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RESUMO
Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) sdo tolerantes a dessecacdo, mantendo
sua viabilidade até 0.08 g H,O g'1 de matéria seca, principalmente quando armazenadas em
baixas temperaturas. Amido ¢ a principal reserva dessas sementes e os carboidratos soluveis
representam cerca de 15%, tendo papel na tolerdncia a dessecagdo. Em algumas espécies, a
habilidade de sobreviver a dessecagdo parece depender também da composicdo da parede
celular. Neste trabalho, foram analisadas as alteragdes na composicdo e ultra-estrutura da
parede celular de sementes de pau-brasil durante a maturacdo e o armazenamento a diferentes
temperaturas por diferentes periodos. Flores individuais foram marcadas no dia da antese e os
frutos coletados de 45 a 65 dias apods a antese (DAA). A analise das paredes celulares revelou
mudangas na composi¢do durante o desenvolvimento das sementes, com reducdo nos teores
de pectinas acidas (homogalacturonanos) e consideravel aumento nos teores de arabinose nas
fracdes extraidas em oxalato de amodnio (pectinas) e NaOH 1N (hemiceluloses fracamente
ligadas a celulose). Por microscopia eletronica de transmissdo, foi observado um padrdo
caracteristico de dobramento da parede celular que ¢ descrito, em outras espécies vegetais,
como essencial para prevenir danos mecanicos aos tecidos durante a dessecagdo. Sementes
maduras (65 DAA) secas a cerca de 7% foram armazenadas em trés temperaturas (7, 25 e -18
°C) e apos 30, 60 ¢ 180 dias essas sementes tiveram o rendimento e a composi¢ao da parede
celular avaliados. Sementes armazenadas nas mesmas condigdes por 338 dias foram utilizadas
para analises ultra-estruturais. Com excec¢do da temperatura de congelamento, que reduziu o
rendimento em parede celular, ndo foi observada alteracdo em relacdo a massa seca das
sementes durante o armazenamento. Entretanto, a propor¢do relativa das fragdes de parede
celular sofreu modifica¢des ao longo do armazenamento, independentemente da temperatura.
Foram observadas flutuagdes nas proporc¢des relativas dos monossacarideos componentes de
cada fracdo, principalmente de arabinose e galactose, porém essas variagdes parecem nao
estar diretamente relacionadas a manutencdo ou perda da capacidade germinativa das
sementes durante o armazenamento. Considerando que polimeros ricos em arabinose tém sido
encontrados em plantas que sobrevivem a periodos repetidos de dessecacao e re-hidratagdo e
que sua presenga implica em aumento na flexibilidade da parede celular nessas plantas,
nossos resultados sugerem as alteracdes que ocorrem na parede celular durante o
desenvolvimento das sementes de pau-brasil podem contribuir para a manutengdo da

viabilidade durante o processo de dessecacdo que ocorre no final da maturagéo.
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ABSTRACT
Seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) are tolerant to desiccation, keeping their
viability up to 0.08 g H,O g"' DM, mainly when stored under low temperatures. Starch is the
main reserve in these seeds and soluble carbohydrates make up for about 15%, playing a role
in desiccation tolerance. In some species, the ability to survive desiccation seems also to be
related with the cell wall composition. In the present work we report changes in cell wall
structure and composition in brazilwood seeds during development and storage under
different temperatures, aiming at a better understanding of the involvement of structural
polysaccharides in the maturation and storability of these seeds. Individual flowers were
tagged in the day of anthesis and pods were collected from 45 to 65 days after anthesis
(DAA). Cell wall analysis revealed significant changes in composition during development,
with a considerable decrease in acidic pectic polysaccharides (homogalacturonans) and
increase in arabinose content in the ammonium oxalate-soluble (pectins) and weak (NaOH
IN) alkali fractions (hemicelluloses). By transmission electron microscopy, a characteristic
pattern of cell wall folding was observed in brazilwood dry seeds that is ascribed as essential to
prevent mechanical damage to the tissues during desiccation in other species. Mature seeds (65
DAA) dry up to 7% of water were maintained at 7, 25, and -18 °C and for 30, 60 e 180 days
before analyzing cell wall yield and composition. Seeds stored at the same conditions for 338
days were used for ultrastructural analysis. Excepting for freezing temperature, which led to a
decrease in cell wall content, no alterations on dry mass basis were observed in cell wall yield
during storage. However, the relative proportion of cell wall fractions changed during storage,
independently of the temperature. Changes in the relative monosaccharide proportion of each
fraction were observed, mainly in the arabinose and galactose contents. However, these
changes seem not to be related with the maintenance or loss of the seed germinability during
storage. Considering that arabinose-rich polymers have been found in plants that survive to
repeated periods of desiccation and rehydration and their presence is implicated in the
increase of cell wall flexibility in these plants, our results might suggest a role for arabinans in
allowing highly fold walls in the brazilwood seeds, therefore contributing to the maintenance

of wviability during the dehydration process that occurs during seed maturation.
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1. Introducao

1.1 Mata Atlantica e Conservacao

O Brasil ¢ considerado uma das nagdes mais ricas em biodiversidade (Mittermeier et

al. 2005), sendo as florestas tropicais as maiores responsaveis por essa riqueza (Lino 1992).

No Brasil, a Mata Atlantica ¢ a segunda maior floresta tropical em extensdo, sendo
cerca de quatro vezes menor do que a Floresta Amazonica, entretanto, € proporcionalmente a
que apresenta a maior diversidade bioldgica (Lino 1992, Mittermeier et al. 2005, INPE &
Fundacdao SOS Mata Atlantica 2006). Abriga mais de 20.000 espécies de plantas arboreas,
sendo destas 8.000 endémicas (Schaffer & Prochnow 2002, Siqueira Filho & Leme 2006,
Fundagdao SOS Mata Atlantica 2007, Conservation International 2007). O bioma Mata
Atlantica abrange diversas formacdes florestais como as florestas ombrofilas densas e mistas
e ecossistemas associados que incluem restingas, mangues, dentre outros, formando com isso
um grande mosaico de vegetagdo. No Brasil, estende-se do Rio Grande do Norte ao Rio
Grande do Sul (Schaffer & Prochnow 2002, Tabarelli et al. 2005, Siqueira Filho & Leme
2006, INPE & Fundagao SOS Mata Atlantica 2006).

O papel da Floresta Atlantica vai além de abrigar uma das maiores diversidades
bioldgicas do mundo. Ela regula o fluxo de mananciais hidricos, o clima, a temperatura ¢ a
umidade do ar, além de ajudar na manutencdo da fertilidade do solo, protegendo as encostas e

escarpas de erosao (Schaffer & Prochnow 2002, Lino 1992).

A alta diversidade e o alto endemismo desse ecossistema o tornam extremamente
fragil (Lino 1992). Na época do descobrimento, a Mata Atlantica cobria cerca de 15% do
territorio nacional, aproximadamente 1.000.000 Km? e, foi a partir deste, com a exploragao
desordenada, principalmente da madeira de pau-brasil — Caesalpinia echinata Lam., que a
devastacdo da Mata Atlantica teve inicio (Schaffer & Prochnow 2002, Tabarelli ef al. 2005,
Fundagao SOS Mata Atlantica 2007, Conservation International 2007).

Algumas medidas para frear a exploracdo irracional dos recursos naturais da Mata
Atlantica foram tomadas tais como o seu reconhecimento como reserva da biosfera pela
UNESCO, em 1991, e pela definicdo quanto a exploracdo de seus recursos naturais,
estabelecidos através do projeto de Lei Federal n° 750 de 1993. Entretanto, essas poucas agoes
foram insuficientes e hoje sua 4rea estd extremamente reduzida e fragmentada, restando

apenas 7% do seu territorio original (Schaffer & Prochnow 2002, Conservation International
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2007, INPE & SOS Mata Atlantica 2006). Por ter tido grande parte de seu territorio devastado
e por apresentar uma grande diversidade bioldgica com alto endemismo, o bioma Mata
Atlantica ¢ classificado como um #hotspot de grande importincia para conservacdo da

biodiversidade no mundo (Myers et al. 2000).

Dentre as estratégias de preservacdo dos recursos florestais estdo incluidas a
conservagao in situ € a ex situ. A conservacao in situ prevé a manutengdo das espécies em seu
habitat natural, na forma de reservas biologicas e ecologicas e parques. A conservacao ex situ
¢ realizada fora do ambiente natural da espécie, podendo ser feita na forma de cole¢es de
plantas no campo, de bancos de sementes ou na forma de cole¢des de plantulas in vitro
(Botanic Gardens Conservation International 2001 apud Rocha 2004). Apesar da conservacao
in situ ser a mais eficiente e recomendada para a preservacdo da variedade genética das
espécies e ter baixo custo de implantacdo, esta se torna menos viavel por necessitar de

medidas politicas especificas para sua implantagdo (Siqueira et al.1993).

Apesar da conservacdo ex situ ser considerada uma medida complementar a
conservagao in situ (Botanic Gardens Conservation International 2001 apud Rocha 2004),
hoje em dia ela ¢ a mais utilizada, principalmente na forma de banco de sementes, ja que esta
¢ a principal unidade de propagacdo da maioria das plantas superiores (Santos 2000). Segundo
Hong & Ellis (1996), para que a conservacdo das sementes seja realizada com sucesso ha a
necessidade que se conheca o seu comportamento fisioldgico em relacdo a secagem e ao

armazenamento.

1.2 Semente - alteracdes durante a maturacio e 0 armazenamento

As sementes desenvolvem-se a partir de um 6vulo fertilizado (Bewley & Black 1994)
e sao basicamente constituidas por trés estruturas: o embrido, o endosperma e o tegumento ou
testa (Bewley & Black 1994, Cardoso 2004a). Durante o desenvolvimento do embrido ¢ até
que este atinja sua maturidade fisiologica sdo definidas trés fases principais. A
histodiferenciagdo ou embriogénese, que € a fase inicial ¢ consiste de intensas divisdes
celulares e diferenciagio, na qual serdo formados os tecidos do embrido ¢ do endosperma. E
nessa fase que ocorre um rapido aumento da massa fresca da semente e do conteudo de agua.
A etapa seguinte, denominada fase de maturagao, ¢ caracterizada pela expansdo celular e pela
deposicdo de reservas, normalmente proteinas, lipidios ou carboidratos, nos tecidos de
armazenamento (endosperma, cotilédones ou no megagameto6fito), aumentando com isso a

massa seca da semente. Em algumas sementes, ao final do periodo de maturagdo, ocorre uma



reducdo do conteido de agua e diminuigdo da massa fresca total da semente. Essa fase ¢é
iniciada com a interrup¢@o das conexdes vasculares entre a semente e a planta mae (Bewley &

Black 1994, Cardoso 2004a).

As sementes podem ser classificadas quanto ao seu comportamento em relagdo ao
armazenamento ¢ a sensibilidade a dessecagdo, em ortodoxas (tolerantes a dessecagao e ao
armazenamento em baixas temperaturas) e recalcitrantes (sensiveis a dessecagdo e ao
armazenamento em baixas temperaturas) (Roberts 1973). Entretanto, hoje se sabe que existe
um gradiente de tolerancia a dessecagdo e sensibilidade ao armazenamento, sendo muitas

sementes consideradas intermediarias em relacdo a esse comportamento (Hong & Ellis 1996).

A aquisi¢ao da tolerancia a dessecagdo pelo embrido, nas sementes ortodoxas, ¢é
normalmente um processo gradual, que ocorre ao longo do seu desenvolvimento, sendo
perdido na fase de germinacdo (Bewley & Black 1994). Essas sementes possuem mecanismos
para prevenir os possiveis danos causados pela dessecacdo. Dentre esses mecanismos estdo o

acumulo de oligossacarideos, acucares e proteinas especificas (Blackman et al. 1991).

Durante o desenvolvimento e o armazenamento de sementes, geralmente ocorrem
variagdes nos carboidratos soluveis como a sacarose, frutose, glucose e oligossacarideos da
série rafindsica e também no teor de amido (Garcia et al. 2006). Os carboidratos soliiveis
estdo envolvidos ndo s6 com a reserva de carbono nas plantas, mas possuem fungoes
adicionais. Este ¢ o caso da sacarose, que além de servir como substrato para a sintese dos
oligossacarideos da série rafindsica, também estaria envolvida no processo de aquisicdo de
tolerancia a dessecagdo em sementes ortodoxas, que juntamente com os oligossacarideos da
série da rafinose, estabilizariam as membranas durante o processo de secagem, ao final da

fase de maturagdo (Nkang 2002, Buckeridge et al. 2004).

Sementes maduras de diversas espécies como Sinapis alba, Glycine max ¢ Brassica
campestris t€m a concentragdo de agucares soluveis aumentada com o inicio da tolerancia a
dessecacao (Bewley & Black 1994). A aquisi¢ao da tolerancia a dessecagdo em sementes de
soja ¢ milho foi associada, principalmente, ao aumento nos niveis de sacarose, de
oligossacarideos da série da rafinose e aos ciclitdis (Bernal-Lugo & Leopold 1992, Sun et al.

1994, Obendorf 1997).

Um dos mecanismos que podem contribuir para a tolerancia a dessecacdo em sementes
¢ a formacdo de um estado vitreo nas células, que € caracterizado pela alta viscosidade e por

retardar as reagdes metabodlicas, contribuindo para a longevidade das sementes apos a
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secagem (Buitink et al. 2000, Hoekstra et al. 2001). A sacarose teria papel fundamental na
formagdo do estado vitreo, preservando a estrutura dos fosfolipidios e, assim, exercendo sua

funcdo protetora durante a secagem.

Para Koster (1991), a formacdo do estado vitreo nas células é dependente da propor¢do
entre sacarose e oligossacarideos existentes nos tecidos, sendo que grande quantidade de
sacarose, na presenca de pequena quantidade de oligossacarideos, pode causar danos as
membranas celulares, quando as sementes sdo secas (Lin & Huang 1994). Esses
oligossacarideos ndo estariam envolvidos diretamente na formagdo do estado vitreo e sim na
manutengdo deste (Buitink et al. 2000), uma vez que estes preveniriam a cristalizacdo da

sacarose durante a secagem (Caffrey et al. 1988 apud Koster 1991, Lin & Huang 1994).

Além de atuarem na aquisi¢do ¢ manutengdo da tolerancia a dessecagdo em sementes,
os oligossacarideos da série da rafinose podem ser considerados, em alguns casos, como
indicadores do comportamento das sementes quanto a0 armazenamento, uma vez que maiores
teores foram encontrados em sementes ortodoxas quando comparados aos das recalcitrantes
(Steadman et al. 2000). Além disso, durante o armazenamento os altos teores de sacarose e de
oligossacarideos foram correlacionados positivamente com a longevidade de sementes

ortodoxas (Horbowicz & Obendorf 1994, Lin & Huang 1994).

Apesar dos teores de sacarose e de oligossacarideos da série da rafinose terem sido
associados a tolerancia a dessecacdo e com a categoria de armazenamento em algumas
sementes ortodoxas, esse comportamento ndo ¢ uma regra. Black er al. (1999) ndo
encontraram correlagdo entre a tolerdncia a dessecagdo e a presenca de oligossacarideos da
série da rafinose em embrides imaturos de trigo, indicando que outros mecanismos seriam 0s
responsadveis pela tolerdncia a dessecacdo nessas sementes. Além disso, em sementes de
Caesalpinia echinata (pau-brasil), considerada ortodoxa e tolerante ao armazenamento em
baixa temperatura, foram encontrados teores minimos de oligossacarideos da série da rafinose
(Garcia et al. 2006, Hellmann 2006, Leduc 2007), indicando que para essa espécie esse agucar

ndo ¢ o principal fator na aquisicdo da tolerancia a dessecag@o e a0 armazenamento.

As proteinas também podem estar associadas a esse mecanismo, especialmente as
chamadas "Late Embryogenesis Abundant” (LEA), que atuariam como agentes de solvatacao
de outras proteinas de membrana, protegendo-as contra possiveis danos decorrentes da
desidratacdo (Blackman et al. 1995, Bewley 1997, Cardoso 2004b). Blackman et al. (1995)

observaram que durante a maturagdo de sementes de soja (Glycine max) o nivel de expressao



das chamadas “proteinas de maturacdo”, ou proteinas LEA, aumentava a medida que estas
adquiriam a tolerancia a dessecacdo e esses niveis declinavam com o inicio do processo de

germinacdo, periodo no qual as sementes podem tornar-se sensiveis a dessecacao.

Em sementes que ndo apresentam mecanismos para prevenir os danos pela secagem, a
desidratacdo pode acarretar mudancas na composicdo dos fosfolipidios de membrana,
afetando a sua integridade. As conseqiiéncias desses danos usualmente sdo observadas
durante o processo de re-hidratagdo, com a exsudacdo dos constituintes celulares durante o

processo de re-hidratagdo (Priestley & Willians 1985).

Embora a deterioracdo das sementes possa estar associada ao armazenamento, o
processo inicia-se logo apos as sementes atingirem a maturidade fisiologica. Apesar de ser um
processo irreversivel ¢ de ndo poder ser evitado, a deterioracdo pode ser retardada. A
deterioragdo das sementes ¢ um evento que envolve alteracdes fisioldgicas, bioquimicas,

fisicas e citologicas (Toledo & Marcos Filho 1977, Villela & Peres 2004, Marcos Filho 2005).

Apesar de varios fatores influenciarem a manutencdo da viabilidade das sementes
durante o armazenamento, a temperatura € a agua seriam aqueles que mais atuam nesse
processo (Marcos Filho 2005). Teores elevados de 4gua podem diminuir a longevidade das
sementes, alterando o seu metabolismo e permitindo a proliferacdo de patogenos que sdao
prejudiciais @ manutencdo de sua capacidade germinativa. Em contrapartida, a secagem e a
manutengdo das sementes em baixas temperaturas podem manter sua viabilidade (Toledo &
Marcos Filho 1977, Vertucci & Ross 1990, Barbedo & Marcos Filho 1998, Villela & Peres
2004). Além do conhecimento do teor de dgua e da temperatura, ¢ necessario investigar as
alteragdes bioquimicas que ocorrem nas sementes durante o armazenamento (Kermode 1990).
A diminuicdo da temperatura durante o armazenamento estabilizaria a atividade enzimadtica, o
que favoreceria o metabolismo de carboidratos envolvidos na manutencdo da integridade das
membranas celulares, como a sacarose, os oligossacarideos da série da rafinose e os ciclitdis

(Peterbauer & Richter 2001).

Estudos com sementes de trigo, arroz, milho, feijao e outras leguminosas mostraram
que exposicoes a elevadas temperaturas e alta umidade relativa provocaram desestruturacao e
perda da integridade do sistema de membranas. Tal alteracdo ocasionou uma série de reacdes
tais como desnaturagdo de proteinas, diminui¢cdo nos teores de carboidratos, aumento no teor
de éacidos graxos, entre outros, diminuindo a viabilidade das sementes durante o

armazenamento (Marcos Filho 2005 e referéncias nele contidas).



A perda da germinabilidade de sementes de milho submetidas ao envelhecimento
acelerado foi associada a uma drastica diminuig¢@o nos teores de carboidratos (Bernal-Lugo &
Leopold 1992). Comportamento semelhante foi observado durante o armazenamento de
sementes de azevém (Lolium multiflorum Lam.), que apresentaram correlacdo positiva entre
os teores de agtlicares soluveis e a manutencdo da germinabilidade. Além disso, foi observado
que durante o armazenamento houve aumento da solubilidade do amido, entretanto, nao
houve correlag@o entre os teores desse polissacarideo e a qualidade fisiologica das sementes.
Outro fator que agiu de forma negativa na manutencdo da germinabilidade das sementes de
azevém durante o armazenamento foi o aumento nos teores de aminoacidos livres,

provenientes provavelmente da desestruturagao de proteinas (Eichelberger ef al. 2002).

Estudos de armazenamento de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris) em temperatura
ambiente e com elevado teor de 4gua mostraram aumento significativo no numero e
diminui¢do no tamanho dos grdos de amido. Simultaneamente, foi observada ruptura das
paredes celulares e das membranas de organelas, incluindo dos corpos protéicos (Begnami &
Cortelazzo 1996, Cortelazzo et al. 2005). Andlises ultra-estruturais de sementes de Dyckia
pseudococcinea criopreservadas por 12 ¢ 24 meses (Borges 2005) mostraram que as
principais diferencas entre sementes recém coletadas e armazenadas foram o ntimero, as
dimensoes ¢ a integridade dos graos de aleurona, o tamanho dos amiloplastos e o tamanho e

arranjo dos corpos protéicos do endosperma.

Alguns estudos mostraram que nem o acumulo dos agucares e nem a presenga das
proteinas LEA sao, sozinhos, suficientes para conferir tolerancia a dessecacdo em sementes
ou para manter a viabilidade destas durante o armazenamento. Outros carboidratos, como
aqueles encontrados em paredes celulares, substancias antioxidantes e outros mecanismos
reparatérios também podem participar desse processo (Blackman et al. 1995, Peterbauer &

Richter 2001).

A qualidade nutricional e a viabilidade das sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.),
segundo Shiga et al. (2004), sdo diretamente influenciadas por alteragdes na estrutura dos
polissacarideos de parede celular durante o armazenamento. Esses autores observaram que as
sementes armazenadas em temperatura ambiente (£19 °C) apresentavam diminuicdo na
solubilizagdo dos polissacarideos de parede celular, o que acarretou endurecimento dos
tecidos. Esse fator diminuiu a porcentagem de germinacdo e elevou o tempo de cozimento
dessas sementes, fenémeno conhecido como “Hard to Cook”. Por outro lado, o

armazenamento em baixa temperatura (¥4 °C) ndo alterou a composi¢do das paredes



celulares, mantendo a viabilidade dessas sementes. Sasaki (1983), estudando a maturagdo de
sementes de soja, relatou que ao mesmo tempo em que ocorriam alteragdes nos aglicares
soltveis era observada substituicdo dos polissacarideos da parede celular ricos em arabinose

por galactanos, nos estagios tardios da maturagao.

1.3 Parede Celular — estrutura e funcoes

Juntamente com o amido e os carboidratos soliveis, os polissacarideos acumulados
nas paredes celulares das sementes também atuam como reserva energética (Buckeridge ef al.
2004). Esses polissacarideos representam os principais constituintes quimicos da parede
celular, juntamente com as proteinas estruturais e compostos fendlicos (Carpita & McCann

2000).

A parede celular ¢ uma estrutura de grande importancia para as células vegetais, pois a
sua forma ¢ ditada em grande parte por ela. A parede celular direciona o crescimento da
célula, exercendo profunda influéncia no desenvolvimento e na morfologia das plantas. Suas
caracteristicas determinam também as funcdes das células nos tecidos vegetais, além de
conferir resisténcia mecanica aos mesmos, entre outras caracteristicas (Carpita & McCann

2000).

A parede celular vegetal, denominada de priméria, ¢ normalmente encontrada em
tecidos em crescimento, e secundaria em tecidos maduros que completaram o crescimento
(Silveira & Amaral 2000, Carpita & McCann 2000). A parede primaria ¢ composta
principalmente por celulose, hemiceluloses, substancias pécticas e proteinas. Na parede
secunddria, as proteinas e as substancias pécticas sdo constituintes minoritarios, enquanto as
hemiceluloses e a celulose sdo encontradas em maior porcentagem. Entre as paredes primarias
de células vizinhas existe uma estrutura denominada de lamela média que tem fun¢do de unir
as células, e é formada basicamente por substancias pécticas (Silveira & Amaral 2000, Carpita

& McCann 2000).

A celulose ¢ o polissacarideo da parede celular mais conhecido, contabilizando de
20% a 30% da massa seca da parede primdria da maioria das células, sendo particularmente
abundante na parede celular secundéria. Ela ¢ encontrada na forma de microfibrilas (McNeil
et al. 1984), formadas por cadeias simples de moléculas de glucose unidas por ligagoes
glicosidicas B—(1—4) (McNeil et al. 1984, Carpita & McCann 2000, Silveira & Amaral
2000). Segundo McNeil et al. (1984), a disposicdo das microfibrilas recém depositadas

determina a morfologia da célula em crescimento.



As hemiceluloses ligam-se as microfibrilas de celulose através de pontes de
hidrogénio, formando uma rede complexa. As principais hemiceluloses das plantas superiores
sdo o xiloglucano, o glucuronoarabinoxilano e o B-glucano. O xiloglucano ocorre nas
dicotiledoneas e nas monocotiledoneas conhecidas como comelindides. Ele é formado por
unidades de glucose unidas por ligagdes B-(1—4), as quais sdo ramificadas com ligacdes
o—(1—6) por unidades de D-xilopiranose, na proporcao de 4:3, e um numero variavel de
unidades de galactose (Buckeridge et al. 2000a, Carpita & McCann 2000). Nas sementes,
além do xiloglucano estrutural, existe o xiloglucano de reserva, que difere do estrutural pela
auséncia de unidades de fucose. O glucuronoarabinoxilano € a principal hemicelulose das
monocotiledoneas, e o B-glucano a principal hemicelulose da Ordem Poales, que inclui os

cereais e as gramineas forrageiras (Buckeridge et al. 2000a, Carpita & McCann 2000).

As pectinas sdo polissacarideos ramificados, altamente hidratados e heterogéneos,
constituidos por acido galacturdnico. As pectinas t€ém papel fundamental no transporte de
ions, além de determinar a porosidade da parede e regular a adesdo célula-célula por meio da
lamela média, participando, ainda, da defesa celular, entre outras fun¢des (Carpita & McCann
2000). Existem trés tipos de pectinas: o homogalacturonano (HGA), o ramnogalacturonano |
(RGI) e o ramnogalacturonano II (RGII). O HGA ¢ um polimero constituido por acido
galacturénico com ligagdes o (1—4), podendo apresentar diferentes graus de
metilesterificacdo. O RG I ¢ um heteropolimero formado por unidades repetitivas de um
dissacarideo (ramnose ligada a—(1—2) — Gal o—(1—4)). O RG I pode ter ramificagdes de trés
polissacarideos neutros, arabinano, galactano e arabinogalactano, ligados na posi¢cdo O-4 das
unidades de ramnose. O RG II possui uma cadeia principal formada de 4cido galacturonico
ligado a-(1—4) com ramificagdes de acucares raros e pouco freqiientes em paredes celulares.
E a mais complexa das pectinas ¢ a menos abundante e estd presente em todas as plantas
superiores, sugerindo uma importante fun¢do ainda ndo esclarecida (Buckeridge et al. 2000D,

Carpita & McCann 2000, Silveira & Amaral 2000, Buckeridge et al. 2004).

A parede celular tal como foi descrita quimicamente ndo ¢ uma estrutura estatica, que
uma vez formada teria unicamente fun¢do mecénica. Ela ¢ uma estrutura dindmica, que
durante o desenvolvimento da planta tem sua composi¢do e estrutura continuamente alteradas.
O desenvolvimento da planta envolve uma série coordenada de processos bioquimicos,
incluindo a biossintese e degradagdo de componentes das paredes celulares (Stolle-Smits et

al.1999).



Existem poucos trabalhos relacionando as alteragdes dos polissacarideos de parede
celular com a maturacdo ¢ o armazenamento de sementes. Koch et al. (1999) e Markovic &
Obendorf (1999) avaliaram a influéncia do metanol, proveniente da acdo da enzima pectina
metilesterase (PME), sobre a maturacdo e posterior deterioragdo de sementes de soja na fase
de pré-colheita. A pectina metilesterase ¢ uma importante enzima de parede celular, envolvida
em diferentes processos incluindo a ades@o celular e o crescimento caulinar. Essa enzima
catalisa a desmetilesterificacdo das moléculas de pectina (HGI), liberando, principalmente
metanol (Micheli 2001). A atividade da pectina metilesterase também esta envolvida na

quebra da dorméncia de sementes de cedro amarelo (Ren & Kermode 2000).

McCartney et al. (2000), utilizando anticorpos monoclonais especificos para
polissacarideos pécticos da parede celular, estudaram as alteragdes e a complexidade desses
polimeros durante a matura¢do de sementes de ervilha. Esses autores constataram que existem
alteracdes espago-temporais na deposicdo das pectinas e que essas modificacdes estariam
relacionadas com as propriedades mecanicas dessas paredes, o que seria uma preparagdo para

a dessecacdo, ja que ocorrem ao final da fase de maturag@o.

Estudos com as chamadas “plantas que ressuscitam” mostraram que, ao serem
desidratadas, apresentavam um dobramento de suas paredes celulares resultando em uma
compactacdo da célula. Esse dobramento da parede celular acompanhou a desidratagdo do
protoplasto, evitando o deslocamento da membrana plasmatica e mantendo a organizagdo
celular (Farrant 2000, Moore et al. 2006). Analises da composi¢ao da parede celular dessas
plantas revelaram alto teor de arabinanos (Moore et al. 2006), como aqueles relatados em

sementes ortodoxas como o feijdo (Shiga et al. 2004).

1.4 Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil)

O pau-brasil ¢ uma leguminosa (Figura 1A) endémica da Mata Atlantica, de extrema
importancia historica para o Brasil, ndo sé por ter sido o primeiro produto de comércio, mas
principalmente por ter dado nome ao pais (Rocha 2004). A exploracdo do pau-brasil desde a
época da colonizacdo, servindo como matéria prima para a produgao de corantes e confeccao
de barcos, levou a drastica reducdo das populacdes naturais da espécie. Devido a esse fato,
desde 1994, o pau-brasil encontra-se na lista do IBAMA de espécies em risco de extingao.
Sua distribuicdo geografica atual restringe-se a Mata Atlantica na costa do Brasil, do Rio
Grande do Norte ao Rio de Janeiro (Rocha 2004), concentrando-se em trés regides com

florestas mais secas (Carvalho ef al. 2005).



As sementes de pau-brasil (Figura 1B) apresentam comportamento ortodoxo,
tolerando a secagem até cerca de 7% do teor de dgua, contudo, apresentam um curto periodo
de viabilidade quando armazenadas a temperatura ambiente. Além disso, a sua sensibilidade a
secagem ¢ influenciada pela qualidade inicial das sementes (Barbedo et al. 2002). O vigor e a
germinagdo das sementes de pau-brasil também dependem do ponto de maturidade fisiologica
no qual as sementes sdo colhidas (Borges et al. 2005). Teixeira et al. (2004) notaram a
presenca de estomatos no tegumento das sementes de pau-brasil e a auséncia de camadas de
osteosclereideos, caracteristicas estas que poderiam contribuir para a baixa longevidade
dessas sementes em condigdes naturais (Borges et al. 2005). Segundo Garcia et al. (2006) a
capacidade germinativa das sementes de pau-brasil, durante o armazenamento,
aparentemente, estd relacionada com as variagdes nos carboidratos soliiveis. Esses autores
observaram uma alteragdo na proporgao de glucose e frutose, em relacdo a de sacarose. Sendo
as sementes de pau-brasil preservadas por até 18 meses quando armazenadas sob temperaturas
baixas. Entretanto ao longo da maturacdo das sementes de pau-brasil, Borges et al. (2006)
notaram que os teores de ciclitdis aumentavam a medida que essas sementes adquiriam a
maturidade e que o acumulo de alguns desses acticares alcoois coincidia com a porcentagem

maxima de germinacao.

Figura 1. Aspectos gerais de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil). A — Exemplar
adulto, B — sementes maduras, C — frutos imaturos, D — inflorescéncia, E — tronco com
aculeos. Barras = 30 cm (figura A), 1 cm (figuras B, C e D) e 5 cm (figura E). (Prancha
gentilmente cedida por J.I1.O. Mello).

10



Contudo Hellmann (2006) observou que apesar de ocorrerem flutuacdes nos teores de
carboidratos de reserva das sementes de pau-brasil armazenadas em baixas temperaturas,
essas flutuagdes parecem ndo ter influéncia direta sobre a viabilidade dessas sementes.
Resultado semelhante foi encontrado por Mello (2008) em sementes de pau-brasil congeladas
por 30 dias, com diferentes teores de agua. Foi observado que durante o periodo de
armazenamento a — 18 °C ocorreu pequena diminui¢@o no teor de amido, ao passo que o teor
de carboidratos soltiveis aumentou. Entretanto, a porcentagem de germinacgdo nao foi alterada,

mantendo valor préximo de 90% durante todo o periodo de armazenamento.

Apesar de varios fatores terem sido analisados em relagdo a tolerdncia a dessecagdo
nas sementes de pau-brasil, ainda existem varias lacunas a serem preenchidas, uma vez que, o
processo de reducdo da germinagdo e deterioracdo ocorre como conseqiiéncia de uma série de
eventos como a desorganiza¢do de membrana plasmatica, redugcdo ¢ mudancas estruturais nas
fontes energéticas, a exemplo das proteinas e carboidratos. Dessa forma, a analise estrutural
durante o armazenamento de sementes pode ser uma ferramenta importante para
monitoramento de alteragdes subcelulares e avaliar os efeitos causados durante o processo.
Além disso, a relacdo dessas variagdes com outras que possivelmente ocorrem nos
polissacarideos das paredes celulares ainda ¢ desconhecida. Assim, o conhecimento da
dindmica dos polissacarideos das paredes celulares durante a maturagdo e o armazenamento
podera auxiliar no entendimento da baixa longevidade apresentada pelas sementes de pau-

brasil quando armazenadas em temperatura ambiente.

Objetivo

Analisar a composi¢@o e a estrutura das paredes celulares de sementes de pau-brasil
durante a maturagdo ¢ o armazenamento em diferentes temperaturas, objetivando avaliar se
alteragdes nessa organela podem estar relacionadas a aquisi¢do da tolerdncia a dessecacao

durante a maturagdo e a deterioragdo durante o armazenamento.

11



2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

As sementes de Caesalpinia echinata Lam. - Leguminosae (pau-brasil) - utilizadas
neste trabalho, nos estudos de maturacdo e de armazenamento, foram coletadas de plantas
cultivadas em arboreto experimental homogéneo, com cerca de 250 arvores, existente na
Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guacu (RBEEMG), municipio de Mogi-
Guacu, SP, (22°15-16' S e 47°8-12' W). Em alguns experimentos também foram utilizadas
sementes procedentes de arvores adultas mantidas na area do Instituto de Botanica de Sdo
Paulo.

Inflorescéncias que apresentavam mais da metade das flores em antese foram

marcadas no periodo de maximo florescimento da espécie, que ocorreu no més de novembro

de 2006 e 2007 nas areas de coleta.

2.2 Maturacio das sementes de pau-brasil

Os frutos foram coletados diretamente das arvores aos 45, 55 e 65 dias ap6s a antese
(DAA), caracterizando diferentes fases de maturacdo das sementes (Figura 2), conforme
descrito por Borges et al. (2005). O material vegetal foi trazido para o Laboratorio de
Sementes e Melhoramento Vegetal do Instituto de Botanica de S2o Paulo. Os frutos foram
abertos manualmente, as sementes foram selecionadas, sendo descartadas aquelas que

apresentaram danos por insetos e ma formacao.

Figura 2. Aspecto geral de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) em
trés estadios de maturagdo. A: sementes com 45 DAA; B: sementes com 55 DAA; C:
sementes com 65 DAA. Barra = Icm.

12



2.3 Armazenamento das sementes de pau-brasil

Os frutos contendo sementes maduras (65 DAA) de pau-brasil foram trazidos para o
Laboratorio de Sementes e Melhoramento vegetal, do Instituto de Botanica de Sao Paulo e
mantidos em temperatura ambiente até sua deiscéncia, sendo denominados TO fresco.
Adicionalmente, sementes recém dispersas (menos de 24h da dispersdo) foram colhidas e
secas ao sol (denominadas TO seco).

As sementes maduras e recém dispersas, (T0O seco) foram armazenadas por 30, 60, 180
e 338 dias em camara fria (7 + 2 °C), em temperatura ambiente do laboratorio (25 =5 °C) e
somente por 180 dias em congelador (-18 °C). As temperaturas e periodos de armazenamento
foram selecionados com base em estudos anteriores realizados por Barbedo et al. (2002) e

Hellmann et al. (2006).

2.4 Analises fisioldgicas e bioquimicas

As sementes utilizadas no estudo de maturagdo, logo apds a coleta, e as sementes
utilizadas no estudo de armazenamento, apos a coleta e apds cada periodo de armazenamento,
foram analisadas pelos métodos descritos a seguir. Para as analises bioquimicas foram

descartados os tegumentos das sementes e todas as analises foram realizadas em triplicatas.

2.4.1 Determinacao do teor de agua e matéria seca

O teor de dgua (expresso em porcentagem, com base na massa umida, % p,) € 0
contetdo de matéria seca (g.semente™) foram determinados através do método de estufa a 103
°C por 17 horas (ISTA 1985), em quatro repeti¢des de cinco sementes cada. Para os diferentes
estadios de maturacdo (45, 55 ¢ 65 DAA), devido ao menor numero disponivel, foram

utilizadas trés sementes por repeti¢do para a determinagdo desses parametros.

2.4.2 Testes de germinagao

Para os testes de germinacdo foram utilizadas quatro repeticdoes de 12 sementes, em
rolos de papel para germinacdo (Germitest), previamente umedecidos com 4gua até sua
saturagdo e escorrendo-se o excesso. Os rolos foram colocados em germinadores Marconi tipo
MA400 com circulagdo interna de agua, a 25+1 °C, com fotoperiodo de 12 horas e elevada

umidade relativa do ar (Mello & Barbedo 2007). As leituras para este teste foram iniciadas a
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partir do segundo dia, em dias alternados, registrando-se as sementes germinadas (protrusao
da raiz primaria de no minimo 5 mm) e com desenvolvimento normal (presenca de sistema
radicular e parte aérea sem aparentes defeitos) (Barbedo er al. 2002, Borges et al. 2005).
Foram calculados os indices de indice de velocidade de germinagdo (IVG), Tempo médio de
germinacdo (Tm) e varidncia do tempo médio de germinacdo (S*Tm) (Santana & Ranal

2004).

2.4.3 Extragdo e quantificacdo de agucares soluveis

As sementes foram pesadas, descascadas, homogeneizadas manualmente e fervidas em
etanol 80% (10mL/g peso fresco) por 10 min (por trés vezes), para extragdo dos agucares
soltiveis. Apoés cada extragdo, o material foi centrifugado por 5 minutos a 1294 g ¢ os
residuos lavados com agua destilada (10 mL/g) a 60 °C, congelados e liofilizados.

Os extratos etanolicos foram concentrados em evaporador rotatério até eliminagdo do
alcool e utilizados para quantificacdo de carboidratos soluveis totais pelo método do fenol-
sulfurico (Dubois ef al. 1956), utilizando glucose como padrdo. Os agucares redutores foram
avaliados pelo método de Somogyi-Nelson (Somogyi 1945), também tendo glucose como

padrao.

2.4.4. Extracdo de lipidios

Os residuos da extracdo de aglicares soltiveis foram lavados (10 mL/g) trés vezes em
cloroférmio:metanol (1:1, v/v) por 20 min, duas vezes em acetona pura por 10 min e duas
vezes em éter etilico também por 10 min. Sempre apods cada lavagem, o material foi
centrifugado por 10 min a 1294 g. Os sobrenadantes de cada extracdo foram reunidos e
deixados em capela até¢ completa evaporacdo do solvente, sendo pesados e o0s pesos
considerados como uma estimativa do rendimento em lipidios.

Os residuos deslipidizados foram mantidos em capela até completa evaporagao do

solvente, sendo pesados e utilizados para extragdao de amido.

2.4.5. Extracdo e quantificagao de amido

Para extracdao de amido, ao residuo da extragao lipidica foi adicionado DMSO a 90%
(10 mL/g) (adaptado de Gorshkova et al. 1996), que permaneceu sob agitagdo por 16 h. O

material foi centrifugado por 15 min a 1294 g, sendo o sobrenadante coletado. Mais quatro
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extragdes com DMSO 90% (10mL/g) foram realizadas, sendo duas delas por 4 h cada, e as
outras duas por uma noite em cdmara fria, a 5 °C. Apds cada extragdo, o material foi
centrifugado por 15 min a 1294 g e o sobrenadante coletado. O precipitado foi lavado
exaustivamente em agua destilada, para remog¢do completa do DMSO e o sobrenadante foi
reunido a fracdo de DMSO.

Apods a remogdo do amido por DMSO, o residuo foi tratado por 24 h a 30 °C com
Amiloglucosidase (AMG) para a retirada do amido resistente. Foram utilizadas 50 U da
enzima ¢ um volume de 500 ul para cada 500 mg de material. Apds centrifugacdo a 1294 g,
por 5 min, o material foi lavado duas vezes com agua destilada, com o mesmo volume
utilizado para a AMG. As duas fragcdes foram reunidas e os carboidratos totais e os acidos
urdnicos foram quantificados através dos métodos de fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956) e
m-hidroxibifenil (Filisetti-Cozzi & Carpita 1991), respectivamente. O material foi lavado com
acetona e éter etilico, duas vezes o volume utilizado para a AMG, liofilizado ¢ o residuo
considerado como o rendimento em parede celular.

Para a estimativa do teor de amido, a fragdo de DMSO foi dialisada exaustivamente
em agua destilada a 5 °C, liofilizada e ressuspensa em 4gua deionizada. O amido foi
quantificado indiretamente pelo teor de agucares totais pelo método de fenol-sulfurico

(Dubois et al. 1956).

2.4.6. Fracionamento da parede celular

O residuo, apos a remocdo dos agucares soluveis, lipidios e amido foi considerado
como o rendimento em parede celular (porcentagem em relagdo a massa seca total da
semente). Esse residuo foi utilizado para o fracionamento da parede celular.

Para a obteng¢do de pectinas, as paredes celulares foram extraidas (3 vezes) com
oxalato de amonio 0,5% (10 mL/g), pH 7,0, a 100°C, durante 1 h. O sobrenadante foi coletado
apos centrifugacdo a 1294 g para cada extrag¢do. Os sobrenadantes foram reunidos e dialisados
em 4gua destilada por 48 h. Para extrair o restante das pectinas metilesterificadas e as
hemiceluloses fracamente ligadas a celulose, ao residuo foi adicionado NaOH 1N, contendo 3
mg/mL de NaBH,4, durante 24 h a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo a 1294 g, os
sobrenadantes foram reunidos, neutralizados com acido acético glacial e dialisados
exaustivamente em agua destilada por 48 h. O mesmo procedimento foi realizado com NaOH
6 N (Koch et al. 1999). Ao final do processo, todas as fragcdes dialisadas foram congeladas ¢
liofilizadas para obten¢@o dos respectivos rendimentos. O teor de celulose foi quantificado

ap6s digestdo dos residuos de fracionamento da parede celular com acido nitrico: acido
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acético glacial: 4gua destilada. O residuo foi lavado em 4gua deionizada, liofilizado e pesado,
correspondendo a porcentagem de celulose (Gorshkova et al. 1996).

Uma aliquota de cada material dialisado foi submetida a hidrolise acida com acido
trifluoracético (TFA) 2N em ampolas seladas por 1 h a 121° C em autoclave. Apods
evaporacdo do acido, as amostras foram dissolvidas em agua deionizada, filtradas em filtros
Millipore 45 um, quantificadas quanto aos teores de carboidratos totais (Dubois et al.1956) e
de 4cidos urodnicos (Filisetti-Cozzi & Carpita 1991) e analisadas por cromatografia liquida de
troca anidnica de alta resolu¢do com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em
coluna Carbo-Pac PA1 em sistema Dionex ICS 3000. Os monossacarideos neutros foram
eluidos isocraticamente com NaOH 20 mM e identificados por comparagdo dos tempos de

elui¢do com padrdes comerciais de monossacarideos.

2.5. Analises ultra-estruturais

As andlises estruturais foram realizadas em sementes recém coletadas nos diferentes
estddios de maturagdo (45, 55 e 65 DAA), em sementes maduras apos a secagem e apos o
armazenamento por 388 dias a 7, 25 e -18 °C, de acordo com procedimento descrito no item
2.2. Eixos embrionarios na regido proxima a inser¢do dos cotilédones, e cotilédones foram
fixados separadamente em paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato
de sodio 50 mM, pH 7,2 e CaCl, 5 mM. A poés- fixagdo foi efetuada com tetroxido de 6smio
1% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 por 1 h no escuro, a temperatura ambiente.
Apoés lavagem com tampao cacodilato de sodio, as amostras foram desidratadas em série
cetonica ascendente, infiltradas e incluidas em resina Spurr (Louro ef al. 2003). A
polimerizagdo foi realizada por 16 h em estufa a 70 °C. Secgdes transversais e longitudinais
das sementes (0,5-1,0 mm) foram obtidas em microtomo Sorvall, aderidas em ladmina, coradas
com azul de toluidina a 1% por 1-2 min ¢ montadas em Permout. As amostras foram
observadas em microscopio Axioplan 2.

Os cortes ultrafinos foram realizados com cerca de 700 nm, colhidos em grades de
cobre de 400 mesh e posteriormente contrastados com acetato de uranila 1% em etanol
absoluto e citrato de chumbo. As observagdes e eletromicrografias foram efetuadas através do

MET JEOL 120.
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2.6 Delineamento experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo utilizadas quatro
repeti¢des para os testes de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, tempo médio,
variancia do tempo médio, teor de agua e massa seca e trés repeticdes para as analises
bioquimicas. No experimento de maturacdo os tratamentos foram constituidos pelas idades,
ou seja, 45, 55 e 65 DAA. No experimento de armazenamento utilizou-se esquema fatorial
2X4, sendo duas temperaturas (7 °C e 25 °C) e quatro periodos (0, 30, 60 e 180). Sempre que
possivel, os resultados foram submetidos a analise de variancia (Teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade), empregando-se o teste Tukey para a comparacdo das médias, também a 5%.
Quando necessario, para ajuste da normalidade, os valores foram transformados em arc sen

(%)0,5‘
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3. Resultados

3.1 Variagdes fisioldgicas, bioquimicas e estruturais durante a maturacao das sementes

Caracterizagdo fisiologica

As analises efetuadas com sementes de pau-brasil provenientes de Moji-Guagu em trés
estadios distintos de maturacdo (45, 55 e 65 DAA) revelaram que a massa fresca (MF)
maxima foi atingida aos 55 DAA (tabela 1). O maior valor de massa seca (MS) foi encontrado
aos 65 DAA, embora incremento mais acentuado tenha sido observado entre 45 ¢ 55 DAA.
Ao longo do periodo de maturacio, o teor de agua dessas sementes diminuiu, atingindo cerca
de 12% ao final da maturag¢do (65 DAA), sendo 84% menor em relagdo ao primeiro estadio
estudado (45 DAA). Foi evidenciado, também, aumento na porcentagem de germinacdo com

a maturagdo das sementes, atingindo os 100% aos 55 DAA (tabela 1).

Tabela 1. Massa fresca (PF) inicial, massa seca (MS), teor de dgua e porcentagem de
germinagdo (G) em trés diferentes estadios de maturagdo (dias apos a antese = DAA) das
sementes de pau-brasil. Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 4 para
germinagdo e n = 3 para os demais pardmetros).

Estadio MF Teor de 4gua MS G

(DAA) (mg) (%) (mg) (%)
45 363 +007 77,35 113 +0,03 88
55 543 £0,07 69.70 217+ 0,04 100
65 344 £ 0,06 12,74 223 40,01 100

Dados fornecidos por S. Leduc (2007)

Carboidratos ndo estruturais

A analise do extrato etanolico das sementes de C. echinata mostrou que, apesar de ter
sido observado aumento no peso seco das sementes a partir dos 45 DAA, houve reducdo de
63% no teor de aclcares totais nesse periodo (figura 3). A propor¢ao dos aglcares redutores
em relagdo aos agucares totais também diminuiu passando de 43,7% para 29,7%. Entretanto,
o teor de amido, quantificado inespecificamente pela dosagem de agucar total, aumentou

cerca de 64% nesse mesmo periodo, ou seja, de 45 para 55 DAA (figura 3).
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Figura 3. Teores de aglicares totais, aglicares redutores ¢ amido (mg g MS) extraidos
de sementes de C. echinata em trés estadios de maturagao (45, 55 ¢ 65 DAA). As
barras representam o erro padrao da média (n = 3).

Para as sementes de pau-brasil foi observado aumento no teor de lipidios (extraidos
pelas lavagens com solventes orgénicos) ao longo da maturagio, passando de 31 mg.g” no
inicio da maturagio (45 DAA) para 72 mg.g"' na fase final (65 DAA), correspondendo a cerca

de 3% do peso seco da semente nessa fase.

Caracteriza¢do da parede celular durante a maturagdo

Coincidindo com o periodo no qual houve diminui¢do nos teores de aglcares totais
(figura 3), o maior rendimento em parede celular (porcentagem em relagdo a massa seca da
semente) foi observado aos 55 DAA, sendo a propor¢ao de parede celular duas vezes maior
do que no estadio anterior (figura 4). Apos esse periodo, houve redugdo de cerca de 60% na
proporgao da parede celular em relagdo a massa seca total da semente.

Pelo calculo da porcentagem de cada fragdo da parede celular em relagdo a massa seca
total da parede nota-se que houve alteragdo na propor¢do das diferentes fracdes de 45 para 55
DAA (figura 5), com uma maior solubilizacdo dos polissacarideos na fracdo NaOH IN,
composta principalmente de hemiceluloses fracamente ligadas a celulose. Esses dados
mostram que o incremento observado no rendimento total da parede de 45 para 55 DAA

(figura 4) refere-se basicamente a alteracdes nessa fragao.
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Figura 4. Rendimento de parede celular (%) das sementes de C. echinata (pau-brasil)
em trés estadios de maturagdo (45, 55 e 65 DAA). Os valores representam a média de
trés determinagoes.

A proporg¢ao relativa da fracdo oxalato de amodnio e da fragdo de NaOH 6N diminuiu
45% e 23% apos os 45 DAA, respectivamente. Em contraste, a proporc¢ao relativa das fracdes
de NaOH 1N e de celulose aumentou 1,5 e 3,2 vezes, respectivamente, sendo essas alteragoes

mantidas até o final da maturacao (figura 5).

A composicao dos polissacarideos das diferentes fragcdes da parede celular encontra-se
na figura 6. Os monossacarideos predominantes nas fracdes de pectinas (oxalato de amonio) e
NaOH 1IN foram arabinose e glucose, sendo observado aumento do primeiro e redugdo da
proporcao relativa do segundo, com a maturidade das sementes. Na fracdo de hemiceluloses
fortemente ligadas a celulose (NaOH 6N), os agucares predominantes foram glucose,
arabinose e xilose, respectivamente, no inicio da maturagdo. Com a maturagdo houve
incremento na propor¢do de glucose e, consequentemente, diminuicdo na propor¢do dos
demais agticares. Ramnose foi detectada apenas na fracdo NaOH 1N aos 45 DAA.

A quantificacao de acidos urdnicos nas fragdes revelou predominio desses aclicares na
fragdo de pectinas, nos trés estadios de maturagcdo das sementes, conforme esperado, uma vez
que a maior parte dos polissacarideos acidos encontra-se nessa fracdo (figura 7A). Com a
maturacao, o teor de acidos urdnicos diminuiu, contudo aos 65 DAA a propor¢ao em relagdo

a fracdo de acucar total ainda era cerca de 4 vezes maior.
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Figura 5. Rendimento das fracdes de parede celular (%) em sementes de C. echinata (pau-
brasil) em trés estddios de maturacdo (45, 55 e 65 DAA). Fragdes: oxalato = pectinas,
NaOH IN = hemiceluloses fracamente ligadas a celulose, NaOH 6N = hemiceluloses
fortemente ligadas a celulose e celulose. Os valores representam a média de trés

determinagdes.
Oxalato NaOH IN NaOH 6N
(Pectinas) (Hemiceluloses fracamente  (Hemiceluloses fortemente

ligadas a celulose) ligadas a celulose)

~—~_ 1

45 DAA
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Figura 6. Composicdo em monossacarideos (% relativa) em relagdo a massa seca da parede
celular de sementes de C. echinata (pau-brasil) em diferentes estddios de maturacdo (54, 55 e
65 DAA). Os valores representam a média de trés determinagdes.
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Figura 7. Teor de acticares totais e adcidos urdnicos (mg g'1 MS) nas fragoes da parede
celular de sementes de pau-brasil em trés estadios de maturacao (45, 55 ¢ 65 DAA). A:
Fracdo de pectinas. B: Fracdo de hemiceluloses fracamente ligadas a celulose. C:
fragdo de hemiceluloses fortemente ligadas a celulose. Os valores representam a média
de trés determinacoes ¢ as barras os erros padrao.

Analises ultra-estruturais durante a maturacdo

As analises ultra-estruturais foram realizadas nos trés estadios de maturacdo, em eixos

embrionarios, na regido proxima a inser¢ao dos cotilédones, e nos cotilédones. As descrigoes

foram agrupadas por estadio de maturagao.
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Eixo embrionario

45 DAA — Cortes transversais mostram células targidas com citoplasma aderido a
paredes celulares finas, com pequenas ondulagdes (figura 8 A) e, em alguns casos, com
dobras bem acentuadas (figura 8 B). Adjacente a zona de intersecdo das células, as
paredes tornam-se mais espessadas, sendo cerca de 3 a 5 vezes maiores
do que nas demais regides da célula (figura 8§ C). O citoplasma apresenta-se
denso e nele imersos observam-se amiloplastos contendo um ou mais graos de amido
e numerosos corpos protéicos distribuidos aleatoriamente ao longo da célula.
O nucleo e as mitocondrias apresentam estruturas preservadas, assim como o Golgi e o

reticulo endoplasmatico, geralmente proximos a parede celular (figuras 8 A-C).

55 DAA — Cortes transversais evidenciam células targidas, com a parede ligeiramente
espessada, com pequenas dobras (figura 9). O citoplasma ¢ denso sendo observados
numerosos plastideos bem desenvolvidos com um ou mais gridos de amido e plastogldbulos
(figura 9 B). Imersos no citoplasma encontram-se, ainda, numerosos corpos protéicos, com
conteudo eletrondenso de aspecto granuloso, ocupando grande parte da
célula (figura 9 A). Na regido de jungdo entre as células adjacentes a parede celular
apresenta-se mais espessada do que no restante da célula (figura 9 C). Os plastos apresentam
numerosos graos de amido e plastoglobulos e o nicleo ¢ bem delimitado, apresentando
caracteristicas preservadas ocupando grandes por¢des do citoplasma. Adjacentes as paredes
celulares, vesiculas ricas em lipidios podem ser observadas. Em ambas as células, evidenciam
mitocondrias com caracteristicas preservadas, Golgi e reticulo endoplasmatico sdo

visualizados adjacentes a parede celular e dispersos ao acaso, respectivamente (figura 9 A-C).

65 DAA — Cortes transversais evidenciam paredes espessas e levemente onduladas,
campos primarios de pontoagdo regularmente espagados (figura 10 A). O citoplasma ¢ denso
com a presenga de numerosos graos de amido, corpos protéicos de contetido eletrondenso
finamente granular de grandes dimensdes e outros com matriz pouco granulosa e pouco
preenchida (figura 10 A, B). Observa-se, ainda, a presenca de grande niimero de vesiculas
lipidicas distribuidas, principalmente, ao longo da plasmalema (figura 10 B, C). As
mitocondrias ndo apresentam suas caracteristicas preservadas, assim como, o reticulo

endoplasmatico.
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Figura 8. Eletromicrografias de cortes transversais da regido do parénquima de eixo
embrionario de sementes de C. echinata (pau-brasil) aos 45 DAA. A — Células com
dobras e ondulacdes nas parede celular (Pc). B — Detalhe das dobras da parede celular.
C- Detalhe da zona de jung@o das células (Zj). As setas indicam dobras na parede
celular. Am: Grao de amido; Cp: Corpo proteico; G: Complexo de Golgi; Nu: Nucleo;
Mi: Mitocondria; Pt: plastideo, Re: Reticulo endoplasmatico.
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Figura 9. Eletromicrografias de cortes transversais do eixo embrionario de sementes de
C. echinata (pau-brasil) aos 55 DAA. A- Parede celular espessada (Pc) com ondulagoes
(seta). B — Detalhe da parede celular. C — Detalhe da zona de jungdo das células com
lamela média (Lm) bem definida. As setas indicam dobras na parede celular. Pt:
plastideo Am:gréo de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: vesiculas de lipideo; Nu: Nucleo;
Mi: Mitocondria; Re: Reticulo endoplasmatico; Zj: zona de juncdo das células.
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Figura 10. Eletromicrografias de cortes transversais do eixo embrionario de sementes de
C. echinata (pau-brasil) aos 65 DAA. A — Célula com paredes celulares (Pc) levemente
onduladas (seta). B — Detalhe da parede celular com vesiculas de lipideos. C — Detalhe
da zona de jungdo das células. Am:Grdo de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de
lipideo; Lm: Lamela média; Mi: Mitocondria; Mp: plasmalema; Pt: plastideo; Re:
Reticulo endoplasmatico.
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Cotilédones

45 DAA — Cortes transversais na regido das células parenquimaticas, evidenciaram
paredes celulares de espessura heterogénea, freqiientemente espessadas, porém com regides
delgadas nos campos primarios de pontoagdes (figura 11 A). Os amiloplastos possuem forma
e dimensdes variadas e, geralmente um unico grdo de amido ocupa toda a regido da matriz.
Os corpos protéicos apresentam conteido granular, sem uniformidade e as vesiculas
lipidicas, presentes em grande quantidade, encontram-se sem organizagao aparente, dispersas
no citoplasma (figura 11 B). As mitocOndrias apresentam caracteristicas preservadas, e
juntamente com o reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi aparecem distribuidos

aleatoriamente no citoplasma (figuras 11 A, B).

55 DAA — Nos cortes transversais na regido das células parenquimaticas verifica-se
espessamento irregular das paredes celulares, com as regides dos campos primarios de
pontoacdes, de distribui¢do regular (figura 12 A, B) e com espessamento menor do que as
demais regides da parede. Os amiloplastos, nesta etapa, sofrem aumento nas dimensdes e
podem ser observados com um ou mais graos de amidos imersos em sua matriz. Os corpos
protéicos aumentam em numero e dimensdes, ocupando grande parte do citoplasma e sua
matriz apresenta-se totalmente preenchida por fina granulosidade eletrondensa (figura 12 A).
Adjacente aos amiloplastos € a membrana plasmatica, ocorre aumento no nimero de vesiculas

lipidicas (figura 12 B).

65 DAA — Cortes transversais na regido das células parenquimadticas, mostram
espessamento irregular das paredes celulares, com as regides dos campos primarios de
pontoacdes, que possuem distribuicdo regular e grande nimero de plasmodesmas (figura 13
A) e com menor espessamento do que as demais regides da parede. Foi observado aumento
na quantidade e nas dimensdes dos granulos de amido e aumento no nimero dos graos
agregados em amiloplastos (figura 13 B). Evidenciam-se numerosas vesiculas lipidicas
organizadas ao redor dos amiloplastos ¢ ao longo da membrana plasmatica. Por vezes,
observa-se aparente coalescéncia de algumas delas, tornado-se unidas umas as outras e

maiores em dimensao (figura 13 A, B).
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Figura 11. Eletromicrografias de cortes transversais de cotilédones de sementes de C.
echinata (pau-brasil) aos 45 DAA. A-. Detalhes dos graos de amido, parede celular e
vesiculas de lipideo. B — Detalhe da parede celular (Pc) com a seta indicando campo de
pontoacdo (P), também visivel na figura A. Am:Grio de amido; Cp: Corpo proteico; G:
Complexo de Golgi; Lp: Vesicula de lipideo; Re: Reticulo endoplasmatico.
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Figura 12. Eletromicrografias de cortes transversais de cotilédones de sementes de C.
echinata (pau-brasil) aos 55 DAA. A- Detalhe da parede celular (Pc) e plastideos
contendo graos de amido. B — Detalhe das vesiculas de lipideo que aparecem junto a
membrana plasmatica. Am:Grao de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo;
Mp: Plasmalema; P: Campo primario de pontoagao.
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Figura 13. Eletromicrografias de cortes transversais de cotilédones de sementes de C.
echinata (pau-brasil) aos 65 DAA. A- Detalhe da parede celular (Pc). B- Detalhe do
graos de amido circundados por vesiculas de lipideo. Am:Grao de amido; Cp: Corpo

proteico; Lp: Vesicula de lipideo, P: Campo primario de pontoagdo; Pd =
Plasmodesmata.
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3.2. Variagdes fisiologicas, bioquimicas e estruturais durante o armazenamento das sementes

Caracterizagdo fisiologica

As sementes de pau-brasil frescas (TO fresca) apresentavam cerca de 89% de
germinag¢do produzindo 75% de plantulas normais. Para as sementes secas, tanto a
porcentagem de germinagdo quanto a produ¢do de plantulas normais foi menor, ao redor de
58% do valor inicial. O armazenamento apds 30 dias, em baixa temperatura (7 °C), ocasionou
um aumento na porcentagem de geminagdo, em relagdo as sementes ndo armazenadas (TO
seco), porém esse comportamento nao se manteve ao longo do armazenamento. Nas sementes
armazenadas a 7 °C, embora tenha sido observada redugdo na porcentagem de produgdo de
plantulas normais, os resultados ndo diferiram estatisticamente, mostrando que o tempo de
armazenamento ndo influenciou essa varidvel. Contudo, nas sementes armazenadas a 25 °C
foi observada a perda na capacidade de produgdo de plantulas logo aos 30 dias de
armazenamento, embora a porcentagem de germinagdo tenha sido reduzida gradativamente.
Excetuaram-se as sementes congeladas (-18 °C) que, mesmo apoés 180 dias de
armazenamento, mantiveram a capacidade germinativa e a producdo de plantulas normais
relativamente altas (tabela 2). Uma vez armazenadas, as sementes de pau-brasil mostraram
pequenas variagdes no teor de agua (de 6 a 11%) com acréscimo ao final do armazenamento,
nas duas temperaturas, sendo esse ganho mais acentuado nas sementes armazenadas a 25 °C.

Os valores de matéria seca ndo apresentaram diferencas significativas durante o
armazenamento, independente da temperatura de armazenamento (tabela 2).

Em relacdo ao IVG (tabela 2), que se refere ao nimero de sementes germinadas por
tempo de semeadura, as sementes de pau-brasil armazenadas a 7 °C apresentam os maiores
valores (3,3 a 0,85) do que as armazenadas a 25 °C, que apresentam valores de 0,71 a 0.
Durante o armazenamento, os IVGs apresentaram pequenas flutuagdes, sendo que as sementes
armazenadas a temperatura ambiente apresentaram reducao linear destes, apresentando valor
nulo apdés 180 dias de armazenamento. Os tempos médios (tabela 2) das sementes
armazenadas a 7 °C variaram de 2,6 a 7,1, enquanto que nas mantidas a 25 °C estes valores
ficaram entre 5,2 a 0, com tendéncia a redugdo com o tempo de armazenamento. Embora para
os valores de IVG e tempo médio tenha sido observada interagdo entre os fatores tempo e
temperatura de armazenamento, isso ndo foi verificado para os valores da variancia do tempo
médio, que ficaram ao redor de 4,4 nas sementes armazenadas a 7 °C e de 0,6 para aquelas
armazenadas a 25 °C, indicando que a germinagdo nessa ultima condi¢do foi mais uniforme

do que aquela observada para as sementes armazenadas a 7 °C. Por outro lado,
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independentemente da temperatura de armazenamento, a variancia do tempo médio de

germinac¢do ndo foi alterada com o tempo de armazenamento.

Tabela 2. Germinagdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%), teor de agua (%), massa seca
(mg g' MF), indice de velocidade de germinagio (IVG), tempo médio (Tm) e variancia do tempo
médio (S*Tm) das sementes de C. echinata (pau-brasil) recém coletadas (T0), ap6s a secagem (TO
seca) e durante o armazenamento em diferentes temperaturas (n = 4).

Tempo de armazenamento

Germinacio Inicial 30 dias 60 dias 180 dias  médias
7°C 52aB 67aA 33aC 35aC -
25 °C 52aA 19bB 6bC 0bC -
-18 °C 52 - - 79 -
C.V (%) 17,63
IVG
7°C 1,6aB 3,3aA 0,8a 1,2aC -
25 C 1,6aA 0,7bB 0,7aB 0bC -
-18 °C - - - -
C.V (%) 25,55
Tempo médio
7 C 6,4aA 2,6aB 7,1aA 4,3aAB -
25°C 6,4aA 3,1aBC 5,2aAB 0bC -
-18°C - - - - -
C.V (%) 36,47
Variancia do tempo médio
7 C 1,4 1,6 8,1 6,6 4,4a
25 °C 1,4 0,8 0 0 0,6b
-18 °C - - - - -
Meédias 1,4A 1,2A 4,1A 3,3A
C.V (%) 65,56
Plantulas normais
7°C 31,2aA 18,7aA 16,7aA 14,6aA -
25 °C 31,2aA 0bB 2,1bB 0bB -
-18 °C 31,2 - - 64,5 -
C.V (%) 46,76
Teor de agua
7 C 6,1aB 6,7bAB 6,3bB 7,2bA -
25 °C 6,1aC 8,8aB 8,6aB 10,6aA -
-18 °C 6,1 - - 8,6 -
C.V (%) 3,99
Massa seca
7 C 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3a
25 °C 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3a
-18 °C 0,3 - - 0,3 -
Médias 0,3A 0,3A 0,3A 0,3A
C.V (%) 10,46

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras
minusculas comparam colunas, letras maiisculas comparam linhas.

32



Carboidratos ndo estruturais

A andlise do extrato etandlico das sementes de C. echinata mostrou que apos a
secagem houve tendéncia a redugdo nos teores de agticares totais. Contudo, apds 30 dias de
armazenamento, indiferentemente da temperatura, o teor de agucar total aumentou cerca de
40%, mantendo essa média até o final do armazenamento. Os teores de acucares redutores
representaram pequena proporcao dos agucares totais, mantendo-se durante o armazenamento,
exceto aos 180 dias de armazenamento, quando houve aumento de 4 vezes o valor inicial.

Nao foi observada diferenca entre as temperaturas de armazenamento (figura 14).

O teor de amido diminuiu durante o armazenamento, sendo o decréscimo ligeiramente
mais acentuado nas sementes mantidas a temperatura ambiente, quando comparadas aquelas
armazenadas a 7 °C (figura 14 C). Foi observada uma relacdo direta entre o teor de amido e a
temperatura de armazenamento. Aos 180 dias as sementes armazenadas, a -18 °C,
apresentaram 68% menos amido do que as sementes ndo armazenadas (TO seca).

Apesar de pequenas oscilacdes, entre os tempos de armazenamento, o teor de lipidios
manteve-se estavel durante o armazenamento, independentemente da temperatura,

correspondendo a cerca de 5% do peso seco da semente.

Caracterizagdo da parede celular durante o armazenamento

Analisando o rendimento (%) em parede celular, ficou evidenciado que o
armazenamento, independentemente da temperatura, ndo alterou a proporcdo de parede
celular em relacdo ao peso seco da semente, excecdo feita para o congelamento por 180 dias
(figura 15). Contudo, a porcentagem relativa das fragdes da parede celular variou ao longo do
armazenamento, indicando que ocorreram alteragdes na solubilizagdo dos diferentes
polissacarideos constituintes (figura 16). Aos 30 dias de armazenamento a 7°C, ndo foram
observadas alteragdes significativas nas proporcoes das diferentes fragoes analisadas, porém a
partir de 60 dias houve aumento de 50% na solubiliza¢ao das pectinas (oxalato) e expressiva

reducdo na proporcao de hemiceluloses solubilizadas em NaOH IN (figura 16 B).

Em contraste, para sementes armazenadas em temperatura ambiente, as
principais alteracdes foram observadas aos 30 dias do armazenamento, com aumento nas
fragdes de oxalato, NaOH 6N e de celulose, em cerca de 60, 90 e 150%, respectivamente. Ao

longo do armazenamento, essa propor¢ao foi novamente alterada (figura 16 C).
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Figura 14. Teores de agtlicares totais (A), actcares redutores (B) e amido (C) (mg g'1
MS) em sementes de C. echinata fresca (TO fresca), seca (TO seca) e durante o
armazenamento em diferentes temperaturas. As barras representam o erro padrao da
média de triplicatas.

O perfil das fragdes da parede celular das sementes congeladas assemelha-se ao
perfil das sementes armazenadas por 30 dias em temperatura ambiente, exceto pela fragdo
péctica (figura 16 D). Houve aumento na solubilizagdo das fracdes oxalato, NaOH 6N e
celulose em detrimento das hemiceluloses extraidas em NaOH IN, cuja fracdo que sofreu

reducdo de 54% (figura 16 D).

A composicdo em monossacarideos neutros das diferentes fracdes da parede
celular encontra-se nas figuras 17, 18 e 19. Em todas as fracdes, a temperatura de

armazenamento parece ter ocasionado alteragdes nas proporg¢des relativas desses agucares.
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Figura 15. Rendimento de parede celular (%) das sementes de C. echinata (pau-brasil)
frescas (TO), apos a secagem (TO seca) e durante o armazenamento em diferentes
temperaturas. As barras representam o erro padrdo da média de triplicatas.

Os monossacarideos predominantes na fracdo de oxalato de aménio (figura 17)
foram xilose/manose, arabinose e galactose. Para as sementes secas, foi observada diminui¢do
da propor¢ao relativa de ramnose e xilose/manose. Entretanto, houve aumento da propor¢ao
relativa da fucose, arabinose e galactose. O armazenamento em baixa temperatura (7 °C) por
30 dias levou a redugdo no teor de ramnose ¢ de arabinose ¢ aumento na proporgao relativa de
galactose a partir desse periodo. Em relagdo a condi¢do seca inicial, a manutengdo das
sementes a temperatura ambiente promoveu redug¢do na proporcao relativa de glucose e
aumento de galactose e ramnose. Apesar da propor¢do relativa de arabinose ter diminuido
com o armazenamento a 7 °C, esse decréscimo foi mais acentuado, cerca de 70%, com o
armazenamento a temperatura ambiente. As sementes congeladas, ao final do armazenamento,
apresentaram diminui¢do na propor¢do relativa de fucose e de glucose (17% e 81%,
respectivamente), quando comparadas as sementes ndo armazenadas, assemelhando-se a

condi¢do de armazenamento por 30 dias a temperatura ambiente.

Os acucares predominantes da fracdo de hemiceluloses fracamente ligadas a
celulose (NaOH 1N) foram a arabinose, encontrada em maior propor¢do, seguida pela
xilose/manose e galactose (figura 18). Nas sementes secas ndo foram observadas alteragdes
expressivas nas proporcdes relativas dos monossacarideos neutros dessa fragdo. Ao longo do
armazenamento, independentemente da temperatura, essas propor¢oes mantiveram-se muito
semelhantes aquelas das sementes ndo armazenadas. A Unica exce¢do ocorreu com a
propor¢ao de glucose no armazenamento em baixa temperatura, que aos 60 dias apresentou-se

44% maior do que nas sementes ndo armazenadas (figura 18).
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Figura 16. Rendimento das fragdes de parede celular (%) em sementes de C. echinata (pau-
brasil). TO fresca e seca (A), e armazenadas por até¢ 180 dias a 7 °C (B), 25 ° C (C) e -18 °C
D).
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Figura 17. Composicdo em monossacarideos (% relativa) da fragdo oxalato de amoénio da
parede celular de sementes de C. echinata (pau-brasil) no momento da coleta (TO), apos a
secagem (TO seca) e ao longo do armazenamento em diferentes temperaturas.

Arabinose, xilose/manose e glucose foram os agtlicares predominantes da fracao
de hemiceluloses fortemente ligadas a celulose (NaOH 6N) (figura 19). As alteragdes mais
expressivas observadas foram aumento de arabinose e reducdo de glucose aos 180 dias, em
sementes mantidas a 7 °C e a temperatura ambiente. Com excegdo da proporg¢do relativa de
glucose, que aumentou em 50%, o congelamento (-18° C) aparentemente ndo alterou
expressivamente as demais proporgdes (figura 19). Foi observado pequeno aumento na

proporcao relativa de xilose/manose.
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Figura 18. Composi¢do em monossacarideos (% relativa) da fragdo NAOH 1IN da parede
celular de sementes de C. echinata (pau-brasil) no momento da coleta (T0), apds a secagem
(TO seca) e ao longo do armazenamento em diferentes temperaturas.
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Figura 19. Composi¢do em monossacarideos (% relativa) da fragdo NAOH 6N da parede
celular de sementes de C. echinata (pau-brasil) no momento da coleta (T0), apés a secagem
(TO seca) e ao longo do armazenamento em diferentes temperaturas.

A quantificagdo de acidos urdénicos nas fragdes da parede celular apontou os maiores
teores na fragdo de oxalato de amonio e, principalmente, nas sementes armazenadas a 7° C.
Contudo, esse teor foi reduzido ao longo da maturagdo, em todas as temperaturas analisadas.
Em relagdo ao teor de agtlicar total, este foi predominante em todas as fracdes da parede
celular, sendo reduzido somente aos 180 dias, mais acentuadamente na fragdo NaOH IN,
paras as sementes armazenadas a 7° C. Apesar da redu¢do de 30%, ao 30 dias, o teor de

actucar total se manteve estavel ao longo do armazenamento em temperatura ambiente.
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Analises ultra-estruturais durante o armazenamento

As sementes de pau-brasil, TO seco, foram armazenadas a 7° C, em temperatura
ambiente de laboratorio (£ 25 °C) e congeladas (-18 °C). Problemas técnicos durante o
procedimento de emblocamento das amostras impediram a obten¢do de cortes dos materiais
armazenados por 30, 60 ¢ 180 dias nas condi¢des mencionadas. Desse modo, as analises ultra-
estruturais foram realizadas, nos eixos embriondrios, na regido proxima a insercdo dos
cotilédones, ¢ nos cotilédones, com as sementes secas (TO seca) e apos os 338 dias de
armazenamento em cada temperatura, periodo no qual a viabilidade havia sido perdida na
temperatura ambiente, reduzida no armazenamento a 7 °C, de cerca de 50% para 10%, e
mantida no congelamento (Barbedo ef al. 2002, Hellmann et al. 2006). Para as sementes

recém coletadas e secas (TO seca) ndo foi possivel a obtenc¢do de cortes dos cotilédones.

Eixo embrionario

TO seca — Em secgdes transversais as células apresentam paredes anticlinais
espessadas, com pequenas ondulagdes. A membrana plasmatica e citoplasma encontram-se
aderidos a parede celular, entretanto, em algumas regides ja ¢ possivel observar retracdo do
protoplasto. Imersos, no citoplasma, observam-se plastideos, contendo grios de amido,
grande nimero de corpos protéicos com matriz granulosa eletrondensa e dispersa. Adjacentes
a parede celular encontram-se vesiculas lipidicas (figura 20 A). Algumas células apresentam o
citoplasma com numerosos corpos protéicos com grandes dimensoes, de conteudo granuloso,
mais eletrondenso, que ocupa toda regido da matriz (figura 20 B). Observa-se grande

quantidade de mitocondrias com perda da estrutura caracteristica (figura 20 A, B).

Temperatura ambiente — Em secgdes transversais as células apresentam paredes pouco
onduladas e delgadas. De um modo geral, observa-se retracdo do protoplasto (figura 21 A),
observando-se grandes espacos entre a parede celular e a membrana plasmatica. Os
amiloplastos estao em numero reduzido, quando comparados ao embrido TO seco, e por vezes,
ja se observa o rompimento das membranas envoltorias dos plastideos, resultando na
dispersdo dos graos de amido no citoplasma (figura 21 A, B). Os corpos protéicos, de
conteudo eletrondenso granuloso, ocupam grande parte do citoplasma (Figura 21 B). Nesta
fase ocorre diminuigdo no numero de vesiculas de lipideo e de mitocondrias, que apresentam

perda do seu arranjo caracteristico (Figura 21 A, B).
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Figura 20. Eletromicrografias de cortes transversais do eixo embrionario de sementes de
C. echinata (pau-brasil) aos 65 DAA secas. A — Célula com paredes celulares (Pc)
levemente onduladas (seta), com retragdo do protoplasto (*). B — Detalhe da célula com
vesiculas de lipideos (Lp) e mitocondrias (Mi). Am:Grao de amido; Cp: Corpo proteico;
Mp: plasmalema.
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Temperatura baixa (7 °C) — Em sec¢des transversais do eixo embriondrio foi observado um
grande afastamento do protoplasto em relacdo a parede celular, que se apresenta bastante
ondulada (figura 22 A). Os amiloplastos, em pequeno numero, encontram-se em geral
dissociados e os graos de amido ocorrem dispersos, 0 mesmo ocorrendo com 0s corpos
protéicos. Os corpos protéicos de conteudo eletrondenso e granuloso ocupam grande por¢do
do citoplasma. Nota-se pouca quantidade de vesiculas lipidicas associadas a membrana
plasmatica e uma grande quantidade dispersa no citoplasma, sem organizagdo aparente

(Figura 22 A, B).

Congelamento (-18 °C) — Em secg¢des transversais do eixo embrionario, as células
parenquimaticas apresentam paredes com dobras (Figura 23A), pouco espessas, sendo
maiores na regido de intersecdo de duas ou mais células (figura 23 B), com organizacdo
celular semelhante a das sementes secas ndo armazenadas (TO seca). E visivel grande nimero
de gridos de amido dispersos no citoplasma, com grandes dimensdes, numerosos corpos
protéicos, de conteudo granular (figura 23 B). Numerosas vesiculas de lipideos aparecem ao
longo da membrana plasmatica (figura 23 A) e distribuidas no citoplasma, sem organizacdo

aparente (figura 23 B).

Cotilédones

Temperatura ambiente (25 °C) — Cortes transversais na regido das células
parenquimaticas evidenciaram que a parede celular apresenta-se levemente ondulada, sendo
mais espessa que nos eixos embrionarios (figura 24 A). Grande quantidade de graos de amido
de tamanhos variados ¢ visualizada. Nota-se desorganizacdo dos corpos protéicos, que
preenchem grande parte do citoplasma. Muitas vesiculas de lipidio aparecem dispostas
aleatoriamente no citoplasma, sugerindo coalescéncia em alguns pontos, junto a membrana

plasmatica. (figura 24 A, B).

Temperatura baixa (7 °C) — Em seccdes transversais de células cotiledonares nota-se a
presenca de grande quantidade de amiloplastos de grandes dimensdes, com um ou mais graos
de amidos dissociados (figura 25 A, C). A parede celular apresenta-se espessada, pouco
ondulada, com campos primarios de pontoagdo ¢ plasmodesmatas visiveis (figura 25 B).
Numerosos corpos protéicos de grande tamanho com conteudo granuloso sdo visualizados.
Observa-se grande quantidade de vesiculas de lipidios dispersas no citoplasma,

desorganizadas e com aparente coalescéncia (figura 25 A, C).
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Figura 21. Eletromicrografias de cortes transversais do eixo embrionario de sementes de
C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em temperatura ambiente (25 °C). A
— Células com retragdo do protoplasto (*) em relagdo a parede celular (Pc, seta). B —
Detalhe da distribuiggo e caracteristicas dos corpos proteicos e dos graos de amido. Am:
Grdo de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo; Mi: Mitocdndria;
Mp:Plasmalema; Zj: Zona de jun¢do das células.
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Figura 22. Eletromicrografias de cortes transversais da regido do parénquima de eixo
embrionario de sementes de C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em
temperatura baixa (7 °C). A — Células com retragdo do protoplasto (*) em relagdo a
parede celular (Pc). B — Detalhe da distribuicdo e caracteristicas dos corpos proteicos
(Cp) e dos graos de amido (Am). Lp: Vesicula de lipideo; Mp: Plasmalema..
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Figura 23. Eletromicrografias de cortes transversais da regido do parénquima de eixo
embrionario de sementes de C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em
temperatura de congelamento (-18 °C). A — Células com parede celular (Pc) com
ondulagdes (seta). B — Detalhe da zona de jungdo das células (Zj). Am: Grao de amido;
Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo; Mi: mitocondria.
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Figura 24. Eletromicrografias de cortes transversais de células dos cotilédones de
sementes de C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em temperatura ambiente
(25 °C). A — Células com parede celular (Pc) com pequena ondulagdo e coslescéncia de
vesiculas de lipidio (Lp) junto a plasmalema (Mp). Nota-se pequena retracdo do
protoplasto (*) junto a zona de jungdo (Zj) das células. B — Detalhe da parede celular
(Pc). Am: Grao de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo.

47



Figura 25. Eletromicrografias de cortes transversais de células dos cotilédones de
sementes de C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em temperatura baixa (7
°C). A — Aspecto geral da célula evidenciado a dissociac@o dos graos de amido (Am).

B — Detalhe da parede celular espessada (Pc) com com coalescéncia de vesiculas de
lipidio. C — Detalhe da dissociag@o do grios de amido. Am: Grio de amido; Cp: Corpo
proteico; Lp: Vesicula de lipideo; Mp:Plasmalema; P: Campo primario de pontoagio;
Pd: Plasmodesmata.
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Congelamento (18° C) — Em cortes transversais de células cotiledonares observa-se parede
celular intacta, sem dobramentos (figura 26 A). Os amiloplastos sdo numerosos, de grandes
dimensdes e com um ou mais graos de amidos associados. Nota-se pequena quantidade de
grdos de amido isolados e numerosos corpos protéicos de tamanhos variados no citoplasma.
Ha grande quantidade de vesiculas lipidicas, algumas coalescidas e outras associadas

principalmente aos amiloplastos e graos de amido (figura 26 A, B).
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Figura 26. Eletromicrografias de cortes transversais de c¢lulas dos cotilédones de
sementes de C. echinata (pau-brasil) armazenadas por 338 dias em temperatura de
congelamento (-18 °C). A — Aspecto geral da célula evidenciado a parede celular (Pc),
plasmalema (Mp) e lamela média (Lm). B — Detalhe dos amiloplastos. Am: Grdo de
amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesiculade lipideo.
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4. Discussao

4.1 Variacées fisiologicas, bioquimicas e estruturais das sementes durante a maturacio

Sementes de pau-brasil, a partir de 45 DAA, mostraram aumento do conteudo de
matéria seca e, apesar do maior valor ter sido encontrado aos 65 DAA, o maior incremento
ocorreu entre 45-55 DAA. O aumento de peso fresco observado nesse periodo deve-se ao
acimulo de matéria seca, uma vez que houve reducdo do teor de agua das sementes durante
esse intervalo, de 77% para 69%. Para as sementes de pau-brasil, a fase denominada de
maturacdo, na qual ocorre a deposi¢do de reservas, tem inicio por volta do 32° dia apos a
antese (DAA) (Borges et al. 2005), entretanto, neste trabalho, foi observado que a fase de
maior acimulo de matéria seca ocorreu entre 45-55 DAA. Segundo alguns autores, o maior
valor de massa seca das sementes de varias espécies corresponde ao ponto maximo de
maturidade fisiologica das mesmas (Carvalho & Nakagawa 1983, Koch et al. 1999). Isso
também foi sugerido por Borges et al. (2005) para sementes de pau-brasil, motivo pelo qual o
ponto de 65 DAA foi escolhido para as analises realizadas no presente trabalho.

As sementes de pau-brasil, desde o inicio da maturacdo, ja apresentavam alta
porcentagem de geminagdo (tabela 1), o que s6 aumentou a medida que estas adquiriam a
maturidade fisiologica. Contudo, Borges et al. (2006) ¢ Leduc (2007) observaram que as
sementes de pau-brasil somente obtiveram a maxima capacidade de produzir plantulas
normais ao final da maturagdo. Segundo Marcos-Filho (2005), a capacidade germinativa ¢
adquirida, em muitas espécies, precocemente durante o processo de maturacdo. Entretanto,
como essas sementes ndo completaram o processo de maturacdo ndo ha a formagdo de
plantulas normais. Para as sementes utilizadas nesse estudo foi observado aumento da
capacidade de produgdo de plantulas normais, a medida que essas sementes amadureciam,
sendo que o aumento mais significativo foi observado entre os periodos de 45 para 55 DAA
com aumento de cerca de 70%, nessa capacidade, alcangado os maiores valores somente ao
final da maturagdo (65 DAA) (dados ndao mostrados).

Foram observados diminui¢do nos teores de agucares totais e redutores e aumento no
teor de amido com a maturagdo das sementes de pau-brasil (figura 3), sugerindo que parte dos
agucares esta sendo direcionada para a sintese desse polissacarideo de reserva (amido), que
corresponde a cerca de 30-40% do peso seco dessas sementes (Garcia et al. 2006). A
diferencga entre agucares totais e redutores deve-se supostamente a presenca de sacarose que,
conforme reportado anteriormente, se mantém em niveis altos e estaveis durante a maturacdo

das sementes dessa espécie (Borges et al. 2006, Leduc 2007). A presenca da sacarose, assim
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como a de oligossacarideos da série da rafinose, seria fundamental para a aquisicdo da
tolerancia a dessecagdo uma vez que auxiliaria na formacdo do estado vitreo na célula,
preservando a estrutura dos fosfolipidios de membrana, mantendo sua estrutura e integridade
durante a secagem. (Obendorf 1997, Hoekstra et al. 2001, Nkang 2002).

As sementes de varias espécies de Leguminosae acumulam amido, proteinas e lipidios
em diferentes propor¢des, e em maior quantidade nos cotilédones, através do importe de
sacarose, nos estadios tardios da maturagdo (Weber et al. 1996, Weber ef al. 1997). O amido é
um dos compostos de reserva mais importantes ¢ de mais ampla ocorréncia nas plantas
(Buckeridge et al. 2004). Em Lupinus sp. o maior acumulo de amido coincidiu com o maior
acumulo de agua, declinando nos estadios finais da maturagdo (Gorecki et al.1997). Para as
sementes de pau-brasil, a quantificagdo inespecifica do teor de amido, revelou uma tendéncia
ao acumulo ao longo da fase de maturagdo, sendo que o maior valor coincidiu com o periodo
de maior acimulo de massa fresca das sementes (55 DAA) (figura 3).

Nas sementes, os lipidios assim como os carboidratos, sdo acumulados na fase de
maturacdo, apresentando variagdes na composi¢dao e no teor e constituindo importante fonte
de energia e carbono, que sera utilizada para o processo de germinacdo e estabelecimento da
plantula (Voelker & Kinney 2001, Buckeridge et al. 2004, Marcos Filhos 2005). Para as
sementes de pau-brasil analisadas nesse trabalho, em diferentes estadios de desenvolvimento,
foi observado um aumento no teor de lipidios ao longo da maturacao, correspondendo a cerca
de 3% do peso seco da semente. Mello (2008), utilizando metodologia especifica para a
quantificagdo de lipidios, verificou que sementes maduras ¢ recém dispersas de pau-brasil
apresentavam ao redor de 17% de lipidios na sua composi¢do. A grande diferenca encontrada
nesses valores deve-se principalmente a metodologia de extracdo dos lipidios utilizada no
nosso trabalho que visava apenas a remog¢ao e ndo a quantificagao do lipidio.

O fato da diminui¢do nos teores de aglicares soluveis (figura 3) e o aumento no
rendimento em parede celular (figura 4) terem ocorrido no mesmo periodo, 55 DAA, pode
indicar que parte desses agucares pode ter sido direcionada, além do amido, para a sintese dos
polissacarideos que compdem a parede celular. Para as sementes de soja, 0 maximo peso
fresco correspondeu com a parada na deposicdo de parede celular (Koch et al. 1999). O maior
acumulo em massa fresca, para as sementes de pau-brasil, ocorreu aos 55 DAA, coincidindo
com o periodo de maior acimulo em parede celular. A redug@o na propor¢do da parede
celular, em relagcdo a massa seca total da semente, apds os 55 DAA, deve-se provavelmente
pelo acimulo de outras reservas, como proteinas. Segundo Marcos-Filho (2005), as
leguminosas exibem variagdes nos teores de lipidios e de carboidratos, mas, geralmente,

apresentam altos teores de proteinas.
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Analisando-se o rendimento de cada fracdo da parede celular, ao longo do
desenvolvimento da semente, nota-se que o incremento em parede celular ocorrido apds os 45
DAA (figura 4) parece ser devido, principalmente, a um aumento na fragdo de hemiceluloses
fracamente ligadas a celulose, ou seja, aquelas extraidas com NaOH IN (figura 5). Nota-se,
ainda, que houve decréscimo na propor¢do de pectinas com a maturacdo (figura 5). O fato de
ramnose ter sido detectada apenas na fragdo NaOH IN em sementes com 45 DAA (figura 6),
em conjunto com a grande quantidade de acidos urdnicos presente na fragdo extraida com
oxalato de amonio (figura 7) sugere que os agucares acidos encontram-se,
predominantemente, na forma de homogalacturonanos nas paredes celulares de sementes de
pau-brasil. A drastica reducdo observada nos teores de acidos urdnicos com a maturagdo
(figura 7) indica fortemente que a redugdo na propor¢do relativa de pectinas a partir de 45
DAA deve-se a reducdo no teor de homogalacturonanos, seu polissacarideo acido majoritario.

O aumento na proporg¢do relativa de arabinose, observado principalmente nas fracdes
extraidas com oxalato de amoénio e alcali fraco durante a maturacdo (figura 6), sugere maior
deposicdo de arabinanos, polissacarideos usualmente presentes como ramificagdes de
polissacarideos acidos como os ramnogalacturonano I (Carpita & McCann 2000). Diversos
trabalhos relatam a ocorréncia de arabinanos como polissacarideos predominantes em
sementes de leguminosas tais como soja, feijao, ervilha e Vicia faba, ¢ de ndo leguminosas
como espécies pertencentes ao género Brassica (Brillouet & Carré 1983, Huisman et al. 1998,
Koch et al. 1999, Ghosh et al. 2004, Shiga & Lajolo 2005).

Estudos com as chamadas “plantas que ressuscitam” mostraram que as folhas ao serem
desidratadas, apresentavam um dobramento de suas paredes celulares resultando em uma
compactagdo da célula. Esse dobramento da parede celular acompanhava a desidratacdo do
protoplasto, evitando o deslocamento da membrana plasmatica e mantendo a organizagdo
celular (Farrant 2000, Moore et al. 2006). Analises da composi¢cdo da parede celular dessas
plantas revelaram alto teor de arabinanos, sugerindo que a presenga desses polimeros,
conhecidos por conferirem maior flexibilidade a parede celular (Jones et al. 2003, McCartney
et al. 2000), poderiam contribuir para a manutencdo da viabilidade celular durante a re-
hidratagdo (Moore et al. 2006). Desse modo, o aumento na deposi¢ao de polimeros ricos em
arabinose em sementes de pau-brasil poderia de algum modo contribuir para sua tolerdncia a
dessecacao, adquirida durante a maturagao.

Galactose ¢ glucose, por sua vez, sio monossacarideos componentes da parede que
foram encontrados em propor¢des menores em sementes de pau-brasil com 65 DAA.
Alteracdes nas proporgdes de arabinose e galactose foram relatadas durante o

desenvolvimento de sementes de soja (Sasaki 1983, Koch et al. 1999). Entretanto, nesses dois
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estudos as variagoes desses dois monossacarideos, arabinose e galactose, foram distintas das
observadas para sementes de pau-brasil (figura 6). Sasaki (1983) observou um aumento na
proporcdo de galactose e diminui¢do da propor¢do de arabinose. Koch et al. (1999), por sua
vez, verificaram manutenc¢do da propor¢do de galactose e aumento da propor¢do de arabinose.
Essa propor¢do, segundo Stombaught ef al. (2000), poderia ser um parametro melhor de
avaliacdo da condicdo de maturidade de sementes do que a quantidade individual desses
acucares. McCartney et al. (2000) observaram que a deposi¢do de galactanos ocorreu na fase
mais tardia do desenvolvimento, em regides especificas do cotilédone, em sementes de
ervilha, coincidindo com o periodo de secagem. Esses autores relacionaram esses fatos com as
propriedades mecanicas da parede celular, o que seria uma preparagdo para a dessecacdo. O
aumento de galactose na fase final do desenvolvimento, das sementes de soja, também foi
correlacionado como sendo um possivel fator na preparagdo para a secagem ocorrida no final
da maturacdo (Koch et al. 1999).

A grande propor¢do de glucose, galactose e xilose presente na fracdo de NaOH 6 N
indica a presenga de um xiloglucano. O xiloglucano foi relatado como sendo a principal
hemicelulose em sementes de leguminosas, como soja (Huisman et al. 1998), trigo (Obel et
al. 2002) e feijao (Shiga & Lajolo 2006) e ndo leguminosas como as sementes de Brassica sp.
(Ghosh et al. 2004). Pelo fato da molécula de xiloglucano ser hidrofilica esse polissacarideo
teria um papel importante nas relagdes hidricas das sementes, além de sua fungdo estrutural
(Brett & Waldron 1990).

As analises ultra-estruturais das sementes de pau-brasil reforgam os dados bioquimicos
em relagdo a presenca e tipo de compostos de reserva e a parede celular. Ao longo do
desenvolvimento foi possivel observar aumento nos compostos de reserva, como o amido e
lipidios (figuras 3, 8-13). Houve nitido aumento na quantidade de amiloplastos ou graos de
amido isolados com a maturagdo, mas a quantidade sempre foi superior nos cotilédones. Esses
resultados estdo de acordo com relatos prévios de que as sementes de pau-brasil apresentam
cerca de 30% de amido na sua constitui¢do, entretanto, o teor no eixo embrionario é cerca de
60% menor do que nos cotilédones (Hellmann 2006, Leduc 2007).

Em sementes de soja, o teor de lipidios aumenta com a maturidade das sementes
(Marcos Filho 2005). Mesmo ndo tendo sido utilizada a metodologia adequada para a
extracdo de lipidios em sementes de pau-brasil foi possivel observar que o teor tendeu a
aumentar com a matura¢ao das sementes. Essa observacdo foi confirmada pelas analises ultra-
estruturais, sendo observado maior nimero de vesiculas lipidicas aos 65 DAA e maior
quantidade nos cotilédones (figuras 10-13), o que corrobora outros trabalhos nos quais foi

mostrado que o teor de lipidios nos cotilédones era cerca de 20 vezes maior do que nos eixos
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embrionarios (Mello 2008). Aos 65 DAA, as vesiculas lipidicas estavam distribuidas
principalmente ao longo da membrana plasmatica nos eixos embrionarios e por todo o
citoplasma ¢ ao redor dos amiloplastos e da plasmalema nos cotilédones.

Diferentemente dos outros compostos de reserva, os corpos protéicos foram
abundantes desde o inicio da maturagao, tanto no eixo quanto nos cotilédones das sementes de
pau-brasil, indicando que estas teriam importante papel no processo de maturagdo, conforme
relatado para sementes de outras espécies, como em Prunus dulcis (Smith et al. 1995).

O espessamento da parede celular observado tanto nos cotilédones quanto nos eixos
embrionarios, durante o desenvolvimento das sementes, deve-se principalmente ao acimulo
de polissacarideos. O aumento na espessura da parede celular foi notado de 45 para 55 DAA
(figuras 8 e 9), o que estd de acordo com os resultados apresentados na figura 4. Os
polissacarideos de parede celular sdo acumulados durante a fase de maturagdo das sementes e,
além de sua fungdo estrutural, podem servir como material de reserva durante o
estabelecimento inicial da plantula (Buckeridge et al. 2004).

A capacidade de dobramento da parede celular durante a desidratagdo pode ser uma
caracteristica importante para a manuten¢ao da viabilidade celular, evitando a ruptura do
continuo parede-protoplasto. Conforme ja mencionado, em plantas “que ressuscitam” foi
observado grande teor de arabinose nas folhas, possivelmente na forma de arabinanos,
aumentando a flexibilidade das paredes, fazendo com que estas se dobrassem durante a
secagem sem que houvesse rupturas (Vicré et al. 2004, Moore et al. 2006). O aumento no teor
de arabinose durante a maturagdo das sementes de pau-brasil coincidiu com o periodo no qual
se inicia o processo de perda de dgua (a partir de 55 DAA) (tabela 1, figura 6). Desse modo,
talvez a grande flexibilidade da parede celular dessas sementes, evidenciada pelo pela
presenca de dobras, possa estar relacionada a presenga arabinanos, os quais parecem aumentar
durante a maturagdo (figura 6).

Desde o inicio da maturagao (45 DAA) foi evidenciado grande nimero de dobras nas
paredes celulares das sementes de pau-brasil (figura 8), indicando grande flexibilidade das
mesmas, 0 que pode ser uma caracteristica conferida pela grande quantidade de arabinose
encontrada em sua composi¢do (figura 6). Considerando-se que nessa fase as células
encontravam-se extremamente hidratadas, com 77% de agua, nao se pode atribuir esse
dobramento a perda de agua. A partir dessa fase ocorre o acumulo das reservas, com aumento
de massa seca e expansdo celular (tabela 1), o que faz com que essas paredes tenham menos

dobras nas fases posteriores de maturagdo das sementes (figuras 9 e 10).
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4.2 Variacoes fisiologicas, bioquimicas e estruturais das sementes durante o
armazenamento

A capacidade germinativa e de producdo de plantulas das sementes frescas recém
colhidas era elevada, 89% e 75% respectivamente, j4 as sementes secas apresentaram a
porcentagem de producdo de plantulas cerca de 42 % menor. Apesar do armazenamento em
baixa temperatura ter apresentado melhores resultados quando comparado & temperatura
ambiente, este foi bem inferior ao que foi previamente encontrado para a espécie (Barbedo et
al. 2002, Hellmann 2006). Embora o processo de deterioragdo seja inevitavel e irreversivel
(Delouche 2002), o armazenamento a 7 °C parece ter favorecido a manutencdo da
germinabilidade dessas sementes, porém isso ndo foi mantido ao longo do armazenamento
nessas condi¢des, chegando a ser 32% menor aos 180 dias. Além disso, essa condigdo de
armazenamento ndo foi suficiente para manter a capacidade de produgdo de plantulas
normais, que diminuiu em 53% e continuou em declinio ao longo do armazenamento (tabela
2). Provavelmente, isso se deve ao fato de que a perda do potencial germinativo é a ultima
manifestagdo fisiologica dentre os processos que levam a deterioragdo das sementes, sendo o
desenvolvimento de plantulas mais sensivel e, por conseqii€éncia, antecipadamente afetado
(Marcos Filho 2005).

A deterioracdo das sementes ¢ caracterizada por um conjunto de fatores fisicos,
fisiologicos, bioquimicos e citologicos e, apesar de ser melhor visualizada e detectada durante
o armazenamento, pode ter inicio durante o processo de maturacio da semente.
Independentemente do potencial fisiologico das sementes, as condigdes de manejo e do
ambiente no qual elas sdo expostas sdo fundamentais para preservar a qualidade fisiologica ou
decrescé-la rapidamente (Marcos Filho 2005). Para as sementes utilizadas neste trabalho nem
as condic¢des favoraveis de baixa temperatura e o reduzido teor de agua foram suficientes para
manter a viabilidade, que pode ter sido perdida devido a ma qualidade inicial do lote, o que s6
ficou evidenciado apos o armazenamento. Segundo Barbedo et al. (2002), a qualidade inicial
do lote ¢ fundamental para a conservagao dessa espécie durante o armazenamento. Por outro
lado, foi observado alto coeficiente de variagdao (tabela 2) para os dados de germinagao
(17,63) e, principalmente, de producdo de plantulas normais (46,76), o que poderia ser
explicado pela falta de homogeneidade entre as repetigoes.

Por outro lado, as sementes congeladas (-18 °C) por 180 dias apresentaram cerca de
50% mais germinacao do que as ndao armazenadas e¢ o dobro do valor inicial para a producao
de plantulas normais. Embora Santos et al. (2002) comentem que durante o armazenamento a
qualidade das sementes ndo pode ser melhorada, apenas mantida se as condi¢des forem

favoraveis, os resultados da tabela 2 sugerem que alguma alteracdo fisioldgica ocorrida
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durante o processo de congelamento pode ter contribuido para que as sementes de pau-brasil
apresentassem qualidade fisiologica melhor apos 180 dias. O efeito do congelamento sobre
possiveis microrganismos presentes nessas sementes também ndo pode ser descartado.
Hellmann (2006) observou manutencdo da capacidade germinativa e de producdo de plantulas
normais apds 90 dias de congelamento a -18 °C de sementes de pau-brasil com 12% de agua.
Portanto, a manutencao da condi¢do fisiologica inicial era esperada no presente estudo. Pela
tabela 2, nota-se que o congelamento por 180 dias levou a um pequeno aumento no teor de
dgua das sementes, devido a uma tendéncia de equilibrio higroscdpico, contudo essa elevacao
parece ndo ter modificado a capacidade germinativa dessas sementes. Entretanto, hidratagdo
semelhante foi observada para sementes mantidas a temperatura ambiente por 60 dias e, nesse
caso, houve drastica redugdo na qualidade fisiologica das sementes. Isso sugere que outros
fatores e ndo as diferencas entre os teores de agua entre sementes secas e congeladas devem
ter sido determinantes para incremento da germinabilidade observada a -18 °C. Soma-se a
isso, o fato de que os teores de agua encontrados nas sementes antes e apds 0 armazenamento
encontravam-se dentro da faixa limite de tolerdncia a dessecag@o para essa espécie (Barbedo
et al. 2002).

Ao longo do armazenamento ndo foram observadas diferencas entre os teores de
actcares totais e redutores em relagdo a temperatura de armazenamento (figura 14A).
Entretanto, houve aumento no teor de agucar total durante o armazenamento em relagdo ao
conteudo inicial, o que pode ter relagdo com a solubilizagdo de reservas (Nkang 2002). Essa
sugestdo encontra respaldo no fato de que durante o mesmo periodo houve redugdo de até
68% no teor de amido (figura 14C). Segundo Krause et al. (1998), uma das explicacdes para a
redu¢do do teor de amido sob baixa temperatura seria que esta aumentaria a atividade de uma
ou mais enzimas hidroliticas desse polissacarideo, o que ¢ coerente com o aumento
substancial nos conteudos de agucares redutores aos 180 dias (figura 14 B), em todas as
temperaturas de armazenamento. Hellmann et al. (2006) observaram que, apds 90 dias de
armazenamento a -18 °C, as sementes de pau-brasil ndo dispersas e secas tiveram o teor de
amido diminuido.

Por outro lado, resultados divergentes desses foram relatados por Garcia et al. (2006).
Esses autores observaram que as sementes de pau-brasil armazenadas por 12 meses em
temperatura ambiente e em camara fria apresentavam os teores de agucares soliveis estaveis,
independentemente da temperatura. Mello (2008) trabalhando com sementes frescas dessa
mesma espécie ¢ secas a cerca de 10% de agua observou que apds 30 dias de armazenamento
em temperatura de congelamento, o teor de amido aumentava, tanto nos eixos quanto nos

cotilédones. E possivel que tais discrepancias estejam relacionadas a variabilidade natural
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e/ou a condicdo inicial das reservas de carboidratos das sementes nos diferentes lotes
utilizados nesses estudos.

Os teores de lipidios mantiveram-se estaveis ao longo do armazenamento,
indiferentemente da temperatura (resultados ndo mostrados). Dados semelhantes foram
obtidos para a mesma espécie durante o armazenamento por 30 dias em temperatura
ambiente, entretanto, a porcentagem correspondente a massa seca encontrada foi bastante
superior, 70% maior (Mello 2008), fato explicado pelas diferencas na metodologia de
extracao utilizada, conforme ja discutido acima.

Exceto para sementes armazenadas em congelador por 180 dias, os diferentes tempos
e condi¢des de armazenamento ndo alteraram o rendimento em parede celular (figura 5). A
degradagdo de parede celular na condi¢do de congelamento, gerando principalmente
monossacarideos, poderia ser um dos fatores que levou ao maior aumento no teor de agucares
soluveis observado na figura 14 C. Somente a analise da composi¢do em monossacarideos dos
extratos de carboidratos soltuveis, realizada por cromatografia liquida de alto desempenho,
poderia confirmar essa sugestdo.

De acordo com os dados mostrados na figura 16, a fragdo predominante nas sementes
de pau-brasil, que corresponde as hemiceluloses fracamente ligadas a parede celular
(extraidas em NaOH 1N), e a fragdo de pectinas foram alteradas pelas condig¢des ¢ tempos de
armazenamento. Comportamento inverso foi observado para as diferentes temperaturas de
armazenamento em relagdo a solubilizagdo da fragdo extraida em NaOH IN. O
armazenamento a 7 °C manteve as proporgdes iniciais até os 30 dias, com diminui¢do na
solubilizagdo da fragdo de NaOH 1N e, conseqiientemente, aumento na propor¢do das demais
fragoes, aos 60 dias. O armazenamento a 25 °C, por sua vez, levou a um aumento gradativo
nessa fragdo com o tempo de armazenamento. Nota-se que aos 180 dias, embora a condigdo
fisiologica das sementes mantidas a 7 °C e a temperatura ambiente fosse bastante diversa
daquela das sementes secas antes do armazenamento (tabela 2), as fragdes que compdem a
parede celular mostraram perfil bastante similar. Assim, aparentemente as proporgdes de
componentes pécticos, hemiceluldsicos e celuldsicos da parede celular ndo estdo relacionadas
com a perda ou manuten¢ao da capacidade germinativa das sementes de pau-brasil. Por outro
lado, o aumento na capacidade germinativa das sementes congeladas por 180 dias foi
acompanhado por alteragdes substanciais na propor¢ao de pectinas da parede celular (figura
16 D), que aumentaram em detrimento das hemiceluloses fracamente ligadas a celulose.
Assim, pelos resultados mostrados nas figuras 15 ¢ 16 nao ha duvidas que a condicdo de
congelamento promoveu grandes alteracdes na parede celular e na qualidade fisioldgica das

sementes em relacdo a germinagao.
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A andlise da composicdo em monossacarideos da fracdo péctica da parede celular
indicou alteracdo na propor¢cdo de alguns de seus agucares, porém perfis similares foram
encontrados tanto em sementes altamente viaveis como naquelas incapazes de germinar
(figura 17, tabela 2). Assim como ocorreu durante a maturagdo, a principal alteracdo
observada durante o armazenamento foi na propor¢do entre arabinose e galactose. A perda da
capacidade germinativa parece estar associada & inversdo na propor¢do entre a galactose e a
arabinose, com redugdo deste Uultimo monossacarideo nas sementes que perdem
gradativamente a germinabilidade. Para sementes de feijao, o armazenamento em temperatura
ambiente também ocasionou um decréscimo no conteido de arabinose, devido possivelmente
a novas interagdes entre polissacarideos ricos nesse agucar, o que produziria moléculas de
grande peso molecular e baixa solubilidade. Contudo, em feijao durante o armazenamento em
baixa temperatura ndo foram observadas alteragdes nas propor¢des dos aglicares componentes
da parede celular (Shiga et al. 2003). O aumento na propor¢do de galactose na fragdo péctica
da parede celular de sementes de pau-brasil (figura 17) parece ser um evento comum a todas
as condi¢Oes de armazenamento utilizadas.

Ao final do armazenamento foi observado um expressivo decréscimo no conteudo de
acidos urdnicos nas sementes (figura 18). Para as sementes armazenadas a 7 °C, esse
decréscimo foi de 85%, em relagdo as sementes ndo armazenadas. Na condicdo de
congelamento, também houve decréscimo nos acidos urdnicos, o que indica que o aumento na
propor¢do da fragdo péctica mostrado na figura 16 D deve-se possivelmente a redugdo nas
outras fragdes da parede ou a um aumento na deposi¢do de pectinas neutras, como galactanos
e arabinanos. Como as proporgdes de arabinose e galactose ndo aumentaram (figura 17), a
primeira sugestao parece ser a mais plausivel.

A exemplo do que ocorreu com as pectinas, a andlise da composi¢cdo em
monossacarideos nas fragdes extraidas em NaOH 1 N e 6 N revelou perfis muito similares em
sementes que mostraram qualidade fisiologica bastante distinta (figuras 18 ¢ 19), o que
sugere que outras variaveis, que ndo a composi¢do dessas fracdes devem ser as responsaveis
pela perda de germinabilidade das sementes de pau-brasil, em algumas condi¢des de
armazenamento. Em relagdo aos teores de aglcar total e acido urdnico (figura 20) o
congelamento parece ter preservado melhor esses teores em relagdo as sementes armazenadas

pelo mesmo periodo em temperaturas diferentes.

Mesmo apresentando diferencas nos niveis de deterioragao, foi observada alteracao na
forma, quantidade e nas caracteristicas das estruturas celulares, em todas as sementes,

independente da temperatura de armazenamento. O grau de descolamento da parede celular
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do protoplasto teve relacdo direta com a temperatura de armazenamento, quanto maior a
temperatura maior foi o descolamento observado (figura 21). Com excecdo das sementes
armazenadas em temperatura ambiente (figura 21), nas quais o teor de agua possivelmente era
mais alto, as dobras nas paredes celulares, nos eixos, foram menos evidentes do que nas
sementes armazenadas em baixas temperaturas (figura 22 e 23). Nas células cotiledonares
foram evidenciadas apenas pequenas ondulagdes nas sementes armazenadas em temperatura
ambiente e a 7 °C. O armazenamento nao alterou o espessamento da parede celular, entretanto
as células cotiledonares apresentavam, aparentemente, maior espessamento que as células dos
eixos.

A temperatura de armazenamento também alterou as propor¢des e as caracteristicas
dos compostos de reserva. Uma diminui¢do das vesiculas de lipidios foi observada nas
sementes armazenadas a 7 e 25 °C (figura 21, 22, 24 e 25), quando comparadas as sementes
armazenadas em congelador (figuras 23 e 26) e com aquelas ndo armazenadas (TO seca)
(figura 20). Essas alteracdes foram melhor visualizadas nos cotilédones, uma vez que o teor
de lipidios nesses 0rgaos chega a ser 18 vezes maior do que nos eixos embrionarios.

As maiores alteragdes nos graos de amido foram observadas nos cotilédones, uma vez
que a diferenga numérica nesses graos nos eixos se deve ao fato de que o teor de amido nos
cotilédones pode variar de 10-20 vezes mais (Hellmann 2006). Nas células cotiledonares foi
observada desestruturagao dos amiloplastos ¢ desagregacao dos graos de amido. Em sementes
de Phaseolus vulgaris submetidas a envelhecimento acelerado foi observado aumento no
numero ¢ decréscimo no tamanho dos graos de amido (Cortelazzo et al. 2005). Para que o
amido seja degradado ¢ necessario que os granulos sejam desmembrados em estruturas
menores (Buckeridge et al. 2004). A forma esférica do grao de amido esta associada ao
elevado teor de amilose. A alteracdo do formato representa sintoma caracteristico do processo
de deterioracdo (Marcos Filho 2005). Essa desestruturagdo dos graos de amido esta de acordo
com os dados bioquimicos, que indicaram redug@o nos teores de amido, principalmente nas
sementes congeladas, que apresentaram cerca de 70% menos amido do que as sementes nao
armazenadas (figura 14 C).

Garcia et al. (2005) reportaram que as proteinas correspondem a cerca de 10% do peso
seco das sementes de pau-brasil. As fotomicrografias das células de sementes dessa espécie
evidenciaram que grande parte do citoplasma dessas células era preenchida por corpos
protéicos (figura 20). Com o armazenamento, independente da temperatura, essa propor¢ao
ndo se alterou, entretanto, foi evidenciada modificacdo nas caracteristicas desses corpos

protéicos, com diminui¢do na eletrondensidade e aumento no aspecto granuloso. Com o
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aumento da temperatura de armazenamento foi observada também uma coalescéncia dessas
estruturas.

Com o envelhecimento acelerado de sementes de feijdo foi evidenciada alteragdo na
agregagdo e na distribui¢do de corpos protéicos no citoplasma. Além disso, analises
bioquimicas constataram diminui¢do nos teores de proteina com o envelhecimento acelerado
(Begnami & Cortelazzo 1996).

Segundo Yamada er al. (2002) a resisténcia de plantas tolerantes ao resfriamento
estaria associada as propriedades da parede celular. Segundo esses autores, a parede celular
serviria como uma barreira para a propagagao de gelo extracelular. Esse fato, associado com a
reducdo do metabolismo poderia explicar a manuten¢do na integridade das células apos 338

dias de armazenamento em temperatura de congelamento.

5. Conclusio

Durante o desenvolvimento das sementes de pau-brasil ocorrem alteragdes na
deposi¢ao e composigao das paredes celulares, as quais antecedem a etapa final da maturagao.
O armazenamento das sementes em diferentes temperaturas e por diferentes periodos provoca
algumas modificacdes na composi¢do das paredes celulares, porém essas alteragdes nao
parecem estar diretamente relacionadas a manutengdo ou perda da capacidade germinativa.
Desse modo, conclui-se que as alteragdes que ocorrem na parede celular durante a maturagao
de sementes de pau-brasil parecem ser fundamentais para que estas tolerem a dessecacdo ao
final da maturacdo, podendo contribuir para a manutencdo de sua capacidade germinativa,
desde que as sementes sejam armazenadas em temperaturas que preservem a integridade de

outros componentes celulares.
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7. Anexos

7.1.Analises Ultra-estruturais das sementes de paubrasil (eixo e cotilédones) durante

a maturacio

Eixo embrionario

65 DAA

Eletromicrografias de cortes transversais do eixo embrionario de sementes de C. echinata (pau-brasil)
nos trés estadios de maturagdo. As setas indicam dobras na parede celular. Am: Grao de amido; Cp:
Corpo proteico; G: Complexo de Golgi; Nu: Nucleo; Mi: Mitocondria; Pt: plastideo, Re: Reticulo
endoplasmatico; Lm: Lamela média; Zj: Zona de jungdo das células; Lp: Vesicula de lipidio.
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Cotilédones

Eletromicrografias de cortes transversais de cotilédones de sementes de C. echinata (pau-brasil) nos
trés estadios de maturagdo. (Pc) com a seta indicando campo de pontoagao (P). Am:Grao de amido;
Cp: Corpo proteico; G: Complexo de Golgi; Lp: Vesicula de lipideo; Re: Reticulo endoplasmatico;
Mp: Plasmalema; Pd: Plasmodesmata.

71



7.2.Analises Ultra-estruturais das sementes de paubrasil (eixo e cotilédones) durante

0 armazenamento

Eixo embrionario

25 C 7°C -18°C

Eletromicrografias de cortes transversais de eixo embrionario de sementes de C. echinata (pau-brasil)
armazenadas por 338 dias em diferentes temperaturas. (Pc) Parede celular seta. Zj: Zona de juncdo das
células; (*) Retragdo do protoplasto Am: Grao de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo;
Mi: mitocondria; Mp: Plasmalema;
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Cotilédones

Eletromicrografias de cortes transversais de células dos cotilédones de sementes de C. echinata (pau-
brasil) armazenadas por 338 dias em diferentes temperatura. (Pc) Parede celular; (Lp) Vesiculas de
lipidio; (Mp) Plasmalema; (*) Retracdo do protoplasto junto a zona de jun¢do (Zj) das células; Grao
de amido; Cp: Corpo proteico; Lp: Vesicula de lipideo; Mp:Plasmalema; P: Campo primario de
pontoacdo; Pd: Plasmodesmata.
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