ortodoxas de diferentes espécies, pouco se sabe sobre a magnitude das diferencas no
potencia hidrico das mesmas, ou sgja, da rea atividade energética da agua em cada um
dos niveis de hidratag@o das sementes de cada espécie.

A atividade da agua nas sementes € responsavel por uma série de reacfes e,
além disso, pode interferir na solubilidade e concentracdo de solutos nas células
(Leopold & Vertucci 1989). Villela & Marcos Filho (1998) destacaram gque sementes
ortodoxas, de diferentes espécies com mesmo teor de &gua e sob mesmas condicles
climaticas, podem apresentar diferentes potenciais hidricos, resultando em diferencas na
sua velocidade de deterioraco.

O potencial quimico, denominado potencia hidrico da agua por unidade de
volume molal parcia da agua, representa o status da energia livre da égua, denominado
também de energia potencial. E uma expressio quantitativa da energia livre a ela
associada. E expresso pela disponibilidade de dgua, ou seja, sua capacidade de trabalho
e translocacédo, representado pela letragregapsi (Y) tendo por referéncia o potencial da
agua pura (0 MPa).

Quanto mais negativo for o potencial hidrico do sistema considerado, menor serd
também a disponibilidade de dgua nesse sistema e quanto mais solutos sdo adicionados
a &gua, esta usa a energia para dissolvé-los, diminuindo assim o seu potencial. Uma
maneira prética de se conhecer a energia da agua em uma planta é através da medicéo
de seu potencial hidrico (Larcher 2000).

O potencia hidrico total tem varios componentes e resulta da somatéria destes

componentes num dado sistema: em que, Y p, Y p, Y m €Y ¢ S80 0Ss componentes devidos,

Y=Y, +Y HY +Y,
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respectivamente as forcas osméticas, de pressdo, matricial e gravitacional (Larcher
2000).

Os componentes do potencial hidrico que sdo relevantes numa célula vegetal séo
0s potenciais osmoticos e de pressdo (Larcher 2000). A umidade relativa do ambiente
também pode interferir na energia da &gua nas sementes.

O conhecimento do potencial hidrico das sementes fazse necessario para a
compreensdo das alteragbes que ocorrem durante 0 processo de armazenamento e na
manutencdo da viabilidade durante o processo de dessecacdo. Atualmente, ndo existem
equipamentos especificos para medidas de potencial hidrico de sementes, exceto um
aparelho (WP4 Dewpoint Potentiameter, Decagon) apropriado para andlise da energia
da &gua em solos, que foi adaptado para determinacéo do potencial hidrico de sementes
florestais, no Laboratorio de Sementes do Irstituto de Botanica de Sdo Paulo SP)
(Barbedo, C.J. 2007, comunicagao pessoal).

O conceito de potencia hidrico é Util porque permite predizer o0 modo como a

agua se movera sob diversas condicoes.

1.9 Condicionamento osmoético de sementes

O condicionamento osmotico, também denominado osmocondicionamento,
consiste na hidratacdo controlada de sementes até um determinado nivel, de modo a
permitir a ocorréncia das etapas iniciais do processo de germinagdo, sem, contudo,
ocorrer a protrusdo da radicula (Carvalho et al. 2000). Consiste na imersdo destas em
solucBes osméticas com potencial hidrico conhecido, em temperatura especifica e por
periodos definidos, até atingirem equilibrio com o potencial osmético da solugéo.

O método de pré-condicionamento de sementes, mediante exposicdo das
mesmas a atmosfera controlada, embebicdo em substratos Umidos ou imersdo em
solucbes osmoticas, pode ser redlizado continuamente aé niveis de umidade
programados ou em ciclos de hidratacdo e secagem (Vazquez, 1995) e vem sendo
utilizado com sucesso em leguminosas como um método de pré-condicionamento das
sementes (Borges et al. 2002).

E uma das técnicas mais promissoras utilizadas para aumentar a capacidade de

germinagdo das sementes e sua tolerancia a diversos ambientes, bem como reduzir o
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tempo entre a semeadura e a emergéncia das plantulas (Braccini et al. 1996). Permite
maior uniformidade e velocidade de emergéncia de plantulas pelo acimulo de solutos
(agucares, é&cidos organicos e ions) provenientes da retomada do metabolismo da
semente, resultando em maior turgescéncia na reidratacdo e promovendo a protusdo da
raiz primaria em menor tempo (Bradford 1990). O vigor das sementes mostra-se
elevado com o0 uso desta técnica, bem como a taxa, sincronia e porcentagem de
emergéncia das plantulas, e os resultados sdo superiores aos obtidos com sementes ndo
tratadas de vérias espécies, particularmente sob condicbes de estresse, como
temperatura sub ou supra6tima, déficit hidrico ou salinidade. Esta técnica de hidratagdo
lenta permite a reparagd0 ou reorganizacdo das membranas plasméticas, 0 que
possibilita a formagdo ordenada dos tecidos, reduzindo os riscos de danos ao eixo
embrionario (Faria 2006).

Durante a desidratacdo ou secagem lenta ocorre um dréastico redirecionamento
no metabolismo de sementes maduras sob desidratacdo controlada, levando a
paraisacdo na formacdo de proteinas de reserva, acompanhada de hidrélise dos
polipeptideos armazenados. A secagem, entdo, pode modificar o padréo de sintese
protéica, reduzindo a producdo de RNAmM m exo embrionario. Com isso, enzimas
associadas exclusivamente aos processos pos-germinativos tém sua producdo induzida
pela secagem da semente durante seu processo de desenvolvimento e maturacéo
(Bewley & Black 1994).

Corbineau et al. (2000) observaram que o acumulo de RFOs poderia ser
induzido experimentalmente em sementes imaturas ou embrides pela secagem lenta (ex-
planta), sendo que a toleréncia a dessecagéo poderia ser adquirida simultaneamente ao
acumulo de RFOs. Corbineau et al. (2000) e Bailly et al. (2001) observaram também
gue, em eixos embrionérios de ervilha, a biossintese de oligossacarideos era regulada
pela taxa de perda de agua, sendo tanto maior o contelido de oligossacarideos quanto
mais lento era o processo de desidrataco.

Uma das maneiras de promover a secagem lenta das sementes seria o
osmocondicionamento em solugdes com potenciais hidricos mais negativos que os das
sementes Bansal et al. (1980 in Hebling, 1997) observaram o comportamento de
sementes incubadas em solugdes com potenciais hidricos menos negativos que o das
sementes, especiamente no inicio da embebicdo, destacando que esse tratamento

inviabilizava a seqiiéncia de seus eventos germinativos durante a absor¢ao de agua.
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Poucas informacOes existem a respeito da aplicacdo do condicionamento
osmotico em sementes de espécies florestais nativas. De acordo com Barbedo et al.
(1997), este tratamento, associado a condi¢Oes ideais de armazenamento, poderia
contribuir para o melhor aproveitamento de sementes de espécies arboreas florestais,
pois a producdo de frutos dessas espécies nem sempre € regular e a coleta das sementes
é trabalhosa e onerosa.

Vé&ios fatores influenciam no condicionamento osmatico, entre eles, o tipo de
solucdo osmética, o potencial osmotico, a temperatura, 0 periodo de embebicdo, a
aeracdo, a luz, a lavagem e a secagem das sementes, aém da qualidade inicial das
mesmas ( Larcher 2000).

As solugbes osméticas mais utilizadas para 0 osmocondicionamento sdo 0
polietilenoglicol (PEG), o manitol, sacarose e sais inorganicos como NaCl, MgSO, e
KNOs (Vasguez 1995). A sacarose como agente osmocondicionador em sementes
imaturas, poderia auxiliar na estabilizagdo das membranas, além de atuar como fonte de
carbono e energia, regulador do potencial osmatico das células, sinalizador de processos
biol 6gicos, substrato para sintese de enzimas que participam no processo germinativo da
semente, regulador de morfogénese entre outros, limitando os danos causados pela
dessecacdon, como ocorre em sementes maduras (Buckeridge et al. 2000). O PEG é um
agente osmaotico macromolecular, quimicamente inerte, ndo degradavel, atoxico para as
sementes por ndo penetrar no tegumento devido ao elevado peso molecular (Villela et
al. 1991). Capaz de estabelecer um gradiente osmético entre a solucdo e a semente, esse
composto tem sido utilizado com sucesso para simular os efeitos do déficit hidrico em
plantas (Hasegawa et al. 1984).

O déficit hidrico resultante da incubacéo de sementes em solucdo de PEG podera
resultar em embebicdo ou desidratacdo lenta causada por um gradiente de potenciais
hidricos envolvidos nos dois substratos os quais poder&o ser controlados pelo tempo de
eXposi¢cdo e potenciais hidricos entre sementes.

Em trabalhos recentes, relacionados a tleréncia a dessecacdo de sementes de
espécies domesticadas de Eugenia (E. brasiliensis Lam), Delgado (2006) demonstrou
gque é possivel definir uma concentracdo osmotica adequada, bem como o tempo
minimo necessario para atingir estabilidade hidrica entre a semente e 0 meio, a partir de
resultados obtidos em curvas de embebicdo. Assim, visto que € possivel estabelecer o
equilibrio hidrico entre a solugdo osmocondicionadora e a semente, bem como a

hidratacdo ou desidratacdo controlada, € importante ter conhecimento do potencial
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hidrico das sementes no momento da incubacdo para se obter a hidratacdo ou
desidratacdo desejada.

1.10 Justificativas e HipoGtese

A producdo, beneficiamento e manutencéo de sementes com elevado potencial
fisiolégico tém papel fundamental para a preservacéo e utilizacdo racional de espécies
nativas como o pauw-brasil. Para isso, torna-se necessario conhecer as ateragdes que
ocorrem durante a maturacdo e a eventual necessidade ou sensibilidade das sementes ao
processo de secagem, sendo importante quantificar o processo (Carvalho & Nakagawa
2000, Walters 2000).

Teores elevados de agua em sementes podem reduzir a longevidade das mesmas,
acelerando o metabolismo e favorecendo o crescimento de patdgenos prejudiciais a
manutencéo da capacidade germinativa. Assim, a secagem e 0 armazenamento de
sementes em ambiente frio podem contribuir para aumentar a manutencéo da
viabilidade do material biolégico (Vertucci & Roos 1990).

Sementes recém-dispersas de pau-brasil toleram reducdo do teor de &gua até cerca
de 8% (Barbedo et al. 2002), correspondendo ao comportamento de sementes ortodoxas
(Roberts 1973). Através dessa reducdo, associada a0 armazenamento a 6-8°C foi
possivel conservar a viabilidade dessas sementes por 18 meses. Ao fina desse periodo,
as sementes ja apresentavam perda de vigor, indicando que a completa perda da
capacidade germinativa poderia estar proxima. Sem a secagem associada a reducéo da
temperatura de armazenamento, essas sementes perderam completamente a viabilidade
apos cerca de seis meses de armazenamento (Barbedo et al. 2002). Sementes de pau
brasil, em sua completa maturidade, com teor de agua em torno de 12% toleraram o
armazenamento a - 18 °C (Hellmann et al. 2006).

De acordo com Borges et al. (2005), sementes de Caesal pinia echinata aos 55 dias
apos antese (DAA) encontramrse na segunda fase de desenvolvimento por ja
apresentarem reducdo no teor de agua e contelldo maximo de carboidratos soliveis. Aos
60-65 DAA estdo com a deposicdo méxima de reservas e maximo contelido de matéria
seca. Durante esta fase, as sementes s80 desconectadas do sistema vascular do fruto e a
desidratacd0 € acelerada, considerando-se assim este periodo como sendo o da

maturidade fisiolégica dessas sementes. Os mesmos autores mostraram que esta fase
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ocorre antes da completa deiscéncia dos frutos. Isto implica na possibilidade de coletar
frutos maduros ainda na &rvore. No entanto, o teor de agua das sementes nesta fase néo
€ o indicado para armazenamento, sendo necessarios procedimentos de secagem dessas
sementes Todavia, ainda sd0 consideradas imaturas e, provavelmente, ndo teriam
condicbes para tolerar a desidratacdo a niveis de umidade desgéveis para
armazenamento em camaras frias (Barbedo et al. 2002 , Hellmann et al. 2006).

Assim, atecnologia de sementes de pau-brasil tem, ainda, aspectos importantes a
serem esclarecidos especiamente quanto ao grau de maturacdo a partir do qual passam
atolerar a dessecacéo.

A impossibilidade de se efetuar a colheita no momento adequado e/ou a possivel
negligéncia do produtor podem determinar a permanéncia das sementes em ambiente
menos favoravel. 1sso contribui para o decréscimo do potencial fisiologico, com
velocidade e intensidade diretamente dependentes dos niveis de adversidade ou de
estresse, acelerando a deterioracdo das sementes nos frutos, antes da deiscéncia natural
(tipo explosivo). Assim, prejuizos consideraveis podem ocorrer a qualidade e
guantidade das sementes produzidas Portanto, o conhecimento do processo de
maturacdo, sua relacdo com as formas de secagem e época adequada para a colheita,
devem ser investigados. Com isso poderd ser possivel ampliar a capacidade de
armazenamento em condicBes apropriadas, visando a conservacdo da viabilidade de
sementes imaturas dessa espécie. Contudo, ndo se conhece 0 comportamento de
sementes imaturas de C. echinata quanto a tolerancia a dessecacdo e esse conhecimento
€ essencia para que essas sementes possam ser colhidas precocemente e tratadas de
forma a tolerarem dessecacdo e armazenamento prolongado.

Considerando que sementes imaturas de C. echinata, no final da fase de seu
desenvolvimento, poderiam tolerar a secagem lenta, mantendo a viabilidade até
atingirem niveis de &gua desgjaveis a sua conservacao e armazenamento, aventou-se a
possibilidade de avaliar os efeitos fisioldgicos de substancias osmocondicionadoras
como o polietilenoglicol sobre a qualidade dessas, visando a aumentar a viabilidade de

sementes imaturas de pauw-brasil, e com isso ampliar o periodo de colheita para a

espécie.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo identificar o estadio de desenvolvimento no qual
sementes imaturas de Caesalpinia echinata adquirem tolerancia a dessecacéo, através da
determinacdo dos efeitos imediatos da secagem sobre a capacidade germinativa e sobre o
desenvolvimento de pléantulas, procurando comparé- 1as a sementes maduras.

O trabalho objetivou, ainda, analisar as eventuais alteracdes dos carboidratos
solUveis durante o processo de secagem controlada nos diferentes estadios de maturagéo,
com vistas a relacionar essas variagbes com a tolerancia a dessecacdo e capacidade

germinativa das sementes da espécie em estudo.

3 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram realizados experimentos preliminares que objetivaram
levantar dados e subsidiar o delineamento experimental do trabalho principal, que
consistiu na desidratacdo lenta de sementes imaturas e avaliagdo de seu comportamento

fisiol6gico apds a secagem com prévio osmocondicionamento.
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3.1 Procedimento Experimental

Experimentos preliminares

3.1.1 Experimento realizado com sementes de Caesalpinia echinata aos 45 e 55
dias apds a antese (DAA) provenientes da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de
Moji-Guagu (RBEEMG), no municipio de Mogi-Guagu, SP colhidas em 2004.
Objetivourse avaliar o comportamento das sementes apds tratamento com solucbes
osmocondicionadoras de polietilenoglicol (PEG) 6000 e sacarose (Sac) nos potenciais
hidricos de -2,4 MPa e -12 MPa, com posterior secagem em estufa a 40 °C até 10% de
teor de &gua (denominada secagem lenta) em comparagdo0 com sementes secas
diretamente em estufa na mesma temperatura, sem prévio osmocondicionamento

(denominada secagem rapida) até 10% de teor de &gua.

3.1.2 Experimento conduzido na Estacéo Ecoldgica e Experimental de Tapacura
(PE) com sementes provenientes de uma populagéo implantada no mesmo local de
ocorrércia natural colhidas em 2005. As sementes foram separadas em trés estadios de
maturacdo de acordo com as caracteristicas visuais propostas por Borges et al. (2005).
Objetivouse avaliar o comportamento dessas sementes apos embebicdo em solucdes de
PEG com dois potenciais hidricos distintos por trés periodos de incubac&o seguidos de
secagem em estufa a 40 °C, por 4 h Foram utilizadas solugdes de PEG com poterciais
hidricos de -0,8 MPa, -1,2 MPa e incubacéo por 8, 16 e 24 horas, a 25 °C.

3.1.3 Experimento realizado com sementes aos 45, 55 e 65 DAA provenientes da
RBEEMG (Lote 2005). Objetivou-se avaliar o teor de agua até o qual as sementes
imaturas de paubrasil toleram dessecacéo por meio de diferentes métodos de secagem.
O potencial hidrico da solucéo de PEG foi de-3,0 MPa e aincubagéo foi feitaa 8 °C por
20 horas e 25 °C por 4 horas em camaras secas do tipo B.O.D. Apds a incubacdo, as
sementes foram secas em estufa a 40 °C com circulagéo forcada de ar até que atingissem
teores de agua de 30%, 20%, 12% e 7%.

Experimento principal

Neste experimento foram utilizadas sementes com 35, 45, 55 e 65 DAA
provenientes da RBEEMG (Lote 2006), objetivando avaliar o efeito de diferentes
métodos de secagem sobre a germinabilidade e sobre os carboidratos de reserva de
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sementes de Caesalpinia echinata. O potencial hidrico da slucéo de PEG foi de -3,0
MPa e a incubagdo foi feita a8 °C, por 20 h e 25 °C por 4 h, em cdmaras secas do tipo
B.O.D.. Apds a incubagéo, a solucdo de PEG foi cuidadosamente removida com papel-
toalha e as sementes levadas para estufa a 40 °C até atingirem 12% de agua.

Os itens descritos a seguir referemse aos procedimentos e métodos executados

neste e nos demais experimentos.

3.2 Detalhamento do material de estudo

As sementes utilizadas neste trabalho foram colhidas de plantas cultivadas em
arboreto experimental homogéneo de Caesalpinia echinata Lam. implantado em 1978
na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guacu (RBEEMG), no
municipio de Mogi- Guagu, SP (22° 15-16' S, 47° 8-12' W) durante o ano de 2004, 2005
e 2006. Foram utilizadas também sementes provenientes da Estacdo Ecoldgica e
Experimental de Tapacura (PE), de frutos colhidos de arvores escolhidas ao acaso em
2005.

Com relacéo as sementes provenientes da Estacdo Experimental de M oji-Guagu,
foram marcadas inflorescéncias em cerca de 15 arvores localizadas a margem superior
do arboreto. A marcacdo foi realizada individualmente em cada inflorescéncia que
apresentava pelo menos trés flores abertas, logo abaixo do Ultimo bot&o floral (Figura
8), nas regides inferiores, medianas e superiores das arvores, visando possibilitar a
obtencéo de diferentes estédios de formagdo e maturagdo dos frutos e sementes. Para
tanto, utilizouse metodologia proposta por Borges et al. (2005). As colheitas dos frutos
foram realizadas em quatro estédios de maturacdo, aos 35, 45, 55 e 65 dias apos a antese
(DAA), apartir das inflorescéncias marcadas no campo.

Os frutos foram colhidos diretamente das arvores em datas definidas de acordo
com a marcacdo da artese (Figura 9), sendo levados para o Laboratorio de Tecnologia
de Sementes do Instituto de Botanica de Sao Paulo (SP).

Frutos provenientes da Estacdo Ecoldgica e Experimental de Tapacura (PE)
foram levados a0 Laboratério de Sementes da Universidade Federal de Pernambuco.
Apbs a colheita, os frutos permaneceram sob temperatura ambiente de laboratério por
aproximadamente 8 h Apo0s este periodo foram aertos manualmente, descartadas as
sementes danificadas por insetos e as mal- formadas e separadas em |otes de acordo com

o0 estadio de maturacdo. O primeiro estadio foi formado por sementes com 35 DAA, o



Material e métodos 33

segundo, por sementes com 45 DAA, o terceiro, por sementes com 55 DAA e o quarto

est&dio, por sementes com 65 DAA.

Figura 9. Infrutescéncia de paL-brasil, destacando a marcacéo realizada no dia da antese,

sendo observados frutos em diferentes fases de maturagéo.



Material e métodos

Para 0 experimento realizado no Laboratério de Sementes da Universidade
Federal de Pernambuco, os frutos foram separados pela coloragdo de epicarpo, sendo
frutos verdes, aqueles que apresentavam casca verde com cerca de 30% de manchas
castanhas e assim originaram as sementes consideradas “imaturas’; frutos com mais de
50% de manchas castanhas e acllleos castanhos com pouca flexibilidade, que originaram
sementes “semi-maduras’ e frutos totalmente castanhos, com aculeos secos e sementes
liberadas no seu interior, que originaram as sementes “maduras’ (Figura 10). Apos a
formacgao dos trés lotes, foram aferidas as caracteristicas morfol 6gicas (tamanho, forma,
espessura e cor) das sementes, procurando-se identificar as mais representativas para
cada estadio de maturacdo. As £mentes foram, entdo, homogeneizadas e retiradas

amostras para determinacdo do teor de agua, potencia hidrico, contelido de massa seca

e para os testes de germinacao.
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Pelo fato de que na mesma inflorescéncia a completa antese ocorre em até 10
dias, consequientemente, a infrutescéncia apresenta frutos em diferentes estadios de
maturacdo. Sendo assim, para separagéo das sementes quanto ao estadio de maturacéo,
utilizou-se também os parémetros de caracterizacdo morfo-fisiolégicas estudados e
caracterizados por Borges et al. (2005) para sementes desta espécie.

Devido a0 numero insuficiente de sementes para conduzir andlises estatisticas
experimentais, foram coletados frutos ndo marcados com o objetivo de aumentar 0
numero de sementes nos diferentes estadios estudados.

Para fazer a separacdo dos frutos ndo marcados em cada idade e distribui-10s nos
diferentes lotes, foram também adotados critérios de separacdo com base nos estudos de
maturacdo de sementes desta espécie realizados por Borges et al. (2005). Os frutos
foram colhidos aleatoriamente e transportados em caixas plésticas para laboratério. A
triagem foi feita baseando-se em comparagcbes de caracteristicas morfologicas e
fisiolégicas primeiramente dos frutos e em seguida, das sementes. As caracteristicas
analisadas para a triagem foram colorac&o da casca e dimensdes dos frutos, rigidez e cor
dos aculeos, coloragdo do tegumento das sementes e caracteristicas fisioldgicas como
teor de &gua, matéria seca e potencia hidrico. As dimensdes dos frutos foram aferidas
com o auxilio de um paguimetro digital (Mitutoyo, modelo CD-6' Cs), sendo o
comprimento tomado a partir do apice (regido com aculeo) até a base do pedunculo.
Para a medida da espessura inclinokrse 0 paguimetro aproximadamente a 45°,
encostando o pice do fruto na base do paguimetro, procurando-se medir o centro do
fruto; a largura foi aferida nas regides distal (z 1 cm abaixo do épice), mediana (£ no
centro do fruto) e proximal (x 1 cm abaixo da base do pedinculo) conforme orientacdo
de Borges et al. (2005).

Logo apls esta selecdo, foi redizada a caracterizagdo inicial de cada lote,
avaliando-se o teor de agua, 0 contelido de matéria seca e a inativacdo de enzimas para

posterior andlise dos carboidratos sollveis.

3.3 Determinacao do teor de agua, contelido de matéria seca e potencial

hidrico das sementes

O teor de agua (%) e o conteldo de matéria seca das sementes foram
determinados pelo método de estufa a 103 = 3°C, por 17 horas (ISTA, 1985), com 4
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repeticdes de 3 sementes para cada amostragem sendo o peso total das sementes de
cada repeticdo aferido previamente. ApOs 17 horas, as sementes foram retiradas da
edtufa, resfriadas em dessecadores contendo silica-gel e pesadas novamente, obtendo-se
entdo o teor de &gua e o contelido de matéria seca de cada amostra. O célculo do teor de

agua foi feito em base Umida (Brasil 1992), sendo expresso em porcentagem.

O potencia hidrico das sementes recém-colhidas e daguelas submetidas aos
tratamentos de osmocondicionamento e secagem foi determinado por meio de um
psicrometro de ponto de orvalho, modelo WP4 Dewpoint Potentiometer, da Decagon
(USA).

Os potenciais hidricos das solugdes de PEG 6000 foram calculados segundo a
formula de Miche & Kaufman (1973), abaixo discriminada, e as concentragfes e
sacarose (SIGMA) foram obtidas a partir de medicdes de potenciais hidricos de
solugdes com concentragdes conhecidas, sendo ambos expressos em valores negativos
(-MPa).

Férmulade Michel & Kaufmann (1973):

Yos=-(1,18x10-2) C- (1,18 x 10-4) C2 + (2,67 x 10-4) CT + (8,39 x 10-7) C2T
em que:

Y os = potencia osmético (bar);

C = concentracdo (gramas de PEG 6000/litro de agua);

T = temperatura (CC).
3.4 Secagem e condicionamento osmaotico das sementes

Para avaliacdo dos efeitos dos nivels de secagem na manutencdo da
germinabilidade e composicdo de carboidratos das sementes de C. echinata nos
diferentes estadios de maturacdo foram redlizados tratamentos com solugdes
osmocondicionadoras de polietilenoglicol (PEG) 6000 e sacarose (somente lote 2004),
com posterior secagem em estufa a 40 °C até niveis finais de teor de agua pré-
determinados. Sendo secas até 10%, o lote de 2004, 30, 20, 12, 10 e 7%, o lote de 2005
e até 12%, o lote de 2006.

Para incubacdo em PEG 6000 ou em sacarose, cerca de 40 sementes foram
dispostas em bandejas plésticas, medindo 30 cm de comprimento por 15cm de largura
por 5 cm de altura, contendo 3 folhas de pape-filtro utilizados para testes de

germinacdo e cerca de 50 mL (para completa cobertura das sementes) de solugdo
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osmocondicionadora nos potenciais de -2,4 e -12 MPa para o lote de 2004, -0,8 e -1,2
MPa para o |ote de 2005 (sementes de Tapacura PE) e -3,0 MPa para os lotes de 2005 e
2006.

ApoOs este preparo, as bandegjas plésticas foram cobertas com sacos plasticos
abertos e armazenadas em germinadores com circulacdo interna de égua, regulados para
25 °C e luz continua, por um periodo de 10 dias para o lote de 2004. Para os cemais
lotes (2005 e 2006), o periodo de incubacdo foi ajustado para 24 h, sendo a temperatura
a 25 °C para o lote de Tapacura (2005). Nos demais lotes, atemperatura foi ajustada a 8
°C por 20 h em cémara de refrigeragdo. ApOs este periodo, as bandejas foram
transferidas para camara seca tipo B.O.D. a 25 °C por mais 4 h, totalizando vinte e
quatro horas de incubagéo (lote de 2005 e 2006 de S&o Paul o).

Apoés a incubagdo, as sementes foram cuidadosamente secas com papel toaha,
para remocdo completa das solugbes osmocondicionadoras e em seguida foram,
novamente, aferidos o teor de &gua, o potencia hidrico, a germinacdo e inativadas
enzimas para analise dos carboidratos (somente no lote de 2006) e levadas para secagem
até teores de dgua pré - determinados.

Para secagem em estufa, as sementes foram colocadas sobre uma tela de malha
fina (tipo sombrite) para facilitar a drculagéo de ar e levadas para secagem em estufa,
regulada para 40 °C com circulacdo forcada de ar. A cada 20 minutos, as sementes eram
revolvidas para garantir a homogeneidade da secagem das amostras e aferidos seus
pesos até que atingissem os teores de &ua desgjados. O tempo de permanéncia em
estufa para secagem até os niveis de agua estabelecidos variou com ostratamentos, de 6
a 12 horas. Apos atingir cada nivel de secagem estabelecido, as sementes foram
avaliadas novamente quanto ao teor de agua, conteldo de matéria seca, potencial
hidrico, germinacdo e contelidos de carboidratos para teores de &gua em que as
sementes imaturas toleraram a dessecacdo quando osmocondicionadas.

A determinacdo dos teores de &gua, apds o osmocondicionamento, auxiliaram
para os calculos do peso final apos secagemem estufa.

O grau de sensibilidade das sementes submetidas a cada processo de secagem
foi avaliado através da perda de qualidade fisiol gica ap0s os tratamentos.

Foram realizados dois tratamentos distintos de secagem. Um deles (denominado
neste presente trabalho de secagem rapida - Sec), no qual as sementes foram secas
diretamente em estufa a 40 °C sem o0 prévio osmocondicionamento e o outro,

(denominado de secagem lenta - PEG+Sec), no qual as sementes foram previamerie
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osmocondicionadas e depois secas em estufa sob as mesmas condices. As legendas

utilizadas foram:

(TO): Sementes analisadas logo que colhidas, sem qualquer tratamento, exceto o

proprio manuseio e beneficiamento;

(PEG+Sec): Sementes osmocondicionadas em PEG seguidas de secagem em estufa
a 40 °C com circulacdo de ar forcada até atingir teor de agua pré-determinado ou
secagem lenta;

(Sec): Sementes sem osmocondicionamento, secas em estufa a 40 °C com circulacéo

de ar forgada, até atingir teor de &gua pré-determinado ou secagem répida;

(PEG): Sementes somente submetidas ao osmocondicionamento  por

polietilenoglicol 6000, sem posterior secagem,

(Sac): Sementes submetidas ao osmocondicionamento por sacarose (SIGMA), sem

posterior secagem.

3.5 Germinagdo

A germinacdo foi avaliada através de teste conduzido em gerbox, sobre papel,
tipo germitest, formando o substrato para semeadura, umedecido anteriormente com
agua destilada até sua saturacdo (Brasil 1992). As sementes foram previamente lavadas
em solucdo de hipoclorito de sddio a2% por 1 min, visando a desinfestagdo superficial.
Utilizaram-se quatro repeticoes de 10 sementes cada. Em seguida, as amostras foram
transferidas para germinadores (Marconi tipo MA 400) regulados para 25°C (Méello et
al. 2004), com fotoperiodo de 12 horas e fluxo de &gua constante para manter a
umidade.

A germinagdo foi avaliada a cada trés dias, sendo consideradas germinadas
(G%) aguelas nas quais havia protrusdo da radicula com, no minimo, 3 mm e
desenvolvimento de plantulas (DP%) quando o sistema radicular estava completamente

desenvolvido e o primeiro par de folhas visivel (Barbedo et al. 2002).

A avdiagdo da germinagdo e desenvolvimento de plantulas foi realizada
periodicamente durante 20 dias, apds a instalacdo do teste. Esses dados foram

utilizados, respectivamente, para o calculo da capacidade germinativa e producéo de

38
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plantulas normais. A contagem de sementes deterioradas foi feita somente na ultima
avaliacao.

O delineamento experimental empregado para 0s experimentos foi o
inteiramente casualizado, constituindo-se em um esguema fatorial de 3x5x2 sendo trés
estédios de maturacdo, 5 niveis de secagem e 2 tipos de secagem (répida e lenta), no
primeiro ano (2005) e 4x2x2, sendo quatro estédios de maturacdo, 2 niveis de secagem
e 2 tipos de secagem no segundo ano (2006). Os resultados foram submetidos a
andise de variancia (F 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, visando avaliar alteragcOes nesses parametros das sementes (Gomes
1982). Para redlizacdo das andlises edtatisticas, os valores de porcentagem, quando
necessario para ajuste da normalidade, foram transformados para arc sen (%) °° ou na

existéncia de valores nulos, para arc sen (%+0,5) °°.
3.6 Extracéo e andlise de carboidratos ndo estruturais

A extragdo dos carboidratos ndo estruturais (carboidratos sollveis e amido) foi
redlizada em sementes recémcolhidas (TO) e ap0s o0s tratamentos de
osmocondicionamento e secagem em estufa, com amostras de 15 sementes por

tratamento, sendo trés repeticdes de cinco sementes cada.

Para a extrag&o dos carboidratos solGveis, seguiu-se 0 procedimento adotado por
Garcia et al. (2006), sendo feita tanto nos cotilédones quanto nos eixos embrionarios
isolados, gerando duas amostras respectivas, para cada um dos lotes de sementes
coletadas em 2006. O isolamento do eixo embrion&rio e dos cotilédones foi feito
manual mente com auxilio de laminas de aco, retirando-se cuidadosamente o tegumento
e em seguida feitos cortes longitudinais separando os dois cotilédones e removendo o

eixo embrionério para proceder a extracdo dos carboidratos.

Os cotilédones e os eixos embrionarios foram acondicionados em placas de Petri
contendo papel filtro umedecido com &gua destilada para evitar perda excessiva de agua
das amostras. Apés a separagdo de eixos e cotilédones as amostras foram pesadas e
colocadas em frascos de vidro (cotilédones), ou em microtubos tipo Eppendorf (eixo
embrionario), contendo etanol 80 %, 20 mL e 1 mL respectivamente. Em seguida, as
amostras foram fervidas por 5 min para a inativagdo das enzimas e armazenadas a -20

°C até o momento da extracdo. As amostras de cotilédones foram homogenei zadas em
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graal com etanol 80% e centrifugadas por 10 min a 2000 rpm (International Centrifuge -
USA), a temperatura ambiente. Ao término da centrifugacdo, o sobrenadante foi
separado e aos residuos foram adicionados 10 mL de etanol 80% e levados ao banho-
maria a 80°C por 15 min. Apds esse periodo, 0 material foi novamente centrifugado a
2000 rpm por 10 min. Para extraco dos agucares solUveis dos eixos embrionérios, as
amostras foram colocadas em microtubos tipo Eppendorf com 1 mL de etanol 80%,
maceradas nos proprios tubos e em seguida submetidas a extracdo de forma similar a
descrita, sendo neste caso utilizada centrifuga MSE Micro Centaur (UK). Esse
procedimento foi realizado trés vezes para completa extracdo dos acucares sollveis das
amostras. Os sobrenadantes foram concentrados com a eliminacdo do etanol em
evaporador rotatorio a 40 °C, até quase a secura e ressuspendidos em &gua deionizada
até volume final de 2mL e entéo armazenados a -20 °C, sendo considerados os extratos
brutos. A partir desses extratos, o agucar total foi quantificado pelo méodo do fenol-
sulfarico (Dubois et al. 1956), usando glicose como padrdo. Os resultados foram

expressos em mg por g de massaseca(mg g 1 MS).

3.7 Purificacdo dos carboidratos e cromatogr afia liquida de alta resolucéo
(HPLC)

Para obtenc&o dos carboidratos solUveis neutros, as amostras dos estratos brutos
foram deionizadas em coluna de toca i6bnica Dowex-1 (forma CL ) e Dowex - 50
(formaH") e em seguida foram filtradas (Millipore 0,25 m) para andlises qualitativas de
acUcares por cromatografia de troca idnica de alto desempenho com detector de pulso
amperométrico (HPAEC/PAD), em cromatografo Dionex modelo DX-300, utilizando
coluna CarboPac PA-1 (4 x 250 mm). O sistema de elui¢do foi o isocrético com 100
mM de hidréxido de sodio em &gua, com fluxo de 1 mL min? . Alternativamente os
carboidratos foram eluidos com 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 programac&o: 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 agUcares foram identificados por co-cromatografia com padrfes
auténticos. Os potenciais aplicados para E1 (480 ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram
0,05, 0,75 e -0,20, respectivamente. As areas de cada pico foram corrigidas de acordo

com a sensibilidade do detector para cada aglcar, baseado em padronizago interna,
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sendo diretamente proporcionais a quantidade relativa de cada substancia na aiquota
analisada.

3.8 Quantificacdo de amido

Os residuos das extracfes dos carboidratos solUvei's, tanto dos cotilédones como
dos eixos embrionarios, foram liofilizados e processados para a quantificagdo do amido,
conforme descrito por Hellmann (2006). Alternativamente o amido foi quantificado
pelo método enzimético, sendo utilizados 10 mg de materia para cada tratamento. Os
acUcares soluveis foram extraidos quatro vezes com 500 pL de etanol 80% a 80 °C por
20 min, totalizando 2,0 mL de extrato etandlico. Apds a retirada de acucares, pigmentos,
fendis e outras substancias solUveis, o precipitado foi mantido em temperatura ambiente
durante uma noite, até acompleta evaporacdo do etanol. A seguir, foram adicionados
05 mL (120 U mL? ) de afaamilase termoestavel de Bacillus licheniformis
(MEGAZY ME), diluida em tampdo MOPS 10 mM pH 6,5. A seguir, as amostras foram
incubadas a 75 °C por 30 min. Este procedimento foi repetido mais uma vez totalizando
120 unidades de enzima. As amostras foram resfriadas até 50 °C (em kanho-maria),
sendo ent&o adicionada uma solugzo contendo 0,5 mL (30 U mL ™) de amiloglucosidase
(AMG) de Aspergillus niger (MEGAZY ME) em tamp&o acetato de sodio 100 mM pH
4.5, seguido por incubagdo das amostras a 50 °C por 30 min. Este procedimento foi
repetido mais uma vez totalizando 30 unidades de enzima. Apds as quatro incubactes
descritas acima, foram acrescentados 100 pL de acido perclérico 08 M para parar a
reacao e precipitar proteinas. Apés centrifugacdo por 2 min a 10.000 g , procedeuse a
dosagem em aliquotas de 20 pL de extrato, as quais foram adicionados 300 pL das
enzimas glucose-oxidase e peroxidase e 0s reagentes 4-aminoantipirina e fenol (Glicose
PAP Liquiform, CENTERLAB). Ap0s incubacédo por 15 min a 30 °C, o teor de glicose
fol determinado em leitor de microplacas de ELISA a 490 nm. A curva padréo foi feita
com solucéo de glicose (SIGMA), nas concentracbes 0, 2,5, 5, 75e 10 pgmL
(Amard et al. 2007).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Experimentos Preliminares

No processo de germinagdo, a primeira etapa na sequéncia de eventos que
culminam com a retomada do crescimento do embrido (emissdo da radicula) € a
embebicdo, um tipo de difusdo que ocorre quando as sementes absorvem &gua. Todas as
sementes ortodoxas, exceto as dotadas de tegumento impermeavel, embebem ou
reidratam-se quando expostas a &gua. A absor¢do de &gua da inicio a uma série de
processos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos no interior da semente, oS quais, na
auséncia de outro fator limitante, resultam na emergéncia da plantula. Vérios fatores
podem limitar a embebicdo, entre eles, a composi¢éo e permeabilidade do tegumento,
disponibilidade de &gua no ambiente, &rea de contato solo-semente, temperatura,
pressdo hidrostética e condicdo fisiolégica da semente (Mayer & Poljakoff-Mayber
1989, Mian & Nafziger 1994).

Potenciais hidricos muito negativos influenciam a absor¢do de égua pelas
sementes, podendo, assim, inviabilizar a seqiiéncia de eventos que culminam com a
emergénciadas plantulas (Bansal et al. 1980). Contudo, as informagdes da literatura néo
sd80 concordantes quanto as condi¢des minimas e Gtimas de potencia hidrico no solo
para a germinacdo de sementes. Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando
solucBes com diferentes potenciais osméticos para umedecer substratos, onde as
sementes sdo colocadas para germinar, procurando ssmular condic¢des de baixa umidade
do solo (Hardegree & Emmerich 1994). O polietilenoglicol (PEG) tem sido utilizado
com sucesso em trabalhos de pesquisa para simular os efeitos do déficit hidrico nas
plantas, por ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, devido ao
seu alto peso molecular (Hasegawa et al. 1984).

No osmocondicionamento de sementes, a solucdo osmatica regula a quantidade
de agua absorvida, havendo condicdes para 0 desenvolvimento das fases iniciais da
germinacdo (fases | e Il), mas sem atingir a fase |11, correspondente & emergéncia da
radicula, no padréo trifasico proposto por Bewley e Black (1994). Assim, a incubacéo
de sementes em solucdo osmética com potencial hidrico inferior ao da &gua pode
simular o déficit hidrico durante a embebicdo e é esperado que a movimentacdo

hidrostética participe no sistema de regulacéo que induz a tolerancia a dessecacéo em
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sementes, e consequientemente influencie os processos fisiologicos dependentes da
atividade da &gua nas células.

Borges et al. (1991) mostraram que a pré-embebicdo de sementes de jacaranda-
da-bahia em solucéo de PEG resulta no aumento da velocidade e porcentagem finais de
germinacdo, quando essas sao transferidas para agua, apds a secagem.

Além do PEG, a sacarose também tem sido utilizada para promover a
desidratacdo de sementes, contribuindo para acelerar as fases finais do processo de
amadurecimento. A sacarose € um eficiente estabilizador de membranas, limitando os
danos causados pela dessecacdo. Além de regular o potencial osmaético das células, atua
como sinalizador de processos bioldgicos, substrato para enzimas de sintese que
participam no processo germinativo e regulador de morfogénese, além de atuar como
reserva de utilizagcdo rgpida no processo germinativo (Buckeridge et al. 2000).

As sementes maduras de pawrbrasil apresentam na sua composi¢cao 15-20% de
carboidratos solUveis, principal mente sacarose, glicose e frutose, além de ciclitois livres
e gaactosilados (Garcia et al. 2006, Borges et al. 2006). Assm, 0 uso de sacarose
como solugdo osmatica, além de promover desidratacdo lenta, poderia possibilitar seu
consumo pelo embrido, contribuindo para o desenvolvimento das etapas finais do

processo de amadurecimento das sementes imaturas dessa espécie.

4.1.1 Avaliagdo do comportamento de sementes imaturas de pau-brasil

desidratadas com polietilenoglicol (PEG) e sacar ose

Procedimento experimental e principais resultados

Objetivando verificar a possibilidade de antecipar artificialmente a maturacao
das sementes e, conseqlientemente, ampliar o periodo de colheita e reduzir a exposi¢éo
destas as intempéries b campo, foi realizado um experimento prévio com sementes
imaturas de Caesalpinia echinata com 45 e 55 dias ap6s a antese (DAA), sendo as
mesmas expostas a duas diferentes concentracfes de PEG 6000 e de sacarose por 10
dias, correspondendo a0 tempo necess&rio para que completassem a maturagdo no
campo.

Para a desidratacdo das sementes foram utilizadas solu¢bes com potenciais

hidricos inferiores aos das sementes (-2,4 MPa e -12,0 MPa), baseando-se em
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informacdes de Borges et al. (2005), sendo as mesmas mantidas a 25 °C, em camaras
de germinacdo com umidade relativa de 100% e no escuro, por serem fotoblasticas
neutras (Mello et al. 2004).

Nota-se na Tabela 1 que durante os 10 dias de incubagdo, tanto a -2,4 MPa
(PEG 1 e Sac 1) como a -12 MPa (PEG 2 e Sac 2), houve reducéo do teor de agua das
sementes nos dois estadios de maturacdo estudados. Sementes com 45 DAA incubadas
com PEG a-2,4 MPativeram o teor de &gua diminuido de 60% para 41% e as sementes
com 55 DAA, de 55% para 39% de teor de agua. Estes resultados evidenciam que
houve desidratagdo lenta por um gradiente osmaético entre as sementes e as solucdes.
Contudo, apos a secagem até 10% de agua, as sementes osmocondicionadas perderam
totalmente a capacidade germinativa. Os resultados de germinagdo sugerem que o
tempo de incubacdo das sementes e concentragdes utilizadas foram excessivos,
causando a morte das sementes e estimulando o crescimento de fungos oportunistas,

principalmente nas sementes incubadas com sacarose.

Tabela 1. Germinagdo (G%), desenvolvimento de pléantulas (DP%) e potencial
hidrico ( Y MPa) em sementes de C. echinata com 45 e 55 DAA, sendo TO, sementes
recém-colhidas, PEG 1 e PEG 2 e SAC 1 e SAC 2, sementes incubadas por 10 dias em
solucdes de polietilenoglicol e sacarose a -2,4 MPa e -12 MPa, a 25 °C,

respectivamente.
Tfjla[r)nAeﬁto G% DP% U% Y apbsincub Y 1Sec 10%
TO 88 45 60 -1,16 -67,95
PEG 1 0 0 41 -2,2 -84,45
PEG 2 0 0 39 -7,1 -102,71
SAC1 0 0 51 -2,9 -72,98
SAC?2 0 0 43 -6,2 -100,89
SEC 10% 23 0 10 - -83,75
55 DAA L.
T ralamento G% DP% U% Y apodsincub Y 1Sec 10%
TO 100 75 55 -1,18 -52,32
PEG 1 0 0 39 2,1 -81,45
PEG 2 0 0 43 -7,1 -98,03
SAC1 0 0 51 -2,9 -72,94
SAC?2 0 0 48 -55 -97,67
SEC 10% 75 0 10 - -65,92
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Embora a reducdo na capacidade germinativa das sementes recém-col hidas com
55 DAA tenha sido menor gque a observada para sementes com 45 DAA ap0s o
tratamento por secagem direta em estufa, sem o prévio osmocondicionamento, ndo

ocorreu o desenvolvimento de plantulas a partir das sementes tratadas (T abela 1).

Observouse, ainda, que ndo houve germinagéo durante os 10 dias de incubagéo
das sementes a 25 °C que, de acordo com Méllo et al. (2004), € atemperaturaidea para
agerminacdo dessas sementes.

Além do estresse hidrico afetar a embebicdo, o primeiro efeito mensurével da
baixa disponibilidade de &gua é a reducéo no crescimento, possivelmente causada pela
diminuicdo da expansdo celular (Krammer 1974). O processo de alongamento celular e
a sintese de parede sdo extremamente sensiveis ao déficit hidrico (Wenkert et al. 1978)
e a reducdo do crescimento, como conseqgiiéncia da diminui¢cdo do alongamento celular,
seria causada por um decréscimo na turgescéncia dessas células (Hsiao 1973).

A condicdo hidrica e a temperatura sdo fatores que exercem influéncia decisiva
na manutencao de bancos de sementes. Para a maioria das espécies de regides tropicais,
a temperatura 6tima para melhor germinabilidade encontra-se entre 15 e 30 °C e
temperaturas baixas reduzem o processo, razéo pela qual os estudos de tolerdncia a
dessecacBo em sementes germinadas de Medicago truncatula, através de
osmocondicionamento com PEG, foram realizados a 10 °C, por diminuir a taxa
respiratoria das sementes nessas condicdes (Buitink et al. 2003). Além disso, variagdes
na temperatura e nas propriedades da &gua, dentre outros fatores, atuam no metabolismo
das sementes, interferindo no controle endégeno da mobilizacdo de reservas
(Buckeridge et al. 2004a).

O estresse hidrico causado pela forte negatividade do potencial hidrico de ambas
solugbes osméticas durante a incubagdo das sementes possivelmente limitou a
germinacao;

Houve desidratacdo das sementes durante o periodo de incubacdo, evidenciando
movimento de agua das sementes (potencial hidrico menos negativo) para a solucéo
osmoatica (potencial hidrico mais negativo);

O tratamento com PEG, mesmo com germinagao zero, mostrou-se mais eficiente
gue a sacarose para 0 osmocondicionamento, uma vez que houve menor crescimento de

mi croorganismos nessas condigoes;
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A temperatura de 25 °C para incubacdo pode ter sido elevada o que propiciou
aumento da taxa respiratoria, favorecendo também o aumento de microorganismos.
Acredita-se que a temperatura de incubacdo neste experimento tenha sido um dos
fatores limitantes do sucesso do processo de secagem lenta das sementes imaturas de C.
echinata, devendo este aspecto ser considerado nos proximos experimentos, com
incubagao das sementes a 10 +2 °C;

Devido as inadequadas condic¢Oes em que as sementes foram expostas quando
incubadas a -12 MPa, ao contrario daguelas incubadas a -2,4 MPa, concluiu-se que o
potencial hidrico da solucéo osmocondicionadora deve ser mais proximo ao da semente,
porém inferior, para permitir a desidratacdo das mesmeas;

O periodo de 10 dias para incubacdo, correspondendo ao tempo necessario para
gue completassem a maturagdo no campo ndo foi adequado;

Andlise de quantificacdo de carboidratos soluvéis (ndo mostrado) evidenciou
gue houve aumento nos agucares dos cotilédones e eixos embrionarios em sementes
com 45 e 55 DAA gquardo incubadas a-2,4 MPa.

Um segundo experimento foi entdo desenvolvido objetivando definir o tempo
de incubacdo e a concentracdo adequada da solucdo de PEG 6000 para o
osmocondicionamento das sementes de Caesalpinia echinata, visando a inducédo de

tolerancia a dessecacéo de sementes imaturas da espécie.

4.1.2 Alteracbesdo potencial hidrico de sementesimaturas de pau-brasil

induzidas por PEG e seu efeito na qualidade fisiol6gica das sementes

Procedimento experimental e principaisresultados

O experimento foi conduzido em 2005 na Estacdo Ecoldgica e Experimental de
Tapacurd (PE) visando induzir tolerdncia a dessecacdo através de alteragbes do
potencia hidrico por meio de incubacdo em solugdes osmocondicionadoras de PEG e
verificar 0 melhor tempo de incubacdo. Frutos foram colhidos aleatoriamente, sem
prévia marcagdo quanto ao dia da antese e separados pela coloracdo do epicarpo em
diferentes estadios de maturacdo (com até 25%, 50% e acima de 50% de manchas

marrons). Das sementes oriundas dos frutos, foi feitauma segunda triagem, separando-
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as, finalmente em trés estadios de maturacéo, denominados de sementes imaturas (45-
55), semi-maduras (55-60 DAA) e maduras ( acima de 60 DAA). Esta classificagdo foi
feita com base nos critérios estabel ecidos previamente por Borges et al. (2005).

Parte das amostras foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo
forcadade ar a40 °C (Méello et al. 2004), procurando-se reduzir o teor de &gua até 12%.
Depois de acangado esse valor, foram avaliados o teor de &gua e a germinacéo das
sementes.

Outras amostras foram incubadas em solucdes de PEG em duas concentractes
distintas (-0,8 MPa e -1,2 MPa) por 8, 16 e 24 horas, a 25 °C e posterior secagem em
estufa por 4 horas sob as mesmas condigdes acima mencionadas.

A germinabilidade das sementes foi avaliada pela porcentagem de germinagéo
(G %), pelo indice de velocidade de germinacdo (IVG) e pelo desenvolvimento de
plantulas normais (DP%) ao final de cada tratamento.

Os vaores de teor de agua das sementes foram diferentes ao fina dos
tratamentos. Desta forma, foram comparadas quanto a germinacéo apenas as amostras
de sementes nas quais 0s teores de &gua eram similares.

A Tabela 2 mostra que as sementes imaturas incubadas em PEG -0,8 MPae-1,2
MPa, por 24 horas, recuperaram a capacidade germinativa apds secagem com prévio
osmocondicionamento em PEG em valores de porcentagem de germinacdo semelhantes
aos valores iniciais. O 1IVG e o desenvolvimento de plantulas foram maiores nas
sementes incubadas na solucdo com potencial hidrico de -1,2 MPa. Para os demais
estadios de maturagdo esse tratamento mostrou-se indiferente na recuperacdo ou perda
dos indices analisados.

Hunter & Erickson (1952 in Larcher 2000) verificaram que sementes de soja
semeadas em solo com potencia hidrico inferior a -0,66 MPa apresentaram problemas
de germinacdo. De acordo com Sa (1987), potenciais hidricos de -0,4 e -0,8 MPa,
preudicaram sensivelmente a germinagdo, mas nao impediram a ocorréncia do
processo. Segundo Hadas (1976), a reducdo da germinacéo de sementes de leguminosas
submetidas ao estresse hidrico pode ser devida a menor difusibilidade da agua através
do tegumento, bem como ao prolongamento da fase estacionéria do processo, devido a
reducdo da atividade enzimatica e, conseqientemente, ao menor desenvolvimento
meristematico e emergéncia da radicula. Além disso, potenciais hidricos decrescentes
causam reducdo da atividade respiratéria das sementes (Barrueto et al. 1981), inibindo a

germinacdo. Essa redugdo nos processos metabolicos deve-se ndo so a sensibilidade das
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sementes a variacdo do potencial hidrico, mas também a alta viscosidade das solucdes
de PEG e baixa taxa de difusdo de O,, que podem comprometer a disponibilidade de
oxigénio para as sementes (Hasegawa et al. 1984, Hardegree & Emmerich 1994).
Campos & Assuncdo (1990) atribuem a reducdo da germinacéo a inibicdo de sintese
e/ou da atividade das enzimas hidroliticas necesséarias a germinacdo das sementes, com
0 aumento da concentracéo das solucdes osmaticas.

Neste experimento, notouse que a reducdo do potencia hidrico da solucdo
associada ap tempo de incubacdo, foi mais eficaz para as sementes imaturas, o que pode
estar relacionado com a movimentagdo hidrostética no interior da célula, possivelmente
sua participacdo no sistema de regulacdo que induz a tolerancia a dessecacdo em
sementes. Provavelmente a solucdo utilizada apresentava potencial hidrico inferior ao
da semente, ocorrendo, desta forma, “desidratacdo em meio liquido por um gradiente
osmatico”.

Os resultados sugerem que solucdes com potenciais hidricos inferiores aos das
sementes de pawrbrasil podem ser criticas, provocando movimentacdo hidrostética, o
que poderia favorecer ainducgdo da tolerancia a dessecacao.

O periodo de 24 horas para osmocondicionamento de sementes imaturas de pau
brasil foi suficiente para produzir alteracdes que favoreceram a aquisi¢éo datoleranciaa
desidratacdo, com retomada da capacidade germinativa, assim como da velocidade de
germinagdo. Com isso foi possivel fundamentar a escolha de niveis de potenciais
hidricos da solucéo de PEG e o tempo adequado para a incubagéo das sementes nessa
solucdo.

A secagem direta em estufa das sementes imaturas resultou em perda da
capacidade germinativa, desenvolvimento de plantulas e diminuicdo da velocidade de
germinagao (dados ndo mostrados). Estes resultados comparados com o tratamento em
PEG e posterior secagem confirmam os resultados positivos quando se utiliza PEG para
osmocondicionamento das sementes imaturas.

N&o foram observadas alteracbes nas sementes semi-maduras e maduras

submetidas aos diferentes tratamentos de secagem.

Curva de embebicdo em agua de sementes de pau-brasil

Para complementar as informagdes deste experimento, foi importante avaliar o

tempo em que as sementes de C. echinata atingiam estabilidade hidrica com meio. Para
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tal, as sementes foram embebidas em &gua, sendo avaliadas a velocidade de embebicéo
e avariagdo do potencia hidrico das mesmas durante a embebi¢ao.

Os resultados mostraram que as sementes apresentam rgpida embebicdo,
atingindo estabilidade hidrica com o meio (equilibrio higroscopico) em 30 min, a 25 °C,
permanecendo estavel por aproximadadmente 300 min (5 horas) (Figura 12), quando as
sementes iniciaram o processo de germinagéo. Barbedo et al. (2002) verificaram que as
sementesde pau-brasil iniciam a germinagdo (protrusdo de radicula) entre 24 e 48 horas
de embebicéo.

Os dados obtidos sugerem que o tempo de incubagdo das sementes em PEG
(com potenciais hidricos menores que o0 da semente e temperatura de incubacdo a 8+2
°C) deve ser superior a5 horas para atingir o equilibrio. Confirma-se assim que 24 horas
sdo suficientes para que a incubacdo das sementes em PEG seja efetiva em promover a
desidratagc@o lenta, permitindo provavelmente a ocorréncia de atividades metabdlicas
necessarias para agquisicao de tolerancia a dessecacao.

Com os resultados obtidos foi entdo proposto um novo experimento visando
avaliar a capacidade germinativa de sementes imaturas de pau-brasil a diferentes niveis

de teor de &gua e de secagem.

Teor de agua (%)
8 8 &8 8 8

o
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Figura 12. Curva de embebicéo em &gua de sementes de Caesal pinia echinata.
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Tabela 2. Sementes de Caesalpinia echinata em trés estadios de maturacdo (imaturas,

semi-maduras e maduras) submetidas a0 osmocondicionamento com PEG em duas

concentracdes (-1,2 MPae-0,8 MPa), por trés periodos (8, 16 e 24 h).

. ) i Teor de Agua _

Es;tadlo de Pot. Hid. Periodo apos secagem Germinagéo IVG Plantulas normais

maluracao Y (MPa) (h) (%) (%) (%)

Inicial 0 56,9 78 2,94 72

Ap0s secagem - 17,2 47 1,55 45

8 11,0 42 1,04 40

-0,8 16 26,1 50 1,68 48

Imaturas

24 34,3 63 2,46 63

8 12,8 57 1,99 55

-1,2 16 13,3 37 1,56 36

24 17,1 64 2,25 62

J nicial 0 37,3 100 7,44 95

Apbs secagem - 14,7 97 4,68 95

8 234 100 5,17 95

08 16 26,8 100 6,28 95

Semi- maduras 24 29,3 0 6,61 88

8 21,0 100 5,44 94

L2 46 23,4 97 4,89 95

24 22,3 100 5,17 95

Inicial 0 14,3 100 6,17 98

Apods secagem - 6,6 100 517 98

8 16,5 100 5,28 95

08 16 33,5 100 5,39 95

Maduras ' 24 32,1 100 7,39 93

12 8 21,6 100 5,78 95

’ 16 26,2 100 5,72 94

24 19,0 97 6,17 95
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4.1.3 Efeito de diferentes métodos de secagem e nivel de tolerancia a dessecacéo

sobre a germinabilidade de sementesimaturas de pau-brasil (L ote 2005)

Procedimento experimental e principais resultados

A maneira pela qual o condicionamento osmético € capaz de melhorar a
performance das sementes €, ainda, assunto de muita discussdo, o que alias, ja havia
sido definido por Heydecker et al. (1975) como sendo uma técnica simples em conceito,
mas fisiologicamente, complexa. Duas linhas de evidéncia, que sGo mutuamente
exclusivas, podem explicar os efeitos do condicionamento osmatico: a restauragcdo na
integridade de membrana perdida durante o processo de desidratacéo, na maturacdo das
sementes e 0 aumento na disponibilidade de metabdlitos prontos para serem utilizados
na germinacd e nos processos de crescimento. A reparacdo inclui, aém da
reorganizacdo espontanea da membrana plasmética, outros processos metabdlicos
(Tilden & West 1985).

Este experimento foi realizado com sementes provenientes da RBEEMG,
coletadas em 2005, em trés estédios de desenvolvimento (45, 55 e 65 DAA), conforme
definido por Borges et al. (2007), e objetivou avaliar os efeitos do condicionamento
osmético em diferentes niveis de secagem (até pelo menos 12% de &gua), visando
induzir tolerdncia a dessecacdo de sementes imaturas de pau-brasil. Com esse teor de
agua é possivel armazenar sementes de pau-brasil por até 24 meses a -20 °C (Hellmann
et al. 2006).

De cada lote foram, inicialmente, avaliados germinagdo, teor de &gua, potencial
hidrico e desenvolvimento de plantulas. A seguir, os lotes foram divididos em sublotes e
estes, submetidos a diferentes tratamentos de secagem, com oOu Sem
osmocondicionamento prévio em PEG -3,0 MPa por 24 horas a 8 + 2 °C, seguido por
secagem em estufa a 40+ 2 °C com circulagdo forcada de ar. Os niveis de desidratacéo
propostos inicialmente foram de 30%, 20%, 12% e 7%. Ao fina de cada tratamento, os
mesmos parametros foram reavaliados (Figura 13 e 14).

Os resultados mostraram que o conte(ido de matéria seca das sementes nos trés
estadios de desenvolvimento estudados variou pouco, sendo encontrados valores médios
de 243 mg g*, 310 mg g* e 310 mg g* aos45, 55 e 65 DAA, respectivamente (Tabela
3 e Figura 15). Nos dois ultimos estadios, houve menor variagdo na matéria seca em

relacdo aos 45 DAA, confirmando gque sementes de Caesalpinia echinata com 55 DAA
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estdo préximas ao periodo de maturidade fisioldgica (Borges et al. 2007). Esses autores
verificaram que o contelido de matéria seca apresentou aumento consideravel de 32
DAA a 70 DAA, quando atingiu 316 mg.g*, indicando, inclusive, diminuico deste
acumulo ao final da maturacéo.

No presente experimento as sementes apresentaram, inicialmente, 60%, 50% e
22% de teor de agua (T abela 3 respectivamente aos 45 DAA, 55 DAA e 65 DAA e
cerca de 100% de germinacdo e elevado vigor (70-80% de desenvolvimento de
plantulas) (Tabela 4).

Entre os diferentes tratamentos de secagem foram observadas menores
diferencas no conteldo de matéria seca, contudo, a germinagéo e o vigor variaram
significativamente para cada est4dio de maturacdo, reduzindo apds os tratamentos,
especialmente sem PEG (Tabelas 3 e 4).

Sementes com 45 DAA quando previamente osmocondicionadas em PEG, e
secas em estufa até 12% de &gua, mantiveram a germinabilidade em cerca de 75%
(Figuras 15 e 16). No entanto, a secagem direta em estufa prejudicou a germinabilidade
em ca. 80% com teor de agua de 12%, sendo que com teor de agua de 7%, as sementes
apresentaram apenas Po de germinacdo. Neste estadio de maturacdo, as sementes
toleraram pouco a secagem aniveis inferiores a 12% de teor de agua.

Por outro lado, sementes com 55 DAA, que apresentavam inicialmente 100% de
germinagdo, toleraram consideravel mente todos os tratamentos de secagem até niveis de
12% de teor de agua, embora tenha ocorrido uma pegquena reducéo na germinacdo. O
osmocondicionamento alterou significativamente o comportamento germinativo e o
vigor das sementes com 65 DAA, reduzindo esses parametros (Figuras 15 A e 15 B).

Excetuando as sementes de 65 DAA, observouse naquelas cujos potenciais
hidricos eram menos negativos do que o da solucdo de PEG que houve diminuicdo do
potencial hidrico das sementes apds o periodo de incubacdo, indicando que o
osmocondicionamento provocou a desidratac8o dessas sementes (Tabela 3). A Tabela
3 mostra que sementes coletadas aos 45 DAA apresentavam teores de agua médio de
60% e potencia hidrico médio de -2,2 MPa. Apds aincubagéo em PEG a -3,0 MPa por
24 horas, esses vaores foram reduzidos para 48% de teor de &gua e -4,0 MPa para o
potencial hidrico. Iguamente, sementes com 55 DAA apresentaram teores de agua
meédios iniciais de 50% e potencial hidrico de -2,5 MPa e ap6s a incubacéo, estes
valores foram reduzidos para 48% de agua e -4,0 MPa para o potencial hidrico,

comprovando 0 movimento de &gua das sementes para a solucdo de PEG. O
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procedimento seguiu com a secagem em estufa a 40°C até atingir os valores pré-
estabel cidos de 30%, 20%, 12% e 7% de teor de &gua.

Por outro lado, sementes com 65 DAA apresentaram teor de agua médio de 22%
e potencia hidrico médio de - 38 MPa e ap0s a incubacéo estes valores foram elevados
para 51% de agua e -13 MPa de potencia hidrico, o0 que sugere ter ocorrido hidratacéo
lenta durante o periodo de embebic&o. Foram observadas mudangas no comportamento
fisiologico das sementes com 65 DAA provocadas pelo osmocondicionamento prévio a
secagem a 12% de teor de agua, havendo reducdo significativa da germinacéo.

Esses resultados indicaram que € possivel induzir tolerncia a dessecacédo de
sementes imaturas de paubrasil através de osmocondicionamento prévio a secagem,
permitindo avaliar na préxima etapa desse trabalho a eventual participacdo dos
carboidratos sollveis durante o processo de tolerancia a dessecacdo. Os resultados
sugerem ainda, que talvez sgja possivel 0 armazenamento de sementes imaturas
osmocondicionadas de paurbrasil, umavez que toleraram a dessecacdo até 12 % de teor
de 4&ua. Como informado previamente, sementes de Caesalpinia echinata,
fisiologicamente maduras, quando desidratadas a 12% de teor de agua, toleram o
armazenamento em camaras frias (Barbedo et al. 2002) e até o congelamento por até 24
meses (Hellmann et al., 2006), sem perda de viabilidade e vigor. Dados adiciorais sobre
armazenamento de sementes osmocondicionadas estdo apresentados Nnos anexos
(Tabela Al).

Figura 13. Osmocondicionamento de sementes de Caesalpinia echinata com 45 e 55
DAA em solucéo de PEG a-3,0 MPa.
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Figura 14. Aspecto geral das sementes Caesal pinia echinata com 45 DAA (A eC) e55
DAA (B e D) osmocondicionadas em PEG seguido de secagem até 12% de teor de agua

(A eB) e somente secas em estufa até 12% de &gua ( C e D).
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Tabela 3. Teor de 4gua (%), contelido de massa seca (mg semente™) e potencial hidrico (-MPa) de sementes de Caesal pinia echinata com 45, 55

e 65 dias apos antese (DAA), submetidas a secagem (em diferentes niveis) com ou sem pré-tratamento com PEG (TO) - Lote 2006.

Tratamento das sementes/ Niveis de secagem

Sem PEG Com PEG

(DAA) ~ TO 30% 20% 2% 7% 22nPEG __ 30% 20% 2% 7%
TEOR DE AGUA (%)

45 60 aha 31 aBa 21aCa 12 aDa 8 aEa 48 aAb 30 aBa 20 aCa 12 aDa 7 a&Ea
55 50 bAa 30 aBa 19 aCa 12 aDa 7 aEa 45 bAb 30 aBa 20 aCa 12 aDa 7 a&Ea
65 22 - - 11 7 51 31 - 12 8
(Coef. Variagi 8,66%) MASSA SECA (mg semente™)
45 243bAa 219aAb  228aAa  252aAa 218bAa  225bBa  32laAa  251aBa  238aBa  234aBa
55 310aAa  239aBb  204aBa  257aABa  273aABa  310aAa  32laAa  234aBa  254aABa  263aBa
65 310 - - 315 237 283 331 - 323 326
(Coef. Variagdo 23,46%) POTENCIAL HIDRICO (M Pa)
45 2,2 aCa 12 aCa 24 bCh 78 aBa 131aAa 4 aDa 15 aDa 42 aCa 80aBa 131 aAa
55 2,5aCa 10 aCa 47 aBa 24 bCh 13laAa 4 aDa 9 aDa 38 aCa 87 aBa 130 aAa
65 38 - - 82 131 13 8 - 78 136

(Coef. Variagdo 23,29%)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre 9 pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas comparam dias ap6s antese; maiUlsculas
comparam os diferentes niveis de secagem dentro de cada tratamento (Com e Sem PEG) e letras em italico comparam os diferentes niveis de secagem entre os tratamentos
(Com PEG e Sem PEG).
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Tabela 4. Germinacdo (%) e desenvolvimento de plantulas (%) de sementes de Caesal pinia echinata com 45, 55 e 65 dias ap0s antese (DAA),

submetidas a secagem (em diferentes niveis) com ou sem pré-tratamento com PEG (TO) - Lote 2006.

Tratamento das sementes / Niveis de secagem

Sem PEG Com PEG
(DAA) TO 30% 20% 12% 7% TO 30% 20% 12% 7%
GERMINACAO (%)
45 98 aAa 95 aAa 65 aBa 28 bCb 20 aCa 92 aAa 80 aAa 78 aABa 55 aBa 15aCa
55 98 aAa 92 aAa 78 aABa 78 aABa 28 aCa 95 aAa 82 aABa 80 aABa 65 aBa 15 aCa
65 98 - - 95 52 98 60 - 58 40

Coef. Variagdo  20,72%

DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS (%)

45 70 aAa 62 aAa 32bBb 5bCb 10 aCa 78 aAa 62 aABa 55 aBa 45 aBa 8 aCa
55 78 aAa 75 aAa 65 aAa 50 aBa 10 aCa 78 aAa 72 aAa 65 aABa 45 aBa 8 aCa
65 88 - - 82 20 90 48 - 45 20

Coef. Variagdo  23,46%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 3% de probabilidade. Letras mindsculas comparam dias ap6s antese; mailsculas

comparam os diferentes niveis de secagem dentro de cada tratamento (Com e Sem PEG) e letras em italico comparam os diferentes niveis de secagem entre os tratamentos
(Com PEG e Sem PEG).
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=i Teor de 4gua (%) I Germinagdo (%) - =A- - Massa Seca (mg g-1 MS)
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Figura 15 A. Germinag3o (%), teor de &gua (%) e contelido de matéria seca (mg (*) em
sementes de Caesalpinia echinatacom 45, 55 e 65 (DAA) dias apds a antese, coletadas em
Mogi- Guagu (SP), em 2005.
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Figura 15 B. Agspectos gerais de sementes de imaturas de Caesalpinia echinata durante os
tratamentos de secagem controlada. (A) Sementes de 45 DAA: 1. Andise inicial, sem tratamento,
2. Secas em estufa até 12% de teor de agua, 3. Incubadas em PEG -3,0 MPa, por 24 h a 8°C e
secas até 12% de &gua, 4. Secas até 7% de &gua, 5. Incubadas em PEG -3,0 MPa por 24 h a8°C
e secas até 7% de teor de &gua. (B) Sementes de 55 DAA: 6. Incubadas em PEG -3,0 MPa, por 24
h a 8°C e secas até 12% de agua, 7. Secas artificidmente até 12% de agua, 8. Secas
artificialmente até 7% de agua, 9. Incubadas em PEG -3,0 MPa por 24 h a 8°C e secas até 7% de

agua.
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4.2 Variacao nosteores e na composicao de acucar es solUveis e amido de
sementes de pau-brasil em diferentes estadios de maturacéo e apds serem

submetidas a diferentes métodos de secagem (L ote 2006)

Garcia et al. (2006) reportaram aumento na concentracdo de aclcares solUveis
durante 0 armazenamento de sementes de Caesalpinia echinata em temperatura
ambiente, 0 que pode ter ocorrido por hidrélise do amido, seu principal composto de
reserva.

Diversos autores relacionam tipo e quantidade, ou proporcdo, dos agucares
solUveis com a tolerancia das sementes a dessecacdo e com a viabilidade das mesmas
durante o armazenamento. Hoekstra et al. (2001), por exemplo, sugerem a participacéo
dos agUcares, principalmente sacarose e oligossacarideos da série da rafinose, na
manutencéo da integridade das membranas. Buitink et al. (2003) observaram aumento
de aglcares, especiamente a sacarose, em sementes osmocondicionadas por PEG,
sendo que este aumento coincidia com a perda de &gua, sugerindo que o fator
responsavel pelo estresse osmotico causava o0 incremento desse agUcar. Surge entéo a
questdo: De onde se origina 0 acimulo de sacarose? A primeira hipGtese é que poderia
ser produzido nos cotilédones por uma acel erada quebra de reservas, sendo transportada
para as radiculas durante a embebicdo em PEG. Os autores levantaram, entdo, a
hipdtese de que o osmocondiciomento induzia ateragdes no fluxo de carbono, através
de diferentes caminhos metabdlicos. Esta possibilidade foi avaliada em experimentos
nos quais a fonte de carbono endégeno, normalmente alocado para a divisdo e expanséo
celular, eradesviado da sintese da parede celular, levando ao acimulo da sacarose.

O acumulo de sacarose, rafinose e dehidrinas foi observado por Black et al. (1999)
durante o desenvolvimento e re-estabelecimento da tolerdncia a dessecacdo em
sementes de trigo. Como as proteinas do tipo LEA, incluindo dehidrinas, exercem
importante papel durante a toleréncia a dessecacdo, 0S autores sugeriram que essas
proteinas interagiam com agentes protetores, como oligossacarideos e sacarose durante
0 Processo.

Nem todos 0s mecanismos que sd0 induzidos durante a incubagéo por PEG séo
necessariamente relacionados com a tolerancia a dessecagéo, podendo também estar
relacionados com respostas ao estresse osmotico nos tecidos (Buitink et al. 2003).

Como ja informado, dentre os compostos celulares, os carboidratos sollveis estéo

envolvidos com a tolerancia a dessecacdo durante o desenvolvimento e maturacéo das
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sementes (Obendorf 1997, Hoesktra et al. 2001). Barbedo et al. (2002), sugeriram que a
perda da capacidade germinativa de sementes de C. echinata durante 0 armazenamento
sob temperatura ambiente poderia estar associada a variagdes nos agUcares soluveis.
Anaises desses acUcares durante o armazenamento em diferentes temperaturas
mostraram baixos niveis de glicose e frutose em relacéo a sacarose em sementes de C.
echinata que perderam a germinabilidade (Garcia et al. 2006).

Borges et al. (2002) estudando o comportamento fisiolégico de sementes
osmocondicionadas de Platymiscium pubescens Micheli (Tamboril-da-Mata)
verificaram que houve aumento na germinacéo das sementes tratadas com PEG -0,4
MPa por 120 horas. Embora ndo tenha havido incremento na massa seca das sementes,
0os teores de arabinose e xilose das paredes celulares decresceram durante o
osmocondicionamento. A galactose ndo foi detectada embora a atividade de afa
galactosidase tenha mostrado diferencas significativas entre os tratamentos. Os teores de
glicose no embrido e nos cotilédones ateraramse significativamente, diminuindo
durante o osmocondicionamento, enquanto a estaguiose e a rafinose ndo tiveram
alteracOes significativas durante o processo, concluindo-se que o osrmocondicionamento
potenciadlizou a germinacdo durante o processo de embebicdo, resultando em
modificagbes na parede celular. Essas informagbes sugerem que O
osmocondicionamento provoca alteragdes em componentes especificos das sementes,
alertando, portanto, para a necessidade de andlises qualitativas dos carboidratos de
sementes osmocondicionadas de pau-brasil.

Objetivando avaliar as eventuais alteragOes dos carboidratos de reserva das
sementes de pautbrasil durante o processo de secagem controlada nos diferentes estadios
de maturacéo foram analisados o teor e a composicao desses compostos com vistas a
relacionar essas variagdes com a toleréncia a dessecacdo das sementes da espécie em
estudo.

Os principais resultados obtidos seré&o descritos e descutidos a seguir.
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4.2.1 Variacbesdosteoresde acucares sollveis e amido nas sementes submetidas

a diferentes métodos de secagem

Na Figura 16 e Tabela 5 sdo apresentadas as variagdes nos teores de aglcares
soltveis em etanol encontrados nos eixos embrionérios e nos atilédones de sementes
de C. echinata em quatro estadios de maturacdo, e apos serem submetidas a diferentes
tratamentos de secagem.

Nas andlises iniciais (TO), nota-se que os aglicares solUveis apresentaram maior
teor nos cotilédones de sementes imaturas (35 DAA), perfazendo cerca de 17% do peso
seco, e decrescendo a medida gque as sementes atingiram a maturidade, correspondendo
a cerca de 12% nas sementes com 65 DAA. Foram observadas diferencas significativas
no teor desses aglcares entre as sementes com 35, 45 e 55 DAA (Tabela 5). No eixo
embrionario, inversamente ao que ocorreu nos cotilédones, os aglcares apresentaram
maiores teores nas sementes com 45, 55 e & DAA, sendo observados maiores teores
nes sementes com 55 DAA. Sementes de todos estédios de maturagcdo anaisados
apresentaram elevada porcentagem de germinagdo, como também esta indicado na
Figura 16. Todavia somente a partir de 45 DAA, as sementes mostraram-se aptas ao
desenvolvimento de pléantul as.

No tratamento com secagem até 12% em estufa (secagem rapida) houve
diminuicéo significativa nos teores de agUcares dos cotilédones de sementes com 35 e
55 DAA, gquando comparadas aos valores iniciais. Todavia, aos 65 DAA, houve
aumento significativo nesses compostos, da ordem de 25%. No eixo embrion&rio, a
secagem proporcionou aumento significativo nos teores de aglicares em todas as idades.
As sementes com 35 e 45 DAA néo toleraram a secagem até niveis de teor de agua a
12%, perdendo a capacidade germinativa como pode ser observado na Figura 16 e na
Tabela 5.

No tratamento com PEG/24h nota-se que o osmocondicionamento por 24 horas
diminuiu os teores de agUcares nos cotilédones de sementes com 55 DAA e aumentou
naguelas com 35 e 45 DAA , mantendo-se inaterados nas sementes aos 65 DAA. Ja nos
eixos embrionarios, houve aumento expressivo dos aguicares nas sementes imaturas (35
e 45 DAA), tendendo a diminuir este aumento nas sementes com 55 e mantendo-se
inalterados também nas sementes aos 65 DAA. Esse tratamento ndo afetou a

germinacdo das sementes em nenhum estédio de maturacéo.
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Figura 16. Variacdo do teor de aclicares sollveis totais (mg g! MS) no eixo
embrionario e cotilédones de sementes de C. echinata e porcentagem de germinagdo
durante a maturacdo e quando submetidas a diferertes tratamentos de secagem: TO=
Sementes recém-colhidas, Sec= Sementes secas até 12% de agua; PEG= Sementes
tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h; PEG+Sec= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa
por 24 h seguido de secagem até 12%. As barras representam desvio padréo das médias

(n=3). DAA= dias apés antese.
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Nota-se também na Figura 16 e Tabela 5 que os agUcares sollveis nos
cotilédones de sementes com 45 DAA, aumentaram significativamente durante o
osmocondicionamento (PEG) e um aumento ainda maior com a secagem subseqgiiente
(PEG + Sec). Observa-se que o teor e a razdo entre os aglicares dos cotilédones e eixo
para sementes com 45 DAA submetidas ao tratamento PEG + Sec foram similares aos
encontrados nos cotilédones e eixo embrioné&rio de sementes com 45 e 55 DAA emsua
andlise inicid (T0). As sementes com 45 DAA mantiveram a capacidade germinativa
apos este tratamento, apresentando cerca de 75% de germinagao.

Em resumo, os chdos mostrados na Tabela 5 e Figura 16 indicaram que as
alteraces hidricas provocadas pela secagem favoreceram o incremento de aglicares no
eixo embrionério, principalmente em sementes imaturas e diminuicdo ou estabilizagdo
desses agUcares nos cotilédones, mantendo-se a mesma propor¢éo encontrada nas
andlises iniciais. Observouse também que o csmocondicionamento em PEG por 24
horas provocou aumento dos aglicares sollveis em sementes imaturas, tanto nos eixos
embrionarios como nos cotilédones.

Na Figura 17 notase que os teores de amido foram muito elevados nos
cotilédones, sendo geralmente superiores a 50% da massa seca, exceto nas sementes
com 35 DAA. Houve aumento gradativo do teor de amido nos cotilédones e eixo com a
maturacao das sementes. A secagem rapida (Sec) provocou aumento no teor de amido,
tanto nos cotilédones como no eixo em sementes com 35 DAA. Em sementes com 45
DAA o teor de amido néo foi alterado com a secagem nos cotilédones, mas aumentou
Nno eixo, o que ndo foi observado para sementes com 55 e 65 DAA. Observa-se, ainda,
gue o osmocondicionamento com PEG (PEG) proporcionou aumento de amido nos
cotilédones e no eixo embrionario de sementes com 35 DAA. Em sementes com 45
DAA, o teor de amido nos cotilédones decresceu ligeiramente, enquanto em sementes
com 55 e 65 DAA os vaores permaneceram praticamente os mesmos, havendo,
contudo, reducdo no teor de amido nos eixos de sementes com 55 e 65 DAA. A
secagem apOs o osmocondicionamento (PEG + Sec) em sementes com 35 DAA
provocou um aumento significativo no teor de amido, principalmente nos cotilédones.
Para as sementes com 45 DAA n&o howve ateracdo, enquanto que nas sementes com 55
e 65 DAA houve gueda no teor de amido do eixo embrionario e manutencdo dos valores
iniciais nos cotilédones. N&o foi possivel aralisar o teor de amido nos exos

embrionarios de sementes com 65 DAA submetidas a secagem.
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Tabela 5. Resultados das andlises de germinacdo (G%), teor de agua (U%), conteido de

materia seca (gsemente’?), potencial hidrico (MPa) e carboidratos soltveis (mg g MS)

em sementes de Caesalpinia echinata com 35, 45, 55 e 65 dias apos a antese (DAA) e

apos serem submetidas a diferentes tratamentos de secagem. TO= sementes recém:
colhidas, Sec= Sementes secas em estufa até 12% de agua; PEG= Sementes tratadas
com PEG 6000 (3,0 MPa) por 24 horas e PEG+Sec= Sementes tratadas com PEG
seguido de secagem em estufa até 12% de agua. Valores seguidos de letras iguais nas

colunas ndo mostraram diferencas significativas entre as médias (Tukey a5 %). Letras

minusculas comparam os tratamentos de secagem dentro de cada estadio de maturacéo e

mai Usculas comparam os tratamentos entre os diferentes estadi os de maturacéo.

-1

35 DAA Pot. Hid.

Tratamento  G% U% MS (9) (MPa) Eixo Cotilédone
TO 95 a 70,70 0,098 b -1,96 b 30,71 cC 172,73 bA
Sec 8 b 13,87 0,169 a -64,36 a 79,87 abB 130,16 cB

PEG 95 a 63,03 0,077 b -2,51 b 85,73 abA 233,17 aA

PEG +Sec 23 b 12,77 0,075 b -65,13 a 75,24 bB 108,13 (B

45 DAA Pot. Hid. actc.sol. (mg gt MS)

Tratamento  G% U% MS (9) (MPa) Eixo Cotilédone
TO 100 a 57,98 0,224 b -1,92 b 51,79 bB 113,60 cC
Sec 28 c 13,68 0,211 b -73,08 a 66,08 aC 11051 cC

PEG 100 a 49,14 0,205 b -3,26 b 66,02 aB 155,57 bB

PEG+Sec 75 b 11,49 0,2493 a -99,50 a 73,85 aB 198,94 aA

55 DAA Pot. Hid. actc.sol. (mg g* MS)

Tratamento  G% U% MS (9) (MPa) Eixo Cotilédone
TO 100 a 50,07 0,259 ab -2,63 c 65,87 bA 138,68 aB
Sec 100 a 11,42 0,315 a -81,94 a 86,36 aA 124,85 bB

PEG 100 a 40,40 0,250 b -4,58 c 70,38 bB 107,65 cD

PEG +Sec 93 b 12,57 0,264 ab -78,10 b 68,27 bB 117,17 bcB

65 DAA Pot. Hid. actc.sol. (mg g: MS)

Tratamento  G% U% MS (g) (MPa) Eixo Cotilédone
TO 93 a 23,64 0,309 a -14,86 c 46,46 cB 123,34 bB
Sec 93 a 14,87 0,319 a -45,28 b 79,68 aB 153,53 aA

PEG 93 a 25,83 0,276 b -13,07 c 49,84 cC 121,93 bC

PEG +Sec 90 a 12,31 0,324 a -78,97 a 62,09 bC 89,57 cC
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Figura 17. Variacdo do teor de amido (mg g* MS) no eixo embrionério e cotilédones
de sementes de C. echinata e porcentagem de germinagéo durante a maturacéo e apos
serem submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO= Sementes recém-col hidas;
Sec= Sementes secas até 12% de agua; PEG= Sementes tratadas com PEG -3,0 M Pa por
24 h; PEG+Sec= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h seguido de secagem
até 12%. As barras representam desvio padrdo das médias (n=3). DAA= dias apds
antese.

Comparando as variacfes de aclcares solUveis e amido nos eixos e cotilédones
de sementes com 45 e 55 DAA (Figura 18) nota-se que aos 45 DAA houve diminuicdo
de amido nos cotilédones, acompanhado de aumento nos agUcares sollveis,
principalmente nas sementes incubadas com PEG, sugerindo possivel hidrolise do
amido nessas condigdes. Em sementes com 55 DAA, observaramse alteracoes

similares, porém menos acentuadas, indicando que o metabolismo de carboidratos das
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7

sementes com 55 DAA € menos afetado pelos processos de secagem estudados,

igualmente ao que foi observado para sementes maduras (65 DAA).
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Figura 18. Andlise comparativa das \ariagdes de aclicares sollveis e amido ( mg g*
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MS) nos eixos e cotilédones de sementesde C. echinata com 45 e 55 DAA. Para as

abreviaturas dos tratamentos e demais informacdes vide legenda da Figura 17.

A analise comparativa das proporcdes de amido (principal composto de reserva
das sementes de paubrasil) e aglcares solUveis durante o desenvolvimento e a
maturacdo evidenciou que o amido aumenta gradativamente (tanto nos eixos guanto
nos cotilédones) até o final da maturagdo, sendo mais expressivo a partir de 45 DAA
(Figura 19). Neste estadio também a razdo amido/aglcares soluvéis aumentouy,

permanecendo constante até o final da maturagdo das sementes

Cotilédones DOAmido Eixo embrionario OAmido
Wagcar sol. Wacucar sol.

65 TO

55 TO

DAA

45 T0

35T0

y y y y d y y y y y y 1
0 20 40 60 80 100 0 5 10 15 20 25 30

Acucares (%) Aclcares (%)

Figura 19. Relacdo entre amido e acUcares soluveis (%) nos cotilédones e eixos
embrionérios de sementes recém-colhidas (TO) de pa-brasil durante a maturacéo (dias

apos antese - DAA).
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4.2.2 VariacOes nosteoresdos principais acucares solUveis das sementesem

diferentes estadios de matur acéo e apos difer entes métodos de secagem

A composicdo dos agucares solUveis foi analisada por meio da €cnica de
cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC) e quantificados individualmente.
Conforme mostrado nas Figuras 20 e 21 0s mesmos coOmpostos estavam presentes em
todos os estadios de maturacdo e processos de secagem, variando apenas quanto aos

seus teores (Tabelas6 e 7).
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Figura 20. Andise por HPAEC/PAD da ®mposicdo de carboidratos sollveis dos
cotilédones de sementes de Caesalpinia echinata com 35, 45, 55 e 65 DAA no
momento da colheita (T0), apds secagem em estufa (Sec), apos osmocondicionamento
em PEG (PEG) e apés osmocondicionamento em PEG seguido de secagem em estufa
(PEG+Sec). Ciclitais (C), Glicose (G), Frutose (F), Sacarose (S), Rafinose (R) e
Estaquiose (E).
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Figura 21. Andise por HPAEC/PAD da composic¢éo de carboidratos solGveis dos eixos
embrionarios de sementes de Caesalpinia echinata com 35, 45, 55 e 65 DAA no
momento da colheita (T0), apds secagem em estufa (Sec), apds osmocondicionamento
em PEG (PEG) e ap6s osmocondicionamento em PEG seguido de secagem em estufa
(PEG+Sec). Ciclitdis (C), Glicose (G), Frutose (F), Sacarose (S), Rafinose (R) e
Estaquiose (E).

As quantificagBes dos principais agUcares solUveis presentes nos cotilédones e
nos eixos embriondrios de sementes de paubrasii nos quatro estadios de
desenvolvimento estudados estéo apresentadas nas Tabelas 6 e 7, evidenciando que a
maior proporcao deles é representada pelos ciclitdis e pela sacarose. Chamam a atencéo,
também, os atos niveis de rafinose nas sementes com 35 DAA e de frutose em

sementes maduras, tanto nos cotilédones como no eixo embrionario.

68



Resultados e Discussao 69

Tabela 6. Carboidratos soliveis (mg g* MS) de exos de sementes de Caesalpinia
echinata com 35, 45, 55 e 65 dias apds antese (DAA) submetidas a tratamentos de

secagem com ousem PEG e seguido ou ndo de secagem.

Sm PEG Com PEG

DAA Sem secagem Com secagem Sem secagem Com secagem

Ciclitéis
35 524 aAa 233 aBa 189 aAb 115 bBb
45 138bAa 109 bBb 112 bBb 157 aAa
55 103 cAa 61 cBa 41 cAb 37 cAb
65 30 dBb 45dAa 37 cAa 36 cBa
(Coef. Variagéo 2,034%) Gll cose
35 2,22 dBb 3,42 dAb 2,46 cBa 115bAa
45 7,75 bAb 6,8 aBb 10,8 aBa 15,3 aAa
55 13,24 aAa 6,41 bBa 2,58 cBb 49dAb
65  448cBb 5,09 cAb 7,62 bAa 5,31 cBa
(Coef. Variagdo 1,78%) Frutose
35 6,25 dAb 6,16 cAa 14,03 cAa 7,03 dBa
45 8,68 cAb 7,52 cAb 20,96 bBa 25,86 bAa
55 44,94 aAa 30,90 bBa 20,46 bAb 18,54 cBb
65 19,02 bBb 40,92 aAa 23,76 aAa 32,65 aBb
(Coef. Variagéo 3,49 %) Sacar ose
35 135 dBb 412 aAa 597 aAa 230 bBb
45 269 bBb 367 bAa 332 aAa 187 dBb
55 431 aAa 266 dBa 237 cAb 235 aAb
65 161 cBb 275 cAa 192 dAa 193 cAb
(Coef. Variag&o 0,48%) Rafl nose
35 54,52 aAa 56,03 aAa 40,68 aAb 38,58 aBb
45 14,36 bBb 23,83 bAa 29,63 bAa 21,90 bBb
55 9,10 cAa 844 dAa 5,18 cBb 7,29 cAa
65 4,31 dBb 13,9 cAa 7,30 cAa 7,28 cAb
(Coef. Variagso 4,48%) Estaquiose
35 11,2 bBb 39,8 aAa 12,7 bBa 18,4 aAb
45 14,6 aAa 151 bAb 15,0 aBa 17,8 aAa
55 7,4 cAa 7,8 cAa 4,7 cAb 58 bAb
65 5,01 dBa 7,1 cAa 52 cAa 51bAb
(Coef. Variagdo 5,73%) M atéria Seca
35 0,022 dBb 0,031 dAb 0,023 dBa 0,039 dAa
45 0,038 bBb 0,043 cAa 0,044 cAa 0,040 cBb
55 0,033 cBb 0,051 aAb 0,061 bAa 0,052 bBa
65 0,078 aAa 0,050 bBb 0,062 aBb 0,067 aAa

—

Coef. Variago 0,020%)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Letras mintsculas comparam dias ap0s antese; letras mailsculas
comparam os niveis de secagem ( Sem e Com Secagem) dentro de cada tratamento de
secagem (Sem PEG e Com PEG) e letras em italico comparam os mesmos niveis de

secagem entre os tratamentos (Sem PEG e Com PEG).
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Tabela 7. Carboidratos soltveis (mg g' MS) de cotilédones de sementes de
Caesalpinia echinata com 35, 45, 55 e 65 dias ap6s antese (DAA) submetidas a

tratamentos de secagem com ousem PEG e seguido ou ndo de secagem.

Sem PEG Com PEG

DAA Sem secagem Com secagem Sem secagem Com secagem
Ciclitors

35 80 cBb 226 aAa 154 bAa 105 bBb
45 97 bBb 126 dAa 153 bAa 104 bBb
55 82 cBb 173 cAb 171 aBa 203 aAa
65 147 aBa 188 bAa 123 cBb 105 bAb
(Coef. Variacao 2,28%) G||CO$
35 20,00 aAa 7,06 cBb 19,16 aAa 10,24 bBa
45 3,20¢cBb 8,35bAb 11,24 bAa 11,76 aAa
55 3,94 cBb 9,19bAb 7,94 cBa 10,73 abAa
65 14,78 bBa 19,19 aAa 8,68 cAb 8,50 cAb
(Coef. Variagdo 4,82%) Fr utose
35 18,85 cBb 30,58 cAa 23,67 dAa 23,75 cAb
45 14,64 dBb 23,15 dAb 36,16 bAa 34,70 bAa
55 21,90 bBb 45,27 bAa 26,78 cBa 33,83 bAb
65 76,11 aAa 76,69 aAa 47,46 aBb 51,85 aAb
(Coef. Variagao 2,55 %) Sacal’ ose
35 72 dBb 281 bAa 282 bAa 109 dBb
45 131 cBb 375aAa 284 bAa 117 cBb
55 180 bBb 282 aAb 276 cBa 320 aAa
65 262 aBb 370 aAa 296 aAa 282 bBb
(Coef. Variagao 1,12%) R afl nose
35 39,0aBa 71,2aAa 20,3a2Ab 21,3aAb
45 4,0cBb 88 bAb 12,8bAa 13,4bAa
55 32cBa 7,8 bAa 58cBa 89 cAa
65 842 bAa 10,3 bAa 7.2 cAa 55cAb
(Coef. Variagéo 10,69%) Eﬂaqmose
35 15,19 aBb 38,0aAa 31,0aAa 16,0 aBb
45 4,25 bBb 11,0 cAb 14,0 bBa 18,0 aAa
55 3,30bBb 14,0bAa 80cBa 12,0 bAb
65 15,0 aAa 16,5bAa 10,0 cAb 6,0 cBb
(Coef. Variagéo 8,1%) M atéria Seca
35 0,506 cBa 0,937 cAb 0,628 cBa 1,361 dAa
45 1,601 bAa 1,850 bAa 1,630 bAa 1,719 cAa
55 1,893 bBb 2,44 aAb 2,750 aAa 2,706 bAa
65 2,373 aAb 2,46 aAb 2,750 aBa 3,081 aAa

—~

Coef. Variagao 7,82%)

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. Letras mintsculas comparam dias ap0s antese; letras mailsculas
comparam os niveis de secagem ( Sem e Com Secagem) dentro de cada tratamento de
secagem (Sem PEG e Com PEG) e letras em italico comparam os mesmos niveis de
secagem entre os tratamentos (Sem PEG e Com PEG).
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ACUCARESALCOOIS-CICLITOIS

NaFigura22 sdo mostrados os teores de ciclitois encontrados nos cotilédones e
eixos embrionarios de sementes de paubrasil analisadas em quatro estédios de
maturacdo, apoés trés tratamentos de secagem. Nesta e nas demais figuras, as andlises
iniciais (TO) em cada idade foram mostradas para fins de comparacdo entre os
tratamentos de secagem.

Em todos os estadios de maturagdo foram encontrados, nos cotilédores, valores
semel hantes desses aglicares dlcoois, variando de 8-13% da massa seca da semente. Nos
tratamentos de secagem répida e osmocondicionamento, respectivamente, houve um
aumento de trés vezes e duas vezes no teor de ciclitdis em sementes com 35 DAA, e
duas vezes em sementes com 45 DAA e 55 DAA osmocondicionadas em relacdo as
analises iniciais (Tabela 7, Figura 22). Aos 65 DAA ndo houve diferenca significativa
nas sementes osmocondicionadas, embora os ciclitéis tenham sido aumentados nas
sementes submetidas a secagem répida (tratamento 1).

Os teores de ciclitdis encontrados no eixo embrionario (Tabela 6) de sementes
de pau-brasil nos quatro estadios de maturacéo, apos os trés tratamentos de secagem, em
comparagdo com as andlisesiniciais (T0). Foram observadas quantidades apreciaveis de
ciclitéis nas sementes com 35 DAA, correspondendo a cerca de 50% do peso seco no
inicio das andlise. Ao contrério do ocorrido nos cotilédones, esses teores decresceram
com o amadurecimento, correspondendo a 5% para as #mentes com 65 DAA. Em
todos os tratamentos de secagem (répida, osmocondicionamento e secagem lenta), esses
teores diminuiram em relagdo a andlise inicia para cada idade, principamente nas
sementes com 35 DAA. Em sementes com 65 DAA, os teores de ciclitéis ndo foram

alterados com os tratamentos de secagem.
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Figura 22. Variaggo do teor de ciclitéis (mg ¢* MS) nos cotilédones € eixo embrionério
de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturacéo (35, 45, 55 e 65 DAA - dias
apés antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO= Sementes recém
colhidas; 1= Sementes secas até 12% de teor de &gua; 2= Sementes tratadas com PEG -3,0
MPa por 24 h; 3= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h seguido de secagem até
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12%. As barras representam desvio padréo (n=3).
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GLICOSE

Na Figura 23 sdo mostrados os teores de glicose encontrados nos cotilédones e
nos eixos de sementes de pau-brasil analisadas nos quatro estadios de maturacéo e apos
os trés tratamentos de secagem. Aos 35 DAA nota-se maior teor desse aclicar nos
cotilédones em relacdo aos outros estadios analisados. Nesse estadio, a secagem rapida
diminuiu os niveis de glicose drasticamente, enquanto que nas sementes
osmocondicionadas com PEG, os nivels foram mantidos proximos ao valor inicial. Para
o estadio de 45 DAA, a secagem aumentou em cerca de duas vezes o teor de glicose e 0
osmocondicionamento prévio triplicou os valores iniciais. O mesmo ocorreu para
sementes com 55 DAA, porém de forma menos expressiva. Nas sementes com 65 DAA
houve diminuicéo no teor de glicose com 0 osmaocondicionamento.

Com relagdo ao eixo embrionario, a Figura 23 mostra que os teores de
glicose apresentaram uma tendéncia de aumentar durante a maturagdo das sementes,
alcancando maior valor aos 55 DAA. Nota-se que aos 35 e 45 DAA, os teores de glicose
foram aumentados significativamente nas sementes osmocondicionadas com PEG,
seguido de secagem (Tabela 6). Os teores de glicose também diminuiram com o

osmocondicionamento no eixo de sementes com 55 e variaram pouco nas de 65 DAA.

FRUTOSE

Na Figura 24 esthd mostrada a variacdo nos teores de frutose encontrados nos
cotilédones e nos eixos embriondrios de sementes de pau-brasil nos quatro estéadios de
maturacdo e apos os trés tratamentos de secagem. Os teores de frutose encontrados nos
cotilédones variaram de 2% a 7% ao longo da maturagdo, com tendéncia a aumentar
durante o0 processo. A secagem rapida estimulou o aumento de frutose em todos os
estédios de desenvolvimento das sementes, da mesma forma que o
osmocondicionamento, exceto em sementes com 65 DAA.

A Figura 24 mostra, ainda, que os teores de frutose encontrados nos eixos
embrioné&rios de sementes de paubrasil aumentaram com a maturacdo (acancando
maior teor aos 55 DAA) e com o osmocondicionamento das sementes imaturas. Nota-se

gue a secagem répida ndo aumentou o teor de frutose nos extratos analisados, contudo, o
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osmocondicionamento em PEG favoreceu o aumento para as sementes com 35 e 45
DAA, dcancando niveis comparaveis aos conteldos de frutose observados nas
sementes com 55 e 65 DAA. Aos 45 DAA, os teores de frutose, aumentaram cerca de

trés vezes apds osmocondicionamento.
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Figura 23. Variagdo do teor de glicose (mg ¢* MS) nos cotilédones e nos eixos embrionarios
de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturacédo (35; 45; 55 e 65 DAA - dias apds
antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO= Sementes recém-colhidas; 1=
Sementes secas até 12% de teor de &gua; 2= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h;
3= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h seguido de secagem até 12%. As barras

representam desvio padréo (n=3).
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Figura 24. Variacdo do teor de frutose (mg g* MS) nos cotilédones e nos eixos
embrionérios de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturacéo (35; 45;
55 e 65 DAA - dias apos antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem:
TO= Sementes recém-colhidas; 1= Sementes secas até 12% de teor de agua; 2=
Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h; 3= Sementes tratadas com PEG -3,0
MPa por 24 h seguido de secagem até 12%. As barras representam desvio padréo
(n=3).
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SACAROSE

NaFigura 25 sdo mostrados os teores de sacarose encontrados nos cotilédones e
nos eixos embrion&rios de sementes de pau-brasil analisadas nos quatro estadios de
maturacdo e apos trés tratamentos de secagem. Observa-se que este € o principal agucar
soluvel dos cotilédones, correspondendo a cerca de 20% da massa seca das sementes
maduras, aumentando gradativamente com a maturacdo. A secagem répida provocou
um aumento de quatro vezes no conteldo de sacarose nas sementes com 35 DAA e
cerca de duas vezes nos demais estadios de maturagdo. O osmocondicionamento prévio
a secagem aparentemente impediu 0 aumento de sacarose nas sementes imaturas,
provocado pela secagem nos outros dois tratamentos (T abela 7).

Quanto aos eixos embriondrios foram observadas grandes quantidades de
sacarose em sementes recém-colhidas com 45 e 55 DAA, correspondendo a cerca de
60% do peso seco em semente com 55 DAA. Para sementes com 35 DAA, a secagem
rapida aumentou o teor de sacarose no eixo cerca de duas vezes, sendo este aumento
ainda maior quando foram osmocondicionadas em PEG. Todavia, apds secagem lenta, o
teor foi sSimilar aos valores encontrados nas sementes com secagem rapida. Em
sementes com 45 DAA, a secagem lenta assm como o osmocondicionamento
provocaram decréscimo no teor de sacarose (Figura 25 e Tabela 6).

Com excecdo de 35 DAA, o dados sugerem que O teor de sacarose no exo
embrionario aparentemente ndo tenha sido influenciado pelo osmocondicionamento das
sementes em PEG, decaindo seus valores em qualquer tipo de secagem. Em sementes

com 65 DAA, os teores de sacarose ndo foram aterados com os tratamentos de

secagem.
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Figura 25. Variagdo do teor de sacarose (mg g MS) nos cotilédones e nos eixos

embrionérios de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturagéo (35; 45; 55 e

65 DAA - dias apds antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO=

Sementes recém-colhidas; 1= Sementes secas até 12% de teor de &gua; 2= Sementes
tratadas com PEG -3,0 MPapor 24 h; 3= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h
seguido de secagem até 12%. As barras representam desvio padrdo (n=3).
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RAFINOSE

NaFigura 26 sdo mostradas as variagdes nos teores de rafinose encontrados nos
cotilédones e nos eixos embrionérios de sementes de palrbrasil nos quatro estadios de
maturacdo e apds os trés tratamentos de secagem. Como ja destacado previamente, 0s
cotilédones de sementes com 35 DAA apresentaram elevado teor de rafinose, em
relacdo aos demais estédios, representando cerca de 4% do peso seco da semente. Esse
valor praticamente duplicou quando as sementes foram submetidas a secagem rapida
Todavia, com 0 osmocondicionamento e secagem lenta, os teores de rafinose foram
reduzidos para valores inferiores aos encontrados nas andlises iniciais (Tabela 7). Esses
resultados sugerem que o0 osmocondicionamento de sementes nesse estédio de
maturacéo impede o aumento dos teores de rafinose observado quando as sementes séo
secas sem o0 osmocondicionamento. Para os demais estédios de maturagdo, o
osmocondicionamento favoreceu o aumento deste aglcar, principamente nas sementes
com 45 DAA (cerca de trés vezes quando comparadas com os teores iniciais)

Quanto aos eixos embriondrios (Figura 26) nota-se que sementes com 35 DAA
também apresentaram maior teor de rafinose, representando cerca de 5% do peso seco
guando comparado com os demais estadios de maturagdo. Esse teor se manteve elevado
nos tratamentos de secagem répida e lenta. Para sementes com 45 DAA, os tratamentos
de secagem rpida e osmocondicionamento aumentaram os valores, mantendo-os apos
secagem lenta em duas vezes mais quando comparados com as andlises iniciais. Para
sementes de 55 e 65 DAA, os tratamentos de secagem e osmocondicionamento ndo
tiveram efeitos significativos sobre o teor de rafinose, quando comparado com 0s
valores obtidos nas andlises iniciais (Tabela 6).

ESTAQUIOSE

Os teores de estaquiose nos cotilédones e nos eixos embrionarios apresentaram
menor variagdo durante a maturacéo das sementes, correspondendo a cerca de 1,5% do
peso seco dos eixos Este acUcar aumentou nas sementes imaturas (35 DAA),
principalmente com a secagem. Para as demais idades, os tratamentos de secagem ndo
interferiram nos teores desse acUcar (Figura 27). No entanto, as andlises estatisticas

(Tabelas 6 e 7) mostraram que as sementes imaturas gue toleraram a dessecagdo (45
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DAA) tiveram aumento significativo desse acUcar, tanto nos cotilédones quanto nos

eixos embrionérios.
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Figura 26. Variacdo do teor de rafinose (mg g* MS) nos cotilédones e nos eixos
embrionarios de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturacéo (35; 45; 55
e 65 DAA - dias ap0s antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO=
Sementes recém-colhidas; 1= Sementes secas até 12% de teor de agua; 2= Sementes
tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h; 3= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24
h seguido de secagem até 12%. As barras representam desvio padréo (n=3).
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Figura 27. Variagdo do teor de estaquiose (mg g* MS) nos cotilédones e nos eixos
embrionarios de sementes de C. echinata em quatro estadios de maturacéo (35; 45; 55 e
65 DAA - dias ap6s antese) submetidas a diferentes tratamentos de secagem: TO=
Sementes recém-colhidas; 1= Sementes secas até 12% de teor de &gua; 2= Sementes
tratadas com PEG -3,0 MPa por 24 h; 3= Sementes tratadas com PEG -3,0 MPa por 24

h seguido de secagem até 12%. As barras representam desvio padréo (n=3).

Comparacéo das variagbes de todos os carboidratos sollveis analisados nos
cotilédones e eixos embrionarios durante a maturacdo das sementes submetidas a
secagem rapida e lenta estdo apresentadas na Figura 28, sendo destacadas as principais
alteragdes nos agucares de sementes com 45 DAA que toleraram a dessecagéo durante

apo o processo de secagem lenta.
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Figura 28. Comparacdo das variacdes de agticares soltveis (g g MS) nos cotilédones

(COT) e eixos embrionarios (EX) de sementes de C. echinata durante a maturagéo (dias

apos antese - DAA) e processos de secagem, sendo TO = andlise inicial, Sec = secagem

rapida e PEG+Sec= secagem lenta.
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5 DISCUSSAO GERAL

51 Variagdes de matéria seca, carboidratos de reserva e capacidade
germinativa de sementes de C. echinata nos difer entes estadios de matur acéo

e submetidas a diferentes tratamentos de secagem

O conteldo de matéria seca das sementes de C. echinata aumentou
gradualmente nos quatro estadios de desenvolvimento analisados (35 a 65 dias apods a
antese - DAA), variando de cerca de 2,0 a 6,1 mg de massa seca por semente nos e xos
e de 80 a 267 mg por semente nos cotilédones. Os carboidratos de reserva, de maneira
geral, acompanharam o aumento da matéria seca, principal mente nos cotilédones.

As variagdes nos contelidos de matéria seca e agUcares soluveis foram mais
acentuadas tanto nos eixos, quanto nos cotilédones, entre os estadios iniciais de
desenvolvimento da semente, tendendo a diminuir naquelas com 55 e 65 DAA. Esses
resultados confirmam os dados de Borges et al. (2005) em que o contelido de matéria
seca das sementes de C. echinata aumentou de 32 DAA a 70 DAA, quando atingiu 316
mg por semente, no final do processo de maturacdo, com maximo acumulo de agucares
totais por volta de 55 DAA. De acordo com esses autores, a maturidade fisiol6gica das
sementes de paLrbrasil poderia estar entre 60 e 65 DAA.

No presente trabalho, as sementes com 65 DAA néo tiveram aumento expressivo
nos contelidos de matéria seca e aglicares quando comparadas com as fmentes de 55
DAA. Durante 0o processo dessecacdo artificia as sementes com 55 DAA também
toleraram a secagem direta em estufa até 12% de agua, preservando sua viabilidade,
assim como as sementes com 65 DAA. Sendo assm, como ndo houve expressivo
aumento ros contetidos de matéria seca e aglicares sollveis entre 55 DAA a 65 DAA e
as sementes de ambos lotes toleraram a dessecacéo até niveis de 12% de agua, que €
apropriado para a conservagdo de sementes de C. echinata a -18 °C (Hellmann et al.
2006), sugere-se que, a partir de 55 DAA, as sementes dessa espécie ja possuem
caracteristicas da fase de maturidade fisiol 6gica.

Durante a formacd do embrido ha um acimulo massivo de reservas no
endosperma de sementes em gera (Raven et al. 2001). Isso poderia explicar o maior
conteldo agUcares sollveis nos cotilédones e menor nos eixos embrionarios das

sementes de C. echinata nas fases iniciais do desenvolvimento. Sementes com 35 DAA,
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ainda em formacg&o, poderiam ser enquadradas na faixa de transicdo entre o final dafase
| (embriogénese) e inicio da fase Il (acUmulo de reservas). O tratamento prévio com
PEG ndo foi eficaz na manutencdo da capacidade germinativa dessas sementes, embora
tenham sido aumentados significativamente os contelidos de matéria seca e acucares
solveis nos cotilédones e eixo embrionario. A remocdo de &gua das células pode ter
resultado em danos aos eixos embriondrios, que normalmente sdo mais sensiveis a perda
de &gua quando imaturos. A toleréncia a dessecacdo geralmente € adquirida com o
acumulo de reservas, que pode minimizar o estresse causado pela desidratacdo (V ertucci
& Ferrant 1995).

Embora as sementes com 35 DAA ja apresentassem capacidade germinativa a
niveis considerados altos (95%) ndo desenvolveram plantulas e ndo toleraram secagem
aé 12% de &gua. Bailly et al. (2001) verificaram que em agumas especies de
leguminosas, como nas ortodoxas, soja e feijdo, as sementes tornavam-se tolerantes a
dessecacdo no final do processo de maturacéo, ou alguns dias apds 0 acimulo méximo
de matéria seca. Embora o PEG tenha favorecido um aumento no contetido de matéria
seca, ndo foi suficiente para que essas sementes tolerassem a dessecagdo. Assim, 0
contelido maximo de matéria seca parece ser um sinal da maturacdo e a toleréncia a
dessecacdo em sementes ortodoxas pode ser um forte indicio de que essas sementes ja
atingiram a fase de maturidade fisiol6gica.

Sementes de paur-brasil com 45 DAA mantiveram a capacidade germinativa em
até 75% quando previamente osmocondicionadas por PEG e secas até 12% de agua
(secagem lenta). O desenvolvimento de plantulas também foi observado para as
sementes neste tratamento, perfazendo 69% das germinadas. Apresentaram em suas
andlisesiniciais, valores de massa seca e agucares sollveis rel ativamente baixos quando
comparadas com sementes com 55 DAA, no entanto, tiveram esses valores aumentados
significativamente, durante o tratamento com a secagem lenta, ou sgja, secagem em
estufa com prévio osmocondicionamento em PEG.

Nesse estadio (45 DAA), as sementes ndo toleraram a secagem direta em estufa
(secagem rapida). Embora tenha havido aumento significativo no contelido de aglicares
soliveis nos cotilédones e eixo, ndo ocorreu aumento correspondente de matéria seca,
como observado nas sementes submetidas a secagem lenta.

O fato de as sementes imaturas adquirirem toleréncia a dessecacdo em fase

préxima & maturacdo, antes da deposicdo méxima de reservas e da secagem natural,
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também foi observado em sementes de mamona, feijdo-fava, lentilha, gréo-de-bico,
tremoco-branco, soja e ervilha (Marcos Filho 2005).

Ha evidéncias de que as membranas celulares sdo particularmente vulneréveis a
desidratacéo e constituem os sitios primarios das injurias celulares. A desidratacéo pode
causar ateracdes irreversiveis nas propriedades fisicas da camada dupla de fosfolipidios
e favorecer o acumulo de produtos resultantes da peroxidacdo de lipidios, com danos
evidentes a estrutura das membranas; consegientemente, h& perda da capacidade de
sintese de DNA, RNA, enzimas e outras proteinas durante a re- hidratacdo (Leprince et
al. 1990).

As sementes passam por diversos niveis criticos de umidade que afetam a
atividade metabdlica e podem causar danos aos tecidos sensiveis a desidratacéo
(Vetucci & Ferrant 1995, Walters et al. 2002). Em soja, esses danos puderam ser
minimizados através da secagem lenta das sementes imaturas (Adams et al. 1983)
resultando em sementes vidvels, com enzimas especificas do processo de germinacéo
ativadas, enguanto que a secagem rapida resultou em sementes inviaveis e com baixos
niveis dessas enzimas.

O osmocondicionamento com PEG proporcionou lenta desidratacdo das
sementes de pau-brasil, minimizando as ateracBes nos niveis de teor de &gua, que
afetariam a atividade metabdlica, causando danos irreversiveis ao embrido, como ja
verificado por Vertucci & Ferrant (1995) e Walters et al. (2002). Iguamente, o
osmocondicionamento propiciou o aumento dos conteldos de matéria seca e agucares
solUveis no eixo e nos cotilédones dessas sementes.

Como ja mencionado anteriormente, durante o condicionamento osmético a
semente hidrata-se lentamente, o que permite maior tempo para areorganizacdo das
membranas plasméticas, possibilitando a formagdo dos tecidos de maneira mais
ordenada e reduzindo riscos de danos ao eixo embrionario. Essas alteracdes provocadas
pelo PEG durante a hidratagdo lenta podem tambémter ocorrido durante a desidratagcéo
lenta das sementes de pau+brasil, aumentando a tolerdncia do embrido a dessecacéo e 0
desenvolvimento das plantulas originadas de sementes imaturas (45 DAA), como foi
observado no presente trabalho.

Ainda, Bradford (1990) verificou que a hidratacdo lenta por meio de PEG
permitia a ativacdo de processos metabolicos nas fases iniciais da germinacéo e,
paralelamente, evitava o alongamento celular e conseguente emergéncia da radicula

(fase I11), referente a0 padrdo trifasico proposto por Bewley & Black (1994). Esses
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mesmos eventos podem ter acontecido durante a desidratacdo lenta provocada pelo
osmocondicionamento em solugdes com potenciais hidricos inferiores ao da semente de
pau-brasil, porém, alongando a fase Il de desenvolvimento da semente, regulando
lentamente a saida da agua e proporcionando maior tempo para 0 acimulo de matéria
seca e para outros eventos que propiciaram a agquisi¢cao da tolerancia a dessecacéo.

Verificouse, no presente trabalho, que para os estédios de maturagdo nos quais
as sementes apresentavam potenciais hidricos menos negativos que o da solucéo de
PEG -3,0 MPa, utilizada para 0 osmocondicionamento, houve éxito nos propdsitos,
provocando a desidratacéo lenta dessas sementes. As sementes coletadas aos 45 DAA
apresentavam teor de dgua médio de 57,98% e potencia hidrico médio de -1,92 MPa e
apos aincubagdo na solugdo de PEG 6000 a-3,0 MPa por 24 horas, estes valores foram
reduzidos para 49,14% de teor de agua e -3,26 MPa, confirmando, portanto, que a
solucéo provocou a saida de agua da célula para a solugdo de PEG, tendendo a manter o
equilibrio hidrico das sementes com a solugdo osmocondicionadora

Sementes com 55 DAA toleraram a secagem rapida até 12% de agua. Com este
tratamento, houve aumento significativo no contelido de agUcares solUveis no eixo
embrionario, acompanhado de reducdo no teor de amido, principal carboidrato de
reserva das sementes de pau-brasil (Garcia et al. 2006). Esses resultados sugerem que a
secagem rapida provoca hidrélise do amido armazenado nessas sementes. A secagem
lenta ndo aumentou significativamente o contelido de matéria seca dessas sementes (que
jaestava proximo ao valor maximo), como observado para sementes com 45 DAA.

Com relacgo ao desenvolvimento de plantulas, as maiores porcentagens foram
obtidas para sementes com 45 e 55 DAA osmocondicionadas com PEG 6000.

Em sementes com 65 DAA néo ocorreu desidratacéo lenta apds tratamento com
PEG, provavelmente porque estas sementes estavam com potencial hidrico mais
negativo (-14,86 MPa) gue o da solucdo osmocondicionadora (-3,0 MPa). Os resultados
obtidos com estas sementes mostraram que ndo houve alteragdes na germinagéo,
desenvolvimento de plantulas e nem nos teores de aglcares nos cotilédones e eixo
embrionério, ndo havendo diferencas significativas nesses parametros nos diferentes
tratamentos de secagem.

N&o foi observada relagdo dos carboidratos com a germinagdo nos diferentes
tratamentos de secagem para os estadios de 55 e 65 DAA nos quais as sementes
toleraram a secagem em estufa até niveis médios de 12% de agua, ndo sendo necessario
para estas o pré-tratamento com PEG.



Discussao Geral

5.2 VariagBesnos principais carboidratos soluveis

As andlises dos principais carboidratos sollveis denonstraram que houve
relacdo de suas variaches com as ateragdes hidricas provocadas pela secagem répida,
osmocondicionamento ou secagem lenta.

O tipo, a quantidade e/ou a proporcdo dos aglcares sollveis tém sido
relacionados com a tolerancia a dessecacdo e com viabilidade de sementes de varias
espécies durante o armazenamento. Hoekstra et al. (2001), por exemplo, sugeriram a
participagdo de agUcares, principamente sacarose e o0s oligossacarideos da série da
rafinose, na manutencdo da integridade das membrares durante o processo de
dessecacdo. Buitink et al. (2003), trabalhando com sementes de Medicago truncatula
observaram que 0 aumento de sacarose comegava com a inducdo da tolerancia a
dessecacdo, contudo esse aumento por si SO ndo era suficiente para conferir a resisténcia
a dessecagdo.

O aumento no conteido de sacarose em sementes de pau-brasil incubadas com
PEG, coincidindo com a perda de agua, sugere que o fator responsavel pelo estresse
0sSmOtico causou o incremento particularmente répido desse aglcar. Conforme sugerido
por Buitink et al. (2003), existe a possibilidade de que a sacarose sgja produzida nos
cotilédones apds acelerada quebra de reservas, possivelmente hidrolise de amido. Esta
sugestdo foi feita com base na reducdo do conteldo desse polissacarideo nos
cotilédones, observada durante os tratamentos de secagem e no transporte de sacarose
para os apices radiculares durante a embebicdo em PEG. Esses autores aventaram a
hiptese de que o osmocondiciomento induzia trocas no fluxo de carbono, através de
diferentes rotas metabdlicas. Esta possibilidade foi sugerida através de pesguisas em que
a fonte de carbono endégeno, normalmente alocado para a divisdo e expansdo celular,
era desviada da sintese das paredes celulares, produzindo o acimulo de sacarose. As
sementes nd0 germinadas de M. truncatula continham grande quantidade de
oligossacarideos (Buitink, observacdes e dados néo publicados), que também poderiam
ter acumulado durante o restabelecimento de tolerncia a dessecacdo (Buitink et al.
2003).

No presente trabalho foram observados aumentos de oligossacarideos (rafinose e

estaquiose) em sementes de paL-brasil que n&o toleraram a dessecagéo (principal mente
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com 35 DAA) ou que tiveram resultado de germinacdo das amostras iniciais
comprometidos com outros fatores prejudiciais.

Acumulos de sacarose e dehidrinas ocorrem durante o desenvolvimento de
sementes e no re-estabelecimento da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas.
Contudo, nem todos 0s mecanismos que s&o induzidos durante a incubacéo em PEG séo
necessariamente relacionados com a tolerancia a dessecacéo, podendo também ser uma
resposta dos tecidos ao estresse osmético (Buitink et al. 2003).

A quantificacdo dos principais acUcares solUveis foi realizada em sementes de todos
os tratamentos, com a finalidade de avaliar quais deles poderiam estar envolvidos com a
aquisicdo da toleréncia a dessecacdo durante o0 desenvolvimento de sementes de C.
echinata. Alternativamente, procurouse averiguar se esses agucares poderiam sindizar a
tolerancia a dessecacdo, caso eles ndo estivessem envolvidos diretamente no processo.

Dentre os compostos celulares, os carboidratos sollveis estdo envolvidos com a
tolerancia a dessecacdo durante o desenvolvimento e maturacdo de sementes de vérias
espécies (Obendorf 1997, Hoesktra et al. 2001).

Barbedo et al. (2002) sugeriram que a perda da capacidade germinativa de
sementes de C. echinata durante 0 armazenamento poderia estar associada a proporcéo
baixa de glicose e frutose em relagdo a sacarose, encontrada em semertes armazenadas
sob condic¢des ambientais de temperatura.

Andlises por cromatografia a gas, acoplada a espectrometria de massas,
revelaram a presenca de substanciais concentracfes de ciclitois, como pinitol, ciceritol e
gdacto-pinitol A e B em sementes de C. echinata, que poderiam ter funces similares as
dos oligossacarideos da série da rafinose (RFO), conforme sugerido por Garcia et al.
(2006).

Os acumulos de sacarose e RFO durante o desenvolvimento de sementes vém
sendo considerados como um fator chave na estabilizacdo de membranas (Caffrey et al.
1988). Estes compostos acumulados durante a maturagdo e secagem podem estar
envolvidos com a estabilizacdo das membranas celulares, outros sistemas sensiveis e
com a substituicdo da &gua durante os processos & secagem (Peterbauer & Richter
2001).

O potenciad de interacdo entre os ciclitdis e RFO durante a maturagdo de
sementes e armazenamento tem sido proposto para algumas espécies de leguminosas
(Obendorf 1997, Peterbauer & Richter 2001).



Discussao Geral

Ciclitéis gaactosilados sdo freglUentemente encontrados em quantidades
similares e as vezes superiores aos RFO em sementes de muitas leguminosas, como
lentilha, soja e gréo-de-bico (Peterbauer & Richter 2001). Esses compostos dividem
funcBes em comuns, incluindo participacdo na tolerancia a dessecacdo (Peterbauer &
Richter 2001 e referéncias contidas). Ciclitois livres e galactosilados também sdo
propostos para contribuir na estabilidade estrutural de organelas, membranas, enzimas e
outras macromoléculas, além da manutengdo das sementes no estado gel.

Sementes de C. echinata possuem baixos niveis de RFO em suas sementes
(Garcia et al. 2006), no entanto, esses niveis aumentaram (embora em peguena
proporcdo) durante os processos de secagem de sementes de 45 DAA, que adquiriram
toleréncia a dessecagdo, como observado no presente trabalho. Além dos tragos de RFO,
foram encontradas nas andlises redlizadas quantidades consideraveis de ciclitois
gaactosilados, juntamente com sacarose. Talvez a razéo de as sementes de C. echinata
tolerarem a dessecacdo esteja relacionada com a presenca desses elevados teores de
ciclitéis galactosilados e de sacarose. Contudo, novas andlises deverdo ser realizadas,
utilizando técnicas mais apropriadas para a quantificagdo desses compostos, como
GC/MS.

Apesar disso, a andlise comparada dos resultados obtidos por HPLC dos
principais carboidratos solUveis entre os tratamentos de secagem de sementes imaturas
(45 DAA) e de sementes maduras com 55 e 65 DAA, permitiu avaliar que as
modificagOes ocorridas estdo relacionadas com 0s processos de secagem e que as
alteracOes nos carboidratos sollvels sdo sinalizadoras desse processo. Entretanto, ainda
ndo é possivel afirmar se essas alteractes foram causa ou consequiéncia da aquisicdo de
toleréncia a dessecacdo em sementes com 45 DAA submetidas secagem lenta. Assim, as
alteracBes encontradas nos carboidratos solUveis das sementes que toleraram a secagem
guando previamente osmocondicionadas (secagem lenta), em comparagdo com as que
ndo toleraram a secagem répida, permitiu avaliar o possivel envolvimento desses

COMpOSstos Nos processos de secagem.
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6 CONCLUSOES

As sementes imaturas de C. echinata com 35 dias apos a antese (DAA), recém:
colhidas, germinaram, mas ndo desenvolveram plantulas, o que inviabiliza sua
colheita para fins de multiplicacdo da espécie.

Sementes imaturas com 45 DAA, recém-colhidas, germinaram e desenvolveram
plantulas em até 75% das germinadas. Tal observacdo justifica a colheita de
sementes nesse estadio de desenvolvimento, ampliando o periodo de colheita.
Sementes de C. echinata com 45 DAA sO toleraram a secagem mantendo a
germinacdo e desenvolvimento de plantulas quando submetidas ao prévio
tratamento com polietilenoglicol (PEG).

PEG induziu o acréscimo de agUcares solUveis, tanto no eixo quanto nos cotilédones
de sementes imaturas com 45 DAA, possivelmente por promover a hidrélise do
amido.

Os principais agUcares solUveis presentes em sementes com 45 DAA, ap0s serem
submetidas a secagem lenta, tiveram seus teores aumentados a niveis proximos aos
de sementes com 55 DAA que toleraram secagem rapida em estufa até niveis de
12%. As variagdes nos agUcares individuais de sementes com 45 DAA, apls 0s
processos de secagem, comparadas com os teores de aglcares aos 55 DAA, sugerem
gue estes compostos podem sinalizar a aquisicdo de tolerdncia a dessecacdo, ou
indicar que tal processo produz modificacdes no metabolismo dos carboidratos.

O osmocondicionamento com PEG, seguido de secagem até niveis pré-estabelecidos
para sementes em fase de maturidade fisioldgica, induziu toleréncia a dessecacdo de
sementes imaturas de paubrasil. Assim, a toleréncia a dessecacdo de sementes
previamente osmocondicionadas e secas até 12% de teor de agua pode ter sido
adquirida através da manipulacdo das relagdes hidricas.

Aos 55 e 65 DAA ndo foram observadas diferencas significativas nos aglcares
sollveis entre os tratamentos de secagem e idade. Sementes de ambas idades
toleraram a secagem até niveis de 12% de agua, sem prévio osmocondicionamento
em PEG, sugerindo que os aglcares estdo envolvidos com a toleréncia a dessecacéo

adquirida naturalmente por sementes a partir de 55 DAA.
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7 COMENTARIOS FINAIS

Conforme constava no plano inicial foi realizada uma andlise dos efeitos de
alteracdes hidricas sobre a tolerancia a dessecacdo de sementes imaturas de pau-brasil e
sobre a composi¢éo dos carboidratos solUveis em quatro estadios de maturacdo, ou seja,
aos 35, 45, 55 e 65 dias apos a antese (DAA).

O objetivo principal a ser alcancado seria induzir a tolerancia a dessecacdo até
niveis de teor de agua de 12% para sementes imaturas, pois este valor permite que
sementes de C. echinata sgam armazenadas em camara fria (8 °C) por 18 meses
(Barbedo et al. 2002) ou congeladas a -18 °C por 24 meses (Hellmann et al. 2006).

Sementes imaturas com 45 DAA toleraram a desidratacdo quando
osmocondicionadas com posterior secagem até niveis de 12% de teor de &gua (secagem
lenta). Nos demais estadios, o osmocondicionamento ndo produziu alteracoes
significativas a este mesmo teor de agua.

Os dados encontrados quanto as variagdes dos principais carboidratos sollveis
sugerem que esses compostos estdo relacionados com a tolerdncia a dessecacdo de
sementes de paubrasil. Contudo, ainda ndo podemos afirmar se as alteragoes
encontradas nas sementes imaturas induzidas seriam consequéncia da aquisicdo de
tolerdncia a dessecagdo ou causa do processo. Andlises mais precisas, com métodos
mais apropriados para esses compostos de carbono, especialmente para os ciclitéis,
além dainvestigacdo de outros componentes celulares vitais, deverdo ser realizadas para
um melhor conhecimento do processo de tolerancia a reducdo do teor de agua dessas
sementes.

O presente estudo forneceu subsidios para aplicacbes de novas técnicas de
armazenamento para sementes imaturas de Caesalpinia echinata, possibilitando, assim,
a ampliacdo do periodo de colheita e a conservacdo das sementes de uma espécie

arborea nativa do Brasi| e incluida na lista de espécies em risco de extingéo.
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9 RESUMO

Inducéo de Toleréancia a Dessecacéo e Variagdes de Carboidratos Soluveisem

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil) durante a Maturacéo

Caesalpinia echinata Lam. (pauw-brasil) apresenta um curto periodo para a
colheita de sementes vidveis durante seu ciclo fenoldgico anual. Com maturidade
fisiolégica entre 60 - 65 dias apos antese (DAA), a qual ocorre imediatamente antes da
dispersdo, as sementes toleram a secagem controlada e mantém a viabilidade quando
armazenadas por dois anos a - 20 °C, com cerca de 12% de &gua. Diante desses fatos a
possibilidade de coletar frutos antes da maturidade fisiologica das sementes, poderia
ampliar o periodo de colheita, aumentando a disponibilidade de sementes, e evitando
perdas das mesmas.

Os carboidratos sollveis totais de sementes de Caesalpinia echinata, os quais
correspondem a cerca de 10-15% de sua matéria seca, bem como o acimulo de reservas
sollveis de carbono estdo relacionados com o grau de maturagdo. Sacarose e ciclitois
S80 0s principais compostos da fragdo soltvel, enquanto glicose e frutose ocorrem em
menores proporgdes durante o processo de desenvolvimento das sementes. Tragos de
rafinose e estaquiose foram detectados principalmente em sementes imaturas. Dentre
outros mecanismos, a presenca desses acucares na semente poderia estar relacionada a
aquisicdo e manutencdo da tolerdncia a dessecacdo. O osmocondicionamerto de
sementes imaturas promove a secagem lenta, provavelmente através da ativacéo de
processos metabdlicos e conseqliente formagdo de compostos essenciais para
manutencdo da viabilidade.

No presente trabalho, com o objetivo de ampliar o periodo de colheita e
antecipar artificiamente a maturacdo de sementes de Caesalpinia echinata, foram
investigadas modificactes fisiol 6gicas em sementes imaturas bem como as variagdes na
composicdo dos carboidratos ndo estruturais que pudessem estar envolvidas nos
processos de secagem.

Iniciamente foi investigada a melhor concentracdo da solucdo osmatica a fim
de estimular a desidratacdo e a maturacdo artificial em laboratdrio. Sementes
Caesalpinia echinata com 45, 55 e 65 DAA foram submetidas aincubacdo em solucdes
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de polietilenoglicol (PEG) e sacarose, ambas a -2,4 MPa e -12,4 MPa, por 10 dias e
posterior secagem até cerca de 10% de teor de &gua. Verificouse que PEG a-2,4 MPa
promoveu a secagem lenta das sementes, porém, a temperatura do ensaio (25 °C)
propiciou 0 desenvolvimento de microorganismos e consequente deterioracdo das
sementes. Durante o periodo de incubagdo ndo houve sinais de germinacéo.

Visando estabelecer a melhor condicdo para osmocondicionamento, num
segundo experimento, sementes imaturas, semi- maduras e maduras foram incubadas, ou
ndo, em PEG a-0,8, -1,6 e-2,4 MPa, por 8, 16 e 24 h, seguidas de secagem a 40 °C/4 h.
Na avaliagdo da germinacao das sementes o melhor resultado foi obtido com PEG - 2,4
MPa, por 24 horas. Com o objetivo de avaliar até qual contelido de agua as sementes
imaturas toleravam a dessecagdo, em um terceiro experimento, sementes com 45, 55 e
65 DAA foram incubadas, ou néo, em PEG -3,0 MPa, a 8 °C/20 h e 25 °C/4 h seguido
de secagem a 40 °C, até atingirem 30%, 20%, 12% e 7% de teor de &gua. Resultados do
teste de germinagdo mostraram que sementes imaturas (45 DAA) toleraram a
dessecacdo até 12% de teor de agua, quando previamente osmocondicionadas em PEG
(secagem lenta) e perderam a viabilidade quando foram somente secas sem 0 prévio
osmocondicionamento (secagem rapida). Sementes com 55 DAA toleraram a secagem
diretamente em estufa até 12%, evidenciando que essas sementes ja estavam em fase de
maturidade fisiologica.

Finamente, para avaliar o envolvimento dos carboidratos solUveis no processo
de tolerarcia a dessecacéo, foi conduzido um quarto experimento com sementes de 35,
45, 55 e 65 DAA submetidas aos tratamentos de secagem lenta e rdpida e
osmocondicionamento em PEG -3,0 MPa/24 h. Também foi avaliada a manutencdo da
toleréncia a dessecacdo ap0s armazenamento das sementes com 45 e 55 DAA a -20°
Cl/A0dias. Neste caso, sementes com 45 DAA submetidas a0 osmocondicionamento
seguido de secagem e sementes com 55 DAA submetidas a secagem sem
osmocondicionamento  apresentaram  tolerdncia a0 congelamento,  sem
comprometimento da germinacdo. Em sementes imaturas (45 DAA), as andlises dos
principais carboidratos solUveis demonstraram relacdo direta entre os teores destes
acucares e 0s processos de secagem. Nos eixos embrionarios, os teores de ciclitdis
diminuiram nas sementes submetidas a secagem rapida, enquanto que a secagem lenta
favoreceu o aimento expressivo desses compostos. O teores de glicose e frutose,
aumentaram significativamente durante a secagem lenta. JA a sacarose aumentou

durante a secagem répida, enquanto que na secagem lenta ocorreu diminuicdo no seu



Resumo 105

teor. 1sso indica que o fator responsavel pelo estresse osmotico, o PEG, também afeta os
niveis desse agucar, com tendéncia de promover a manutencéo de valores similares aos
encontrados nas andlises iniciais das sementes com 55 DAA recém-colhidas. Os teores
de rafinose e estaquiose também aumentaram expressivamente quando as sementes
foram submetidas a secagem lenta. Em sementes imaturas com 35 DAA que nédo
toleraram a dessecacdo ou gue tiveram a germinacdo prejudicada por outros fatores,
também foram observados elevados teores de rafinose, estaguiose e mais
expressivamente de sacarose.

Andlise comparada dos resultados obtidos por HPL C dos principais carboidratos
solGveis entre os tratamentos de secagem de sementes imaturas (45 DAA) e de sementes
maduras com 55 e 65 DAA indicou que as ateracbes ocorridas em ciclitéis
galactosilados, frutose, sacarose e rafinose estdo relacionadas com 0s processos de

secagem e podem interferir no processo de germinagao.

Paavras-chave: sementes imaturas, osmocondicionamento, carboidratos ndo estruturais,

toleréncia a dessecacdo, pau-brasil, potencia hidrico, amido.
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10 ABSTRACT

Induction of desiccation tolerance and variations of soluble sugarsin seeds of

Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) during maturation

Seeds of Caesalpinia echinata present a short harvest period during the annua
phenological cycle. With physiological maturity between 60-65 days after anthesis
(DAA), which occurs immediately before shedding, these seeds tolerate controlled
drying and maintain viability when stored for 2 years at -20 °C and ca 12 % of water
content. Therefore, the possibility of collecting fruits before shedding, would avoid
losses of viable seeds in the field, broadening the harvest period.

Soluble sugars makes up 10-15% of the seed dry mass and accumulation of
soluble carbon reserves are related to seed maturation Sucrose and cyclitols are the
main sugars of the soluble fraction, while glucose and fructose occur in lower
proportions during seed development. Traces of raffinose and stachyose were detected
mainly in immature seeds. Among other mechanisms, the presence of these compounds
in the seeds could be related to the acquisition and maintenance of desiccation tolerance.
The osmopriming of immature seeds has promoted slow drying probably through the
activation of metabolic processes and consequent formation of essential compounds to
maintain seed viability.

The objective of this research was to investigate the physiological modifications,
as well as variatiors in the composition of non-structural carbohydrates that could be
involved in the drying processes, aiming to extent the harvest period and artificially
anticipate the maturation of immature seeds of C. echinata

Initially it was evaluated the best concentration of the osmotic solution aiming to
stimulate dehydration and artificially obtain seed maturation at laboratory. Seeds of C.
echinata with 45, 55 and 65 DAA were submitted to incubation in PEG (osmopriming)
and sucrose solution, both at -2.4 and -12.0 MPa for 10 days and later drying until10%
of the water content. Results showed that PEG at -2.4 MPa promoted slow drying of the
seeds, but the temperature (25 °C) enabled the development of microorganisms and
consequent seed deterioration. During the incubation period no seedling emergence was
identified. To establish the best osmopriming condition, in a second trial, immature,
semi- mature and mature seeds were incubated or not in PEG at -0.8, -1.6 and -2.4
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MPa, for 8, 16 and 24 hours followed by drying at 40 °C/4h. Seed germination was
evaluated and the best results were obtained with PEG at -2.4 MPa/24 h. Aiming to
verify at which water content the immature seeds tolerate desiccation, in a third trial
seeds of Caesalpinia echinata at 45, 55 and 65 DAA were incubated or not withPEG -
3,0 MPaat 8 °C/24 h, followed by drying at 40 °C until decreasing water contents to 30
%, 20 %, 12 % and 7 %. Seedling emergence after each treatment was evaluated and
results indicated that immature seeds (45 DAA) tolerated drying until 12% water
content, when previously dehydrated with PEG (slow drying), but lost viability when
dried without osmopriming. Seeds with 55 DAA, tolerated drying without previous
incubation in PEG (fast drying) until 12% water content, indicating that these seeds
have already reached the physiological maturity phase.

Finaly, aiming to evaluate the involvement of soluble sugars in the desiccation
tolerance process and the maintenance of this tolerance after storage at -20 °C/40 days,
another trial with seeds at 35, 45, 55 and 65 DAA was conducted. As results, dried
seeds with 55 DAA, and seeds with 45 DAA incubated in PEG, both dried at 12 %,
presented storage tolerance. Analysis of the main soluble carbohydrates showed direct
relationship between the content of those sugars and the drying processes in immature
seeds (45 DAA). In the embryonic axis, the content of g/clitols decreased when the
seeds were dried without PEG, while when dried after incubation in PEG these
compounds showed a marked increase in their proportions. Concerning glucose and
fructose, the osmopriming, with a without drying, increased their contents strongly.
Sucrose also increased after incubation with PEG in seeds without drying, while, when
dried, it was observed a decrease in sucrose, indicating that the responsible factor for the
osmotic stress, PEG, also affects this sugar and maintained levels similar to those found
in 55 DAA recently harvested seeds (T0). The same result as for sucrose was observed
for raffinose. In immature seeds with 35 DAA that did not tolerate desiccation, or had
its germination affected by other factors, it was observed an increase of raffinose,
stachyose and considerable amounts of sucrose.

Comparison of the main soluble sugars, analyzed by HPLC, between immature
seeds (45 DAA) and mature ones (55 and 65 DAA) indicated that the nodifications
observed are related to the drying process and that the soluble carbohydrates alterations
are indicators of this process and may influence the germination process.

Key words: immature seeds, nontstructural carbohydrates osmopriming in PEG,
desiccation tolerance, brazilwood, hydric potential.
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| nfor magdes adicionais

Armazenamento a baixa temperatura de sementesimaturas de Caesalpinia

echinata apds osmocondicionamento seguido de secagem

Considerando que ha estudos ndo completamente esclarecidos no que se refere a
manutencdo dos efeitos de tratamentos osméticos durante o armazenamento de sementes
pré-condicionadas (Posse et al. 2004) objetivouse, com este experimento, avaliar se as
sementes viaveis de paubrasil com 45 DAA osmocondicionadas em PEG, seguido de
secagem, tolerariam o0 armazenamento sob baixa temperatura, conservando a capacidade
germinativa.

Neste presente trabalho, tomouse sementes com 45 DAA e 55 DAA,
osmocondicionadas em PEG seguidas de secagem em estufa e as mesmas, porém
somente secas em estufa. Foram, entdo, armazenadas por um periodo de 40 dias a
temperatura de -20 °C em embalagem permedvel (saco de papel kraft), como ja
recomendado para a espécie (Mello et al. 2004, Hellmann et al. 2006).

Sementes de 45 e 55 DAA submetidas ou ndo ao tratamento de
osmocondicionamento em PEG, seguido de secagem em estufa a 40 °C até ca. de 12%
de &gua, foram acondicionadas em embalagens permeaveis Eacos de papel kraft) e
armazenadas a -20 °C por 40 dias. Para o teste de germinagdo foram utilizadas 20
sementes por repeticdo e 3 repeticdes. Foram consideradas germinadas as sementes com
radiculas com mais de 3mm de comprimento e plantulas desenvolvidas, aquelas com
raiz primaria e o primeiro par de folhas completamente desenvolvidas O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os efeitos da temperatura de
armazenamento sobre as sementes germinadas e desenvolvimento de pléantulas estéo
apresentados na Tabela A3.

A Tabela A3 mostra que ndo houve variagdo no comportamento das sementes
de C. echinata com 55 DAA osmocondicionadas em PEG, seguido de secagem até 12%
de &gua e de sementes secas, sem 0 prévio osmocondicionamento quando ambas
amostras foram armazenadas a-20 °C. Ja as sementes com 45 DAA osmocondicionadas
em PEG seguido de secagem, tiveram a viabilidade preservada, porém com reducdo de

ca. de 10% para germinacdo em relacdo aos valores iniciais, e de ca. de 30% de reducéo
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para desenvolvimento de plantulas. Como ja informado, as sementes sem o
osmocondicionamento perderam totalmente a viabilidade.

Os beneficios proporcionados a conservacdo das sementes de paurbrasil pelo
armazenamento sob baixa temperatura de sementes com 45 DAA osmocondicionadas e
secas, apesar de os valores obtidos terem sido inferiores ao controle antes do
armazenamento a-20 °C por 40 dias, mostraram se eficazes quando este procedimento

se faz necessario.

Tabela A1l. Comportamento de sementes imaturas de pau-brasil, com 45 e 55 dias apds
a antese (DAA), osmocondicionadas em PEG ou ndo seguido de secagem e

armazenamento a— 20 °C, por 40 dias

SRR G(%) DP(%) U©%)  MS(mgcl)  Yeo(MPa)
secagem rapida
TO 98 70 59 286 -2,27
12% 28 5 13 221 74,67
armaz-20°C 0 0 12 188 -111,07
secagem lenta (PEG)
TO-24h 95 85 48 226 -4,6
12% 55 45 12 220 -84,40
armaz-20°C 45 28 12 235 -91,07
DA (%) DP(%) U  MSMge’)  yum(MPa)
secagem rapida
TO 100 77,50 50 310 45
12% 78 50 12 257 71,48
armaz-20°C 70 55 11 273 -101,12
secagem lenta (PEG)
TO-24h 95 73 45 310 -3,79
12% 65 45 12 254 -79,03

armaz-20°C 60 40 11 264 -98,81




