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Resumo

(Taxas de deterioracdo de sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) e sua influéncia na
estimativa de sua longevidade)

Durante a maturacao da semente, a capacidade de germinar desenvolve-se cedo no embrido,
contudo, a capacidade de manter a viabilidade surge somente no final da maturacdo. A
longevidade das sementes é geneticamente determinada, varia conforme a espécie, mas é
influenciada por condi¢cfes ambientais e de armazenamento. A previsdo da perda da viabilidade de
sementes armazenadas € essencial para o gerenciamento de bancos de germoplasma,
especialmente de espécies tropicais. Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) é importante espécie
arborea nativa do Brasil, de valor histérico, econémico, cultural e paisagistico, em risco de
extincao, portanto, ha urgente necessidade de inclui-la em bancos de germoplasma. Tem-se
estudado a perda de viabilidade e modelos de previsdo de longevidade tém sido desenvolvidos
para diversas espécies com sementes ortodoxas, porém ha relativa escassez para sementes de
espécies tropicais. As sementes de C. echinata deterioram-se em menos de trés meses em
temperatura ambiente, embora possam permanecer viaveis por até cinco anos sob congelamento.
Neste trabalho, estudou-se a deterioragdo das sementes de pau-brasil, submetidas a diferentes
condicGes de temperatura e umidade, bem como sua relagdo com o0s processos respiratérios e
atividade antioxidante de substancias presentes no tegumento das sementes. A aplicabilidade de
modelos matematicos para previsao da perda de viabilidade para sementes de C. echinata foi
avaliada através da determinacdo de constantes da espécie e equacgdes de previsibilidade. Os
resultados permitiram concluir que a metodologia adotada ndo foi adequada para a determinacao
de equac0es de viabilidade de sementes de pau-brasil. Provavelmente isto se deveu a utilizagao de
temperaturas excessivamente elevadas que modificaram o comportamento respiratorio e oxidativo
das sementes.

Palavras chave conservacao de sementes, espécie tropical, equacéo de viabilidade,

armazenamento de sementes, banco de germoplasma.
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Abstract

(Rates of deterioration of Brazil Wood seeds (Caesalpinia echinata Lam.) and its influence on their
longevity estimative)

Along seed maturation, the ability to germinate is early acquired in embryo. However, the maximum
storability arises only at the end of the maturation period, being the latest among vigor components.
The seed longevity is genetically determined; however, it is strongly influenced by the conditions
of both environment and storage. The prevision of viability loss during storage is essential for
managing seed gene banks, especially considering tropical species like Caesalpinia echinata Lam.
(brazilwood). This is one of the most important native tree species in Brazil, with historical,
economic, cultural and landscape value, but it is included in the list of species at risk of extinction.
Therefore, there is an urgent need to include it in seed banks. The prediction of viability loss of
orthodox seeds, as well as its relationship with temperature and humidity, has been studied since the
middle of last century and predictability models have been developed for several species, but there
is relative scarcity for tropical species seeds. The seeds of C. echinata deteriorate in less than three
months at ambient temperature, although they can remain viable for up to five years when kept
under freezing temperatures. In this work, we studied the deterioration of brazil wood seeds when
subjected to different conditions of temperature and humidity, as well as its relationship with
respiratory processes and antioxidant activity of seed coat substances. The applicability of
mathematical models for predicting loss of viability for C. echinata seeds was evaluated by
determining the constants of the species that allow the application of predictability equations. The
results showed that the current models, which do not include breathing and oxidation rates, might
be not reliable for brazil wood seed conservation predictability. This is probably due to the use of

excessively high temperatures that have modified the respiratory and oxidative behavior of seeds.

Key words: seed conservation, tropical species, viability equation, seed storage, germoplasm bank.
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1. Introducgéo

A semente é a unidade de reproducédo sexuada da espécie, que possibilita a distribuicdo
espacial dos descendentes, através da dispersao, e a reposicdo dos novos individuos ao longo do
tempo, por meio de estratégias, tais como maturacdo diferenciada dos frutos ou dorméncia das
sementes (Carvalho & Nakagawa 1980). A capacidade germinativa, ou germinabilidade, é,

portanto, sua finalidade bioldgica, e seu principal atributo (Marcos Filho 2015).

Durante a maturacéo da semente, a habilidade de germinar desenvolve-se cedo no embrido,
mesmo antes do acimulo méximo de matéria seca. Em seguida, é adquirida a tolerancia a
dessecac¢do, enquanto o vigor da semente continua a aumentar. O Gltimo componente da qualidade
da semente a ser desenvolvido é a longevidade, ou seja, a capacidade de manter a viabilidade

prolongada em estado seco (Castro et al. 2004).

A longevidade das sementes, fator que determina o potencial de armazenamento, é
extremamente variavel conforme a espécie e geneticamente determinada. Contudo, fatores
ambientais e condi¢des de armazenamento exercem grande influéncia nessa longevidade (Malavasi
1988). O armazenamento adequado permite a conservacdo dos recursos genéticos das populacdes
naturais atraves de sementes. No entanto, a preservacao da viabilidade depende do conhecimento do
comportamento das sementes em relacdo as condigdes de armazenamento a que sdo submetidas

(Chaves & Usberti 2003).

Conforme apontado, sementes de cada espécie tém diferentes periodos de longevidade e
comportam-se diferentemente durante armazenamento, mesmo quando submetidas a idénticas
condicdes, tais como temperatura e umidade. Ainda dentro de uma espécie ocorrem diferencas no
periodo de viabilidade de suas sementes, estando diretamente relacionados ao vigor das mesmas.

Lotes de sementes com germinagdo semelhante podem apresentar grandes diferencas na emergéncia



em campo, assim como na capacidade de armazenagem, devido a diferencas de vigor (Carvalho &

Nakagawa 1980). Os fatores que mais influem nas diferencas de vigor das sementes sdo genéticos.

As condi¢bes ambientais durante a formacao das sementes, desde alteracdes climaticas,
afetando florescimento e fertilizacéo, até o completo crescimento e maturagdo fisioldgica das
sementes, podem ter consequéncias no acimulo de reservas de nutrientes, influindo num maior ou
menor vigor das mesmas, resultando em maior ou menor potencial de sobrevivéncia da plantula
(Carvalho & Nakagawa 1980). Além disso, as diferencgas no vigor, assim como as condicdes de
armazenamento, podem condicionar a velocidade de deterioragdo das sementes (Marcos Filho

2015).

A deterioracdo de sementes envolve varias alteraces fisioldgicas, bioquimicas e citoldgicas,
que afetam seu vigor, acarretando a perda da capacidade germinativa, ou seja, a completa perda de
viabilidade. E um processo progressivo e irreversivel, mediado por alteracdes fisioldgicas,
bioguimicas e citoldgicas, as quais reduzem o vigor e a viabilidade das sementes, até sua completa

perda (Delouche 2002, Marcos Filho 2015).

Durante esse processo, ocorrem deficiéncias metabdlicas que afetam a respiracéo, a
integridade das membranas e a sintese de proteinas e &cidos nucleicos. A queda na respiracéo
retarda a mobilizacdo de reservas, afetando assim a germinacao. Sua principal causa esta
relacionada a sintese mitocondrial defeituosa durante a embebicao, sintese de enzimas hidrofilicas e

oxidacdo de metabolitos (Marcos Filho 2015).

Nos processos de deterioracdo, ocorre a formacéo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, causando danos a integridade das membranas, oxidacdo de aminoacidos e degradacgéo de

DNA e proteinas (Carvalho 1994).

A previsdo da perda da viabilidade de sementes armazenadas € importante tanto para a

manutencdo de bancos de germoplasma como para o gerenciamento do armazenamento de sementes



(Sinicio et al. 2009). Estudos vém sendo desenvolvidos para previsdo da perda de viabilidade, desde
a metade do século passado, com curvas de sobrevivéncia e relagbes entre temperatura, umidade e
viabilidade (Roberts, 1973; Ellis & Roberts, 1980a, b; Roberts & Ellis, 1989, Ellis et al. 1990, 1992,
Dickie et al., 1995, Pritchard & Dickie 2003). Os modelos desenvolvidos por Roberts (1973) sdo
ainda utilizados para estimar a longevidade de sementes armazenadas, principalmente de espécies
cultivadas. Este autor propds um modelo composto por trés equagdes, a que chamou de equacdes
bésicas de viabilidade, que permitem predizer com razoével precisdo a porcentagem de viabilidade

de poucos dias a varios anos, embora com reservas a sua aplicacéo.

Evidentemente ndo se pode estimar a vida Util de uma determinada semente. Contudo,
conforme descrito por Roberts (1973), de forma semelhante ao que acontece com diversos outros
sistemas populacionais, é possivel estimar a vida Gtil das sementes quando estas fazem parte de uma

populagdo, como € o caso dos lotes de sementes armazenados.

A distribuicdo de periodos de viabilidade individuais de uma populacéo de sementes

seguiria, dessa forma, o modelo:

y= [0 oyt e @ P

onde y = frequéncia relativa de mortes no tempo p;

__ € operiodo médio de vida e 6 ¢ o desvio padrio da distribuicdo. Este desvio é dado pela equagdo:
p

c=Ksp, )

onde K, é uma constante.

A relacdo entre temperatura do ambiente de armazenamento, teor de agua das sementes e
periodo de viabilidade do lote, é descrita pela equacao:

log p = Kv- C1 m—Cat, 3)



onde m é o teor de agua percentual (base Umida), t é a temperatura em °C e Ky, C1 e C> sdo

constantes.

Estas constantes podem ser calculadas por meio de quatro testes de germinacéo para
sementes armazenadas em trés diferentes condi¢des de armazenamento, incluindo dois graus de
umidade e duas temperaturas (Roberts 1973). E interessante notar que, nesta equagao de
previsibilidade, embora eficiente para as poucas espécies até entdo testadas, ndo levava em conta a
qualidade inicial das sementes, ou do lote de sementes. Conforme descrito anteriormente, sdo varios
os fatores que alteram a longevidade de um lote de sementes, e ndo apenas a temperatura de
armazenamento e a umidade das sementes. Nestas equacdes, Roberts (1973) mencionava, ainda,
que o oxigénio poderia ser considerado, também, fator de interferéncia no potencial de
armazenamento, mas que, como as condi¢fes desse gas sdo normalmente constantes, nao havia
necessidade de inclui-lo entre os fatores.

A necessidade de monitoramento da qualidade das sementes armazenadas é diminuida na
medida em que sdo desenvolvidos modelos matematicos mais precisos para predizer a perda de
viabilidade. Modelo aperfeicoado por Ellis & Roberts (1980), com equacgdes de previsibilidade
melhoradas, permite determinar coeficientes para cada espécie, a partir dos quais se pode
estabelecer a longevidade de sementes em condiges de armazenamento (Sinicio et al. 2009).

Segundo Ellis & Roberts (1980), “a principal desvantagem dessas equacdes é que, embora
possam ser aplicadas com confianca para qualquer lote de sementes em particular, elas ndo levam
em conta variagdes na longevidade potencial entre lotes de sementes, resultantes de diferencas em
genotipo ou na qualidade das sementes devido aos diversos fatores ambientais que afetam sementes
antes do armazenamento”. No modelo desses autores, a curva de sobrevivéncia das sementes pode
ser descrita pela seguinte equacéo de viabilidade (Sinicio et al. 2009):

v=Kij- p/lO (KE-CWlogm-CH1t-CQ t2)1 onde:



v = viabilidade das sementes;

Ki = viabilidade inicial das sementes;

p = periodo em dias;

m = teor de agua das sementes (%, base Umida);
t = temperatura de armazenamento (°C);

KE, CW, CH e CQ = coeficientes especificos para cada espécie.

Note-se que neste modelo jé foi considerada a qualidade inicial, pela insercao de Ki. Estes
modelos tém sido amplamente empregados para previsdo de armazenamento de sementes de

espécies de interesse econémico, as cultivadas, de prolongados periodos de viabilidade (ortodoxas).

Em levantamento de trabalhos sobre as constantes de viabilidade, Pritchard & Dickie
(2003) compilaram 66 espécies de 28 familias, para as quais foram determinadas constantes de
viabilidade até aquele ano. A perda da germinacdo de sementes armazenadas tem sido prevista, com
sucesso para muitas espécies ortodoxas, utilizando-se o modelo de Ellis & Roberts de 1980 (Sinicio
et al. 2013). Na ultima década, diversos trabalhos foram realizados para determinacéo das
constantes para espécies cultivadas, a maioria para espécies de Poaceae de interesse comercial
(Andreoli 2004, Usberti et al. 2006, Ellis & Hong 2006 e 2007, Marcondes et al. 2007, Pozitano &

Usberti, 2009, Sinicio et al. 2009, Nagel & Bdrner 2010 e Hay et al. 2013, entre outros).

Estudos desta natureza para espécies florestais nativas ainda ndo sdo numerosos. Pesquisas
sobre armazenamento a temperatura sub-zero (-20°C), em que se aplicaram estas equag0es, foram
desenvolvidos para Astronium urundeuva (Allemé&o) Engl. (Medeiros 1996) e para Dimorphandra
mollis Benth. (Chaves & Usberti 2003), estimando periodos de viabilidade superiores a 1.167 anos
e 316 anos, respectivamente. Entre outras espécies arboreas para as quais foram realizados estudos
de previsdo de longevidade incluem-se Dalbergia nigra (Vell.) All. ex Benth. (jacaranda-da-bahia)

e Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler (pau-marfim) (Chaves 2001, Ignacio 2013).


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=p&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=USBERTI,+ROBERTO

Espécies florestais amazonicas — Cedrela odorata L., Ceiba pentandra (L.) Gaertn.
(sumauma), Dalbergia spruceana Benth. e Handroanthus albus (Cham.) Mattos (como Tabebuia
alba (Cham.) Sandwith) (ipé-branco) — foram estudadas por Lima & Ellis (2005) e Lima et al.
(2005), visando a sua conservacao. Ainda entre espécies florestais, estudou-se a longevidade de
espécies de interesse econdmico — a exotica Eucalyptus grandis W. Hill ex. Maiden e as nativas
Mpyrciaria jaboticaba (Vell.) O. Berg. (jabuticabeira) e Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (camu-

camu) (Fantinatti & Usberti 2007; Sinicio et al. 2013; Sinicio 2015).

Contudo, embora os modelos sejam aplicaveis e tenham sua utilidade imediata para bancos
e planejamento de uso de sementes armazenadas, pouco se sabe sobre os fatores que alteram as
constantes das equagdes. Conforme descrito anteriormente, varios sdo os fatores que contribuem
para maior ou menor velocidade de deterioragcdo das sementes em armazenamento, mas poucos Sao
efetivamente estudados cientificamente. Roberts (1973) recomenda que sejam desenvolvidos
trabalhos com diferentes gendtipos da mesma espécie para definir efeitos genotipicos em termos de
sua influéncia sobre as constantes das equac¢des basicas de viabilidade. Também destaca a
importancia de se tentar elucidar as relacfes entre parametros ambientais e periodo de viabilidade
em espécies recalcitrantes. Desta forma, indiretamente sugere que sejam analisados os fatores
causadores de mudancas nos coeficientes das equacdes de previsibilidade. Assim, seria possivel a
estimativa ndo apenas do periodo de manutencao de viabilidade de lotes de sementes em
armazenamento, mas também a estimativa dos préprios coeficientes, caso sejam oferecidas as
condi¢Oes iniciais das sementes, tais como composicao quimica, grau de maturidade, anatomia de

tegumento, entre diversas outras.

Tem-se estudado a perda de viabilidade e modelos de previsao de longevidade tém sido
desenvolvidos para diversas espécies com sementes ortodoxas, porem ha relativa escassez para

sementes de espécies tropicais.



Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) é importante espécie arbérea endémica do Brasil,
de valor histérico, econémico, cultural e paisagistico. A super-exploracéo por séculos, com extracéo
da madeira para obtencdo do corante brasileina e, posteriormente, para a manufatura de arcos de
instrumentos de corda resultou na erradicacdo da espécie na maior parte de sua area de ocorréncia
original na Mata Atlantica, do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Norte. Foi incluida na lista de
espécies vegetais em perigo de extingdo, elaborada pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de
Recursos Naturais (IBAMA) em 1992 (Rocha 2004) e na lista das espécies da flora brasileira
ameacadas de extingdo do Ministério do Meio Ambiente (Brasil, 2008). A exploracdo para
confeccgdo de arcos para instrumentos musicais ainda hoje é feita de forma ilegal. Iniciativas para a
preservacao da espécie tém sido realizadas: in situ - em 19 Unidades de Conservagao nos estados de
ocorréncia natural e ex situ - em bosques plantados, como os da Reserva Experimental de Mogi
Guagu (Rocha et al. 2006) e do Jardim Boténico de Séo Paulo e, mais recente, o Bosque dos 500
anos, plantio comemorativo ao descobrimento do Brasil, localizado em Paulinia, todos no estado de
Séao Paulo.

Contudo, hé urgente necessidade de inclui-la em bancos de germoplasma. Para tal, é
necessario que se conhega 0 comportamento de suas sementes em armazenamento em diferentes
condicdes de temperatura e umidade, a perda de viabilidade das mesmas e aspectos da sua
deterioracéo.

Os primeiros estudos com armazenamento destas sementes demonstraram que, em
temperatura proxima a encontrada nos locais de ocorréncia da espécie, as sementes deterioram-se
em menos de trés meses, mas podem permanecer viaveis por até dois anos quando armazenadas em

temperaturas de refrigeracdo (6 e 10°C), além de tolerarem dessecacédo (Barbedo et al., 2002).

Aspectos da maturagdo das sementes e variagdes nos carboidratos presentes durante o
desenvolvimento da semente e seu armazenamento foram investigados (Borges et al. 2005 e 2006,

Garcia et al. 2006, Borges 2007, Hellmann et al. 2008, Mello et al. 2010 e 2011, Leduc et al. 2012).



O vigor das sementes de pau-brasil tem sido estudado para proposi¢do de metodologias

para sua avaliacdo (Lamarca et al. 2009, Martini Neto et al., 2014)

Foi verificada a tolerancia das sementes ao congelamento (Hellmann et al. 2006) e, em
trabalho recente, Mello et al. (2013) constataram que essas sementes podem ser armazenadas por
até cinco anos a temperaturas sub-zero (-18°C). Aparentemente, a grande diferenca na capacidade
de conservacéo da viabilidade dessas sementes nas diferentes temperaturas reside em processos
oxidativos, conforme demonstrado por Lamarca & Barbedo (2012). Estes autores verificaram que a
deterioracdo das sementes de C. echinata esta relacionada com elevado consumo de O, embora a
liberacdo de CO2 ndo apresente valores compativeis com respiracdo. Provavelmente, entdo, essas
sementes passam por processos oxidativos que decorrem em sua rapida deterioracdo. Portanto, a
influéncia do oxigénio na conservacao das sementes durante seu armazenamento pode ser ainda

maior que aquela apontada por Roberts (1973).

A ocorréncia de metabdlitos secundarios nas plantas, geralmente se relaciona a fungdes
protetivas e defensivas. Dentre estes, os compostos fendlicos comumente apresentam alta acdo
antioxidante. Entre os fen6licos comumente encontrados em plantas, citam-se as antocianinas, 0s
flavondides e taninos. A presenca de compostos fendlicos e sua atividade antioxidante tém sido
constatadas em frutos de espécies de Leguminosae. Estudos para determinacdo de metabdlitos
secundarios em extratos de sementes de Hymenaea courbaril L. (como Hymenea courbaril var.
stilbocarpa (Hayne) Y.T. Lee & Langenh.) revelaram grandes quantidades de diterpenos e
flavonoides (Nogueira et al. 2001). A presenca desses metabdlitos secundarios no tegumento das
sementes pode indicar a funcéo de protecdo contra danos devidos a oxidacéo, como a formacéo de

radicais livres.

O escurecimento do tegumento de sementes de C. echinata armazenadas, relatado por
Hellmann et al. (2006), sugere que pode estar ocorrendo a oxidacao de substancias fenolicas

presentes no tegumento.



Neste trabalho buscou-se analisar a relagéo entre as condi¢es do armazenamento das
sementes de Caesalpinia echinata, particularmente a temperatura do ambiente e o teor de agua das
sementes, sua capacidade de conservacao da viabilidade, sua relagdo com processos respiratorios e
oxidativos, bem como verificar a aplicabilidade das equacdes de previsibilidade da longevidade,

visando fornecer subsidios para a conservagao da espécie em bancos de germoplasma.
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2. Objetivos

Estudar a viabilidade de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) a partir de
analises comparativas de sementes com diferentes qualidades iniciais e diferentes

procedéncias;

Estudar a deterioracdo dessas sementes quando submetidas a diferentes condicGes de

temperatura e umidade;

Verificar a aplicabilidade de modelos matematicos para previsao da perda de viabilidade para

as sementes dessa espécie;

Analisar o grau de influéncia da ac&o oxidativa sobre a deterioragdo dessas sementes.
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3. Material e Métodos
3.1. Obtencéo e caracterizagdo do material vegetal

As sementes de Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae) foram coletadas em diferentes
locais, de modo a constituir lotes com sementes formadas sob condi¢des edafo-climaticas diversas
(Tabela 1). Cada lote foi constituido por sementes obtidas de frutos maduros coletados de 15 a 25
matrizes de uma dada procedéncia, além de sementes recém dispersas (no mesmo dia da coleta), de
forma a se conseguir nimero de sementes suficiente para os tratamentos. Os frutos maduros foram

expostos ao sol em bandejas cobertas com tela de sombrite, para sua abertura espontanea.

As sementes foram inicialmente caracterizadas pelo seu teor de dgua, potencial hidrico,
contetido de massa seca, sua capacidade germinativa e vigor (capacidade de produzir plantulas
normais). A determinagdo do teor de dgua das sementes foi efetuada por secagem em estufa a
103£2°C/17h, segundo metodologia recomendada pela ISTA — International Seed Testing
Association (2005), e os resultados calculados em base umida (Brasil 2009). O potencial hidrico foi
medido por meio do potenciémetro WP4 (Decagon), baseando-se na temperatura do ponto de
orvalho, conforme descrito em Delgado & Barbedo (2012). Para estas determinagdes, foram

utilizadas trés repeticOes de 5 sementes por lote.

Os testes de germinacgédo foram realizados em rolos de papel germitest, a 25°C e luz
continua, de acordo com as caracteristicas da germinacéo dessa espécie, descritas por Mello &
Barbedo (2007), com quatro repeti¢des de 10 sementes. Os rolos de papel foram acondicionados em
sacos de polietileno perfurados e colocados dentro de germinadores tipo Mangelsdorff. As sementes
foram submetidas a pré-tratamento antifingico, constituido por imersédo em solugéo 0,2% de
fungicida sistémico a base de Benomyl durante 10 segundos, secagem superficial com papel
absorvente e pulverizacdo com fungicida néo sistémico a base de captana (0,005g/ 10 sementes)

(Lisbda-Padulla et al. 2009).
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A partir dos testes de germinacao, foram obtidas taxas de viabilidade, dadas pela
porcentagem de sementes germinadas e, para avaliagdo do vigor das sementes foram analisadas as
taxas de plantulas normais (Barbedo et al. 2002), anormais e de sementes mortas, de acordo com os
critérios estabelecidos em Kryzanowski et al. (1999) e nas Regras para Analise de Sementes (Brasil,
2009). Considerou-se como germinadas as sementes que emitiram a raiz primaria, conforme critério
botanico, adotado por Dickie & Smith (1995), ou a emergéncia de outras partes seminais, como por

exemplo, os cotilédones, constituindo assim germinagdo anormal.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e a comparagdo das médias pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Apos a extragdo manual, as sementes permaneceram nas bandejas sobre a bancada do
laboratorio, para secagem em temperatura ambiente, por cerca de 10 dias. Entdo foram embaladas em
sacos de papel e armazenadas em freezer, a temperatura de -18°C, por aproximadamente um ano para
as sementes colhidas em 2014 (Paulinia, Sdo Paulo e Mogi 2) e dois anos para as sementes colhidas

em 2013 (Mogi 1).

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios do Nucleo de Pesquisa em Sementes e do

Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica, em S&o Paulo, SP.



Tabela 1. Identificacdo das procedéncias, locais e datas de coleta dos lotes de sementes de Caesalpinia echinata Lam..

Lot Codi Procedéncia Latitude Longitude Altitude Local Data coleta N° de
e go (cidades) S w (m) matrizes
1 PA Paulinia 22°45'39”  47°09'14” 620 Bosque dos500  Nov/2014 20
anos

2 M1 Mogi Guagu 22° 13 46° 33' 640 Bosque do Pau-  Dez/2013 15
Brasil

3 M2 Mogi Guagu 22° 13 46° 33' 640 Bosque do Pau-  Dez/2014 15
Brasil

4 PE Séao Paulo 23°38'08”  46°38'00” 860 Parque Estadual Dez/2014 15
das Fontes do
Ipiranga (PEFI)
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3.2. Estudos de deterioracao das sementes

As sementes permaneceram armazenadas em temperatura sub-zero (-18°C), em freezer, em
sacos de papel, durante aproximadamente (um ano para as sementes coletadas em Assis, Paulinia,
Sé&o Paulo (PEFI) e Mogi Guacu em 2014 e durante aproximadamente dois anos para as sementes

coletadas em Mogi Guagu em 2013.

As sementes de cada lote foram divididas em trés sub-lotes, a fim de se obter tratamentos

com trés niveis de teor de &gua das sementes.

Um terco das sementes de cada lote permaneceu com seus valores iniciais de T.A. (10 -
11%). Outra terga parte das sementes foi submetida a secagem em saco de néilon colocado dentro
de dessecador com silica-gel, até a deducdo do T.A. para cerca de 7%. A Ultima terca parte de cada
lote foi submetida a hidratacdo (através de umidificacdo em saco de nailon sobre lamina de 4gua em
dessecador) até cerca de 15% de teor de agua (metodologia adaptada de Valentini 1992 e Chaves &
Usberti 2003). Apo6s terem sido secas ou hidratadas, as sementes permaneceram em camara fria
(5°C) em embalagens de polietileno seladas, por 3 a 5 dias, para homogeneizagdo da umidade. Ap6s

esses periodos, foram determinados o potencial hidrico e o teor de 4gua das sementes.

As sementes de cada nivel de T.A. de cada lote foram divididas em frascos de vidro com
fechamento hermético (70 sementes por frasco), e incubadas as temperaturas de 40°C e 50°C, para a
obtencdo de curvas completas de deterioracdo, com base na metodologia recomendada por Ellis &

Roberts (1980) e utilizada por Chaves & Usberti (2003).

Os tratamentos foram constituidos por periodos crescentes (de 6h até 30 dias) de incubacdo,
de frascos com sementes em cada um dos trés niveis de teor de agua (ca. de 7%, 10% e 15%), em
camaras incubadoras as temperaturas de 40°C e 50°C, até que se obtivesse a completa perda da

viabilidade, para cada um dos lotes, conforme Tabela 2.
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Ao final de cada periodo de incubacdo, um frasco era retirado e a deterioragdo das sementes
avaliada através de teste de germinacdo (4 repeticGes x 10 sementes), conforme descrito
anteriormente e através do teste de tetrazélio (3 repeticdes x 10 sementes), conforme metodologia
descrita para a espécie por Lamarca et al. (2009). Neste teste, a deterioracdo das sementes foi

avaliada pela analise da proporc¢éo de tecidos seminais vivos, deteriorados e mortos.

Para facilitar a remocao do tegumento, as sementes foram imersas em agua destilada por 10
segundos. Os embrides foram imersos em solucdo 0,05% de 2,3,5-trifenilcloreto de tetrazélio por
duas horas a 35°C em auséncia de luz, ap6s acondicionamento entre folhas de papel mata-borréo

umedecido, a 25°C por uma hora.

Os resultados dos testes de germinagdo foram expressos em valores médios de porcentagem

e desvios-padréo.

3.3. Aplicacéao das equac0es de previsdo da viabilidade

Os valores percentuais obtidos para germinacgéo e plantulas normais, das sementes de M1 e
M2 foram transformados em probit, utilizando-se a tabela de transformacao de valores de
porcentagem proposta por Finey (1952) apud Ignacio (2013), para verificar as relagdes lineares
entre viabilidade e os periodos de incubacédo, conforme metodologia proposta por Roberts (1973) e
Ellis & Roberts (1980). Para a obtencdo das equacdes de viabilidade, segundo a metodologia
proposta por Roberts (1973), selecionaram-se 12 grupos de trés tratamentos, combinando duas

temperaturas e dois teores de agua. Os grupos compostos sdo apresentados na Tabela 3:



Tabela 2. Tratamentos de deterioracdo combinando teor de agua (T. A. %), temperatura e periodos de incubacdo (h) de sementes de (Caesalpinia
echinata Lam.) coletadas em Mogi Guacu, Paulinia e Sdo Paulo.

T.A.
Procedéncia  Lote (%) 40°C 50°C

to 9] B &} U ts t6 {1 ) t3 t ts 16

Mogi Guagu M1 7 0 12 72 120 240 480 600 12 12 96 120 240 -
(2013) 11 0 12 72 240 480 720 - 12 24 36 48 72 120
15 0 6 12 24 36 48 - 6 12 24 36 48 60

Mogi Guagu M2 7 0 12 72 120 240 480 600 12 12 96 120 240 -
(2014) 11 0 24 72 240 480 720 - 24 36 48 60 72 -
15 0 - 12 24 48 72 - 6 12 18 24 48 -

Paulinia PA 7 0 24 240 - - - - 24 72 - - - -
(2014) 11 0 24 72 240 480 - - 24 48 12 96 120 -
15 0 24 712 - - - - 24 48 - - - -

Sao Paulo SP 7 0 24 72 - - - - 24 72 - - - -
(2014) 11 0 24 712 240 480 - - 24 12 120 240 - -

15 0 24 72 - - - - 24 72 - - - -
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Tabela 3. Combinacdes de tratamentos de deterioracdo envolvendo duas temperaturas de incubacéo

(°C) e trés niveis de teor de agua (T.A. %) de sementes de Caesalpinia echinata Lam.

T.A. % 7 11 15
T°C 40 50 40 50 40 50
Tratamentos a b c d e f

Combinacdes

1 X X X

2 X X X

3 X X X

4 X X X
5 X X X

6 X X X

7 X X X

8 X X

9 X X X
10 X X X
11 X X X
12 X X X

Através das equacOes das retas resultantes de regressao linear (programa Excel), obtém-se os
valores de Ki (viabilidade inicial estimada) e de sigma (desvio padrao da distribuicdo de frequéncia
de mortes das sementes). Sigma (o) é calculado pelo inverso do coeficiente angular da reta (- tgp), e
é expresso em dias. Seu significado pratico é que se refere ao periodo que determinado lote de
sementes leva para que a germinacéo caia de um probit (de 50% para 15,9%, por exemplo). Constitui

assim uma estimativa da taxa deperda da viabilidade.

Ky e sigma ndo devem variar com diferencas entre lotes de sementes, sendo constantes para a

espécie. o € proporcional ao periodo médio de longevidade (Ellis & Roberts 1980).

G : Pso é constante para cada lote, sendo o/ pso = Ko, que varia em fungao do vigor do lote; e, quando

pso= 0, tem-se Ki =1 / Ko, obtendo-se assim o valor dessa constante.
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y=Kr—-Cw.logm

Tém-se aindaque Kr=logKs. +Kv e

logo = Ki—Ci . m—C» .t ,apartir de que, utilizando-se t ¢ m (T,A,%, b.u.) dos testes de
germinagdo realizados com 3 combinagdes de 2 temperatura e 2 niveis de T.A., obtém-se as

constantes Ki, C; e C2 (Roberts 1973).

Para empregar a equacdo melhorada proposta por Ellis & Roberts (1980),

v=Ki-p/10 (KE -CW log m -CH t -CQ tz),
realizou-se a regressdo linear (através do programa Excel), da relagdo logaritmica entre o € o teor
de 4gua (m), obtendo-se, da equacdo resultante, as constantes K e Cw (relativa a variacdo de
umidade) .

A partir do valor obtido para K, pode-se calcular KE:

KE=K+Cut+Cqot?

3.4. Analise do grau de influéncia das taxas de respiracdo e da acdo oxidativa sobre a

deterioracéo das sementes

Visando identificar a influéncia de processos oxidativos sobre a velocidade de deterioragao
das sementes, amostras foram analisadas quanto as taxas respiratorias, ou seja, 0 consumo de
oxigénio (O2) e a producdo de dioxido de carbono (COz), por meio de analisador modelo ILL6600
(IMinois Instruments, Inc., Johnsburg, EUA). A porcentagem de Oz e CO2 no ar do recipiente de
incubacédo das sementes foi obtida por sensores a base de oxido de zirconio (ZrO) parao Oz e
infravermelho para o CO.. As amostras de sementes de cada lote, apds armazenamento por um ano
(lotes PA, PE e M2) e por dois anos (lote M1), com teor de &gua inicial (10-11%) e apds secagem
(ca. 7%) e hidratacdo (ca 15%), foram acondicionadas em respirdmetros, constituidos por frascos de

vidro, hermeticamente fechados, com orificios recobertos por septo de borracha, onde foram
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inseridos os eletrodos do equipamento para a tomada da amostra de ar dos frascos, conforme
metodologia descrita por Lamarca & Barbedo (2012).

Antes da incubacdo foram determinados a massa fresca (g) e o teor de agua, bem como o
volume dos frascos para céalculo do volume de ar no interior dos frascos (descontado o volume
ocupado pelas sementes).

O fechamento dos frascos ao inicio dos experimentos, corresponde & atmosfera normal
(20,9% de oxigénio e 0,03% de dioxido de carbono). O consumo de O e a producdo de CO> pelas
sementes foram estimados pela diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal.
Considerando-se a pressdo atmosférica local em atmosferas (atm), os valores obtidos em
porcentagem de Oz ou de CO> foram convertidos para pressao parcial do gas e, baseando-se no
volume de ar nos frascos e na temperatura registrada em cada avaliagéo, os valores foram
convertidos para micromols (umols) de Oz e de CO..

Os valores obtidos nas avaliagdes foram divididos pela massa seca total da amostra e pelo
periodo de incubacéo, obtendo-se os valores de O e CO; expressos em micromols por grama de
massa seca por dia (umol/gMS/ dia). O quociente respiratorio (QR) foi calculado dividindo-se o
valor obtido para producdo de CO: pelo obtido para consumo de O2 (QR=CO,/O>), segundo
descrito por Kader & Saltveit (2002).

Pelo QR pode-se inferir o substrato da respiracdo, pois QR = 1 quando ocorre oxidagédo
completa de um carboidrato e QR >1 quando ocorre a oxidacdo de acidos graxos (Lamarca, 2009).
Ainda, quando QR < 1, é indicativo de respiracdo aerobica e, quando é > 1, indica que esta
ocorrendo respiracao anaerébica (Labouriau 1983 apud Lamarca & Barbedo 2012).

Para cada uma das subamostras com diferentes teores de agua de cada lote de sementes
(Tabela 2), foi avaliada a taxa respiratoria apds 30 dias de incubagdo a temperatura de 22°C, em
auséncia de luz. Para cada tratamento (teor de agua/ temperatura/ periodo de incubacdo), com trés
repeticOes de 10 sementes, a taxa respiratoria foi avaliada apds 24h de incubagdo a temperatura do

tratamento (40°C ou 50°C).
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3.5. Avaliagéo do potencial antioxidante

Para avaliacdo do potencial antioxidante, foram obtidos extratos hidroalcoolicos do
tegumento de subamostras de 30 sementes de C. echinata de cada tratamento. Os tegumentos foram
extraidos ap6s imersdo em &gua destilada por 10 segundos, ou ap6s embebicao entre folhas de papel
mata-borrdo umedecidas com agua destilada, por duas horas, a 25°C. Foram secos sobre silica-gel,
em dessecador, por periodos de 7 a 10 dias, apds o qué foram triturados em almofariz até a obtengéo
de um po fino, sendo armazenados sob congelamento (-18°C). Os extratos alcdolicos foram obtidos
pelo método de extracdo exaustiva, utilizando p6 dos tegumentos das sementes, com etanol
comercial 70%. Os extratos hidroalcéolicos foram pesados para a determinacéo de rendimento de

extracdo e armazenado em freezer a -18°C.

Foram utilizadas diluigGes aquosas (2,5 mg .L™!) dos extratos brutos para avaliacdo do
potencial da atividade antioxidante, através da quantificacdo de compostos fendlicos presentes nos
tegumentos das sementes de C. echinata procedentes de Mogi Guagu (M1) submetidas a incubacéo

a 50°C, com dois niveis de teor de gua (7% e 11%).

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada através do método de Folin-
Ciocateau, adaptada para microplaca, com leitura em ELISA, seguindo metodologia adaptada de

Marinova et al. 2005. Foi utilizado como padréo &cido galico (140 pg. mi).

As amostras foram analisadas em triplicata. As respectivas absorbancias foram medidas a
760 nm. O conteudo de compostos fenolicos totais foi expresso em equivalente de acido galico (ug.

g de tegumento).



4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagao inicial
As informac0es relativas a composicao dos lotes, como datas de coleta, quantidades de
sementes dispersas e maduras pré-dispersdo (colhidas nos frutos) em cada lote e dados de

caracterizacdo inicial pds coleta e pds armazenamento sdo apresentados nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Caracterizacgéo inicial de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi Guagu
(M1 e M2), Paulinia (PA) e Séo Paulo (SP). sementes dispersas (d) e maduras pré-dispersdo
(m); valores médios de teor de agua (T.A.), potencial hidrico (¥ MPa), matéria seca (MS),
taxas de germinacdo (G), de plantulas normais (N) e anormais (A) e de sementes mortas (M).
(m-e: sementes maduras pré-dispersao, secas em estufa)

Lote data Cor;gfgtigéo Se”g;;'tes T.A% W (MPa) (g}\;'esm) G% N% A% M%
M1 PC 03-04/12/13 m 1090 15,7 -33,38 0,338 93 93 0 7
PA 15/10/15 110 -8181 0280 8 70 13 18
M2  PC 10/12/14 d 445 -56,02 67 47 20 33
18/12/14 d 310 12,7 8206 o219 77 63 14 23
média -69,04 72 55 17 28
PA 26/10/15 11,3 0,248 85 70 15 15
PA PC 07/11/14 d 155 14,3 -46,17 0,315 100 87 13
07/11/14 m 520 169  -3002 o248 100 82 18
07/11/14 m-e 240
PA 02/12/15 d 9,7 -56,82 0,204 100 73 27
02/12/15 m 9,3 -58,88 0272 100 77 23
02/12/15 m-e 8,9 6286 0226 60 0 60 40
média 59520 0234 87 50 37 13
SP PC 29-31/12/14 d 540 14,8 -38,40 0,268 80 40 40 20
29-31/12/14 m 195 0305 94 58 36 6
02-10/01/15 d+m 170 0316 8. 59 22 19
média 0296 85 52 33 15
PA 05/12/15 108 5876 0267 93 80 13 8

Analisando-se a viabilidade inicial para os lotes de sementes das diferentes procedéncias,

verificou-se que a germinacao pés coleta ndo diferiu entre as procedéncias, com exceg¢éo do lote

colhido em Mogi Guagu em 2014 (M2), o qual apresentou germinagdo mais baixa (tabela 5),

embora as taxas de plantulas normais nao tenham diferido significativamente.
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Tabela 5. Germinacéo inicial de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi Guacu
(M1 e M2), Paulinia (PA) e S&o Paulo (SP). Valores médios obtidos em testes de germinacao
pos coleta (PC) e pds armazenamento (PA) por cerca de um ano (M2, PA e SP) e cerca de
dois anos (M1). Médias seguidas pela mesma letra (minusculas nas colunas e maiusculas nas
linhas) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Lotes M1 M2 PA SP

Sementes Germinadas (%o)

PC 93 a AB 77 a B 100 a A 83 a AB
PA 83 a A 8 a A 87 a A 93 a A

Sementes Mortas (%)

PC 7 a AB 23 a A 0 a A 17 a AB

PA 18 a A 15 a A 13 a A 8 a A
Plantulas Normais (%0)

PC 83 a A 64 a A 88 a A 57 a A

PA 70 a A 70 a A 50 b A 80 a A
Plantulas Anormais (%0)

PC 10 a A 13 a A 13 a A 27 A

PA 13 a A 15 a A 37 b B 13 a A

As diferencas observadas provavelmente devem-se mais a qualidade das sementes dispersas
utilizadas na composic¢éo dos lotes, uma vez que s&o colhidas no chdo e, mesmo tendo-se o cuidado
de selecionar as recém dispersas, que ndo tenham sido expostas a umidade do solo (tegumento liso),
geralmente as obtidas dos frutos maduros, colhidos antes da disperséo, apresentam melhor
qualidade. Pode-se constatar na tabela 4 essa diferenca de qualidade entre sementes dispersas e pre-

dispersas, colhidas em Mogi Guacu e em Sao Paulo.

Com relacdo ao lote de Paulinia, foi composto em parte por sementes maduras que foram
secas em estufa. Este sub-lote apresentou germinacdo mais baixa e plantulas anormais (figura 1), o
que influenciou nos resultados do lote composto para que se atingisse o0 nimero suficiente de

sementes para os testes propostos (tabela 4).



Figura 1. A e E. Plantulas normais de Caesalpinia echinata Lam. B, C e D. Plantulas
anormais: B. Parte aérea ausente; C. Raiz ausente; D. Plantula atrofiada.
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4.2. Estudo da deterioracéo de sementes de Caesalpinia echinata

Quando se comparam os resultados de germinacao obtidos para sementes ap6s os diferentes
periodos de incubagdo, com os trés niveis de teores de agua (fig. 2 a 9), pode-se observar que,
quando estes foram mais elevados, houve uma queda mais acentuada nas taxas de germinacao e
plantulas normais, para todos os lotes. Este fato se deve a grande influéncia da 4gua dentro das
sementes nos processos de deterioracdo das mesmas (Marcos Filho 2015).

Contudo, pode-se observar que o aumento do teor de &gua, bem como da temperatura de
incubacéo, ndo alterou de forma exatamente igual a progressao da deterioragdo das sementes dos lotes
avaliados. Isso decorre em funcdo dos diferentes niveis de vigor, inerentes a cada lote de sementes, e
que, segundo Malavasi (1988), ¢é afetado por fatores genotipicos, climaticos e referentes aos processos

durante a coleta, beneficiamento e transporte, bem como de armazenamento das sementes.

Por exemplo, sementes de M1 incubadas com 7% a 50 °C (figura 2) mantiveram germinacao
acima de 50% ap0s 20 dias, enquanto as de M2 (mesma populacdo, anos diferentes) ja ndo
germinavam (figura 4), provavelmente indicado maior grau de maturidade das primeiras ou melhor
qualidade inicial das sementes (tabela 4), conforme ja discutido acima sobre a composi¢do dos
lotes. Isso também pode ser verificado na incubagdo das sementes mais Umidas, com 11%, a 40 °C,

com deterioracdo mais rapida de M2 em relacdo a M1 (figuras 4 e 5).

Porém, essas diferencas nao se repetem quando se comparam as curvas obtidas a partir das
taxas de plantulas normais para os mesmos lotes, tendo apresentado resultados bastante semelhantes

(figuras 3 e 5).

Quando se comparam diferentes procedéncias, percebe-se ainda que as sementes colhidas
em Paulinia (PA) e Sdo Paulo (SP) apresentaram maior longevidade que as de Mogi Guacu, pois
com 11% de umidade, apds 20 dias de incubacao a 40°C, apresentaram germinacao de 20% (PA,
figura 6) e 30% (SP, figura 8), enquanto as de M1 apresentaram valores inferiores a 10% (figura 2)

e as de M2 ndo germinavam mais (figura 4).



25

40°C G (%) 50°C G (%)
7% - 100 - 100
L 90 L 90
L 80 L 80
E\_;\ L 70 { L 70
. 60 I 60
% I 50 7777777777777777 L 50
L 40 L a0
% L 30 % E
L 20 L 20
L 10 L 10
e B e a1 e S T e e
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720 0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h) oy
11% G (%) G(%)
~ 100 - 100
t 90 r 90
%\ I 80 r 80
L 70 F 70
L 60 ". e
+ 50 r 50
L a0 ) L a0
L 30 =
% L 20
I 10
- ;ngw‘wwuwwuwwuwwo
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720 0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)
15% G (%) G (%)
- 100 - 100
% L 90 % L 90
| L 80 | - 80
: L 70 L 70
L 60 L 60
) - 50
L 40 L a0
‘ ) L 30
\‘ k20 20
b L 10 ; L 10
S S S S ) Wfo
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720 0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720

t(h) t(h)

Figura 2. Valores médios e desvios obtidos para germinacgéo (G) de sementes de Caesalpinia echinata
Lam. com diferentes teores de dgua (7%, 11% e 15%), procedentes de Mogi Guagu (2013),
apos tratamentos de deterioracao atraves de incubacgéo por diferentes periodos (t) a 40°C e
a 50°C.
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Figura 3. Valores médios e desvios obtidos para plantulas normais (N) nos testes de germinacédo de
sementes de Caesalpinia echinata Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%),
procedentes de Mogi Guagu (2013), ap6s tratamentos de deterioracdo através de incubacéo

por diferentes periodos (t) a 40°C e a 50°C.
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Figura 4. Valores médios e desvios obtidos para germinacéo (G) de sementes de Caesalpinia echinata
Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%), procedentes de Mogi Guagu (2014),
apos tratamentos de deterioracdo através de incubacao por diferentes periodos (t) a40°C e a

50°C.
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Figura 5. Valores médios e desvios obtidos para plantulas normais (N) nos testes de germinacédo de
sementes de Caesalpinia echinata Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%),
procedentes de Mogi Guacu (2014), apés tratamentos de deterioracéo através de incubacéo
por diferentes periodos (t) a 40°C e a 50°C.
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Com relagdo as taxas de plantulas normais, de um modo geral, ap6s periodos de, no maximo

10 dias de incubacéo a 40°C, os valores foram inferiores a 10% (figuras 3, 5, 7 e 9).

Outro aspecto interessante foi a rapida deterioracdo das sementes de todas as origens em
ambas as temperaturas de incubacéo quando o teor de agua das sementes foi 15%, com germinagéo
praticamente nula apds trés dias. Mesmo as sementes de SP, que ainda apresentavam 30% de
germinacéo (figura 8), ndo conseguiram produzir plantulas normais (figura 9). Note-se, ainda, que a
progressao da queda na germinacgdo destas sementes aponta para a nulidade antes do quarto dia

(figura 9).

Contudo, antes que as sementes se deteriorem a ponto de produzir anormalidades nas
plantulas (figura 1), outras caracteristicas detectaveis sao afetadas, como por exemplo a producgéo

de plantulas normais menos ou mais vigorosas (figura 10).

Outro teste de vigor utilizado para analisar a deterioracdo das sementes de pau-brasil foi o
teste de tetrazolio. Através deste, é possivel avaliar o grau de deterioracdo das sementes,
analisando-se os tecidos seminais corados pela reacdo com o sal de tetrazolio (figura 11) e
quantificar as sementes germinaveis, viaveis, inviaveis e mortas, segundo a classificagdo proposta

para a espécie por Lamarca et al. 2009.



7% a0°c 6 (%)

S S S S S S S S R
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

11% G (%)

T S
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

15%

P |
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

G (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

30

50°C G (%)

+ 100

} s [

r 70
r 60
r 50
r 40
r 30
r 20
r 10

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 0
k t t t t t t t t t t

0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

G (%)
r 100
F 90
r 80
+ 70
r 60
r 50
r 40

.
\
|
.
|
|
.
\
.
- L 30
| L 20
\
!
$ L 10
i S 0

0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

G (%)

r 100
r 90
r 80
r 70
r 60
r 50
r 40
r 30
r 20
‘ r 10
mﬁ—;ﬂ—%—%—%—%—%—%—%—;;ff 0
0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
t(h)

Figura 6. Valores médios e desvios obtidos para germinacéo (G) de sementes de Caesalpinia echinata
Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%), procedentes de Paulinia (2014), ap6s
tratamentos de deterioracdo através de incubacéo por diferentes periodos (t) a 40°C e a 50°C.
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Figura 7. Valores médios e desvios obtidos para plantulas normais (N) nos testes de germinacdo de
sementes de Caesalpinia echinata Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%),
procedentes de Paulinia (2014), apés tratamentos de deterioragéo através de incubacgédo por
diferentes periodos (t) a 40°C e a 50°C.
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Figura 8. Valores médios e desvios obtidos para germinacgéo (G) de sementes de Caesalpinia echinata
Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%), procedentes de Sdo Paulo (2014),
apos tratamentos de deterioracdo através de incubacao por diferentes periodos (t) a40°C e a
50°C.
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Figura 9. Valores médios e desvios obtidos para plantulas normais (N) nos testes de germinacédo de
sementes de Caesalpinia echinata Lam. com diferentes teores de agua (7%, 11% e 15%),
procedentes de S&o Paulo (2014), apds tratamentos de deterioracdo através de incubagéo por

diferentes periodos (t) a 40°C e a 50°C,
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Figura 10. Diferencas de vigor no desenvolvimento de plantulas normais de Caesalpinia
echinata Lam. A. Plantulas normais vigorosas. B. Plantulas normais néo
vigorosas. C. Plantulas normais dispostas em gradiente decrescente de vigor.
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Figura 11. Teste de tetrazolio. Sementes invidveis de C. echinata Lam. (segundo classificagdo
de Lamarca et al. 2009 para a espécie), ap6s um ano armazenadas a -18°C. Sementes
com tecidos em alto grau de deterioracéo (A - vermelho) e com mais de 75% de tecido

morto (B - ndo corado).
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4.3. Determinacédo de constantes e equacao de previsibilidade da viabilidade

Quando se observam as curvas de sobrevivéncia de sementes de C. echinata, obtidas a partir
da transformacao dos dados de germinagdo em probit e regressao linear (figuras 12 e 13), nota-se
que as variacdes nos teores de dgua e nas temperaturas de incubacédo influenciaram de diferentes

formas, porém com efeitos cumulativos ou sinergéticos.

Para as sementes com teor de 4gua de 7%, a viabilidade ndo foi significativamente afetada
pela alteracdo de 10°C na temperatura de incubacdo (dados experimentais obtidos até o periodo de

10 dias e tendéncia).

Como pode ser observado nas figuras 12 e 13, a inclinagédo das retas obtidas para
germinagdo (G%) nas duas temperaturas a 7% de umidade foi mais aproximada, quando comparada

as obtidas a 11% e 15%.

Contudo, quando se consideram somente as taxas de plantulas normais, pode-se constatar
que a elevacao de 10°C na temperatura da incubacdo (de 40°C para 50°C) ja foi suficiente para

diminuir o vigor dessas sementes, mesmo com 0 menor teor de agua (7%).

Quando o teor de agua das sementes foi de 11%, uma maior velocidade de deterioracdo das
sementes pode ser constatada nas duas temperaturas (fig. 12 e 13), devido a maior inclinacdo das
retas obtidas para germinacéo e, portanto, maiores taxas de deterioracdo (dadas pelos coeficientes
angulares das retas) e menores os valores calculados a partir destes para o, ou seja, menores 0S

periodos necessarios para que a germinacdo caia de um probit.

Também se observa maior distanciamento entre as tendéncias dos resultados de
germinacdo a 40°C e a 50°C, demonstrando que, com este aumento de umidade nas sementes, a
acdo da temperatura na sua deterioracédo foi intensificada. O mesmo padrdo se observa para

plantulas normais resultantes nessas condigdes.



Probit

Probit

Mogi.1-7% - 40°C

648

8
7
y=-0,0022x +5,6193
6 R?=0,7972
[ | SN O g,
s [T, P
= @& L °
=4 O T
§ i -
s T T e
s LI Py
y=-0,0031x +4,6887 e
2_
2 R?=0,6654
1
0 1
0 72 144 216 288 360 432 504 576
(h)
e G ® N ceeeeeees Linear (G) «eeeeeer Linear ( N)
Mogi.1- 11% - 40°C
3
S
6
0—p
° y=-0,1861x +6,3675
5 . . R?=0,9272
. °
3 S
2
y = -0,2563x +5,4052
1 R?=0,961
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
dias
e G o N e Linear (G) = eeeeee Linear ( N)
Mogi.1 -15% - 40°C
8
7
6
° y =-0,0366x + 5,3406
P G R2=0,7503
R R TR ...
4 e e
................. °
3 e T bl .
A
y=-0,0848x+50017 e
1 R=07572 Tt
0 ! *
0 12 24 36 48
(h)
e G ® N e Linear (G) = «reeeeeee Linear ( N)

37

Mogi.1-7% - 50°C

y =-0,0035x +5,4123

R?=0,3634
S DT PP O hd
L]
"o,
“.'.-.. L4
V=-0021x+53139 e
R2=096 e
0 48 9% 144 192 240
(h)
* G o N e Linear (G) ~ eeeeees Linear ( N)

Mogi.1-11%-50°C

y=-0,023x +5,8288

........ R?=0,9669
o e
@,
. e T e Q.
R PO °
y=-0,0142x+39934 Tt
R?=0,112
.
0 24 18 72 % 120 144
(h)
e G ® N e Linear (G) weeeeeee Linear ( N)

Mogi.1-15% - 50°C

y =-0,4958x +6,0783
R?=0,9944

y = -0,46x+5,64
R2=0,9944

8 10 12 14 16 18 20 22 24
(h)

......... Linear ( N)

Figura 12. Curvas de sobrevivéncia de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi Guagu (2013) ap6s
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Figura 13. Curvas de sobrevivéncia de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi Guagu (2014) ap6s
incubacdo a 40°C e 50°C, com trés niveis de teor de agua (7%, 11% e 15%) por diferentes periodos. Sementes
germinadas (G, linha cinza) e plantulas normais (N, linha preta). Y g 70,40:c = -0,0025X + 5,8019, R? = 0,8569;
YN,7%,40°C = -0,0095X + 5,3296, R2= 0,9615; YG,7%,50°C = -0,0097)( + 5,6139; R2= 0,8052; YN,7%,5o°c = -0,0199X
+ 5,265, R2= 0,8833; Y 11%40°c = -0,0117X + 6,1607; R2 = 0,9289, YN 119%,40°c = -0,0107X + 5,2854, R2 =
0,9777; Y 11%,50°c = -0,0345X +6,2586, R2=0,7895; Y 119%50°c =-0,0634X + 6,0893; R2=0,7503; Y G,15%40°C
=-0,0193X +4,8855; R2=0,2792; Yn,15%,40°c =-0,022X + 4,3527, R2 =0,4298; Y g 15%,50°c = - 0,11 + 5,3959X;
R2= 0,9001, YN,15%,50°C =- 0,109X + 3,962, R2= 0,6223.
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Para permitir uma melhor visualizacéo, as retas obtidas sdo apresentadas em funcéo das

temperaturas (figura 14) e em fungéo do teor de &gua (figurals).
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Figura 14. Curvas de sobrevivéncia de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi

Guacu (2013), com valores de germinacdo (G) e de plantulas normais (N)

transformados em probit, em trés niveis de teor de agua (7% e ---, 11% m e 15%

A _._)em cada temperatura de incubagéo (40°C e 50°C).
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Figura 15. Curvas de sobrevivéncia de sementes de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi

Guacu (2013), com valores de germinacao (G) e de plantulas normais (N) transformados

em probit, apds incubacdo a 40°C (e ---) e 50°C (o —) em cada nivel de teor de agua (7%,

11% e 15%).
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Pode-se observar na tabela 6 a diminuicdo também exponencial dos valores obtidos para o
desvio-padrédo da distribuicdo de frequéncias de sementes mortas no tempo (sigma, em dias), a

medida que os tratamentos empregaram maiores teores de 4gua e temperatura.

Nas sementes de C. echinata com teor de agua ainda mais elevado (15%), a queda na
viabilidade foi dréstica, nas duas temperaturas de incubacgéo (fig. 15). Aparentemente, para essas
sementes, a agcdo combinada de altas temperaturas e alto teor de dgua tem efeito sinergético na sua
deterioracéo, traduzida pela queda exponencial da sua viabilidade, dada tanto pelos resultados de
germinacdo quanto de plantulas normais (fig.14 e 15). Essa queda exponencial resulta na mudanca

de escala de tempo na obtengdo das curvas de sobrevivéncia, de dias para horas (ou fragGes de dia).

Tabela 6. VValores experimentais de viabilidade inicial (Ki) e obtidos através de regressdo linear, taxa
de deterioracdo (-tgP) e sigma (o) para sementes deMogi.1, e periodo maximo avaliado
para cada tratamento combinando T.A.(%)/T°C.

Tratamentos Ki exper. Ki top c logo p Max.
TA./T°C (probit) estim. (dias) (dias)
7140 G 5,52 5,48 -0,0339 29,50 1,4698 25
N 4,48 4,39 -0,0585 17,09  1,232844 25
7/50 G 5,52 5,21 -0,0537 18,62  1,270026 10
N 4,48 4,92 -0,4458 2,24 0,35086 10
11/40 G 5,95 6,37 -0,1861 5,37 0,730254 30
N 5,52 541 -0,2563 3,90 0,591251 20
11/50 G 5,95 5,83 -0,5517 1,81 0,258297 5
N 5,52 4,74 -0,4254 2,35 0,371203 5
15/40 G 5,52 5,44 -0,9465 1,06 0,023879 2
N 4,48 4,84 -1,9213 0,52 -0,2836 2
15/50 G 5,52 6,27 -12,3600 0,08 -1,09202 0,5
N 4,48 5,32 -10,2600 0,10 -1,01115 0,5
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Para as constantes calculadas a partir de cada grupo de 3 tratamentos (T.A./temperatura) os
valores obtidos (tabela 7) apresentaram grande variagdo (Kv =4,6 + 2,6; C1= 0,080 £ 0,195; C> =

0,065 + 0,021).

As equac0es decorrentes dessas constantes (tabela 8), por conseguinte, apresentaram as
mesmas varia¢des. A simulacdo do periodo médio de viabilidade, utilizando as diferentes equacdes,
durante armazenamento, por exemplo, & temperatura de -18°C e T.A. de 10%, oscilou de 12 a 1.024
anos, ou seja, uma variacao inaceitavel para o planejamento e manejo de sementes em banco de

germoplasma.

No armazenamento real sob essas mesmas condi¢des, Mello et al. (2013) verificaram que
apos 5 anos, a germinacao caiu de 80% para 60%, o que indica que o periodo médio de viabilidade
seria proximo de 5 anos. Este periodo curiosamente esta bastante proximo do periodo estimado pela
mesma equagao de previsibilidade (Roberts 1973), quando se utilizaram as constantes obtidas a
partir de testes realizados em temperaturas menores (5°C, 15°C e 25°C), préximas as naturais para a
espécie (C. J. Barbedo 2014, comunicacao pessoal), segundo as quais o periodo médio de

viabilidade seria de 3 anos.

Para empregar a equacdo melhorada proposta por Ellis & Roberts (1980),

v = Ki - p/10 (KE-CWlogm -CHt-CQ )

obtiveram-se, a partir da relacdo logaritmica entre o € o teor de dgua (m) (figura 16), as constantes

Cw (relativa a variacdo de umidade) e da espécie, K e KE (tabela 9).
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Tabela 7. Constantes de previsibilidade calculadas para sementes de Caesalpinia echinata Lam.
(coletadas em Mogi Guacu — 2013), a partir de 12 combinagdes de 3 tratamentos cada.

Tratamentos

TA./T°C Kv C1 C
1 7/40 7/50 11/40 5,2671 0,1102 0,0782
2 7/40 7/50 11/50 6,1286 0,2332 0,0782
3 7/40 7/50 15/40 5,7542 0,1798 0,0782
4 7/40 7/50 15/50 6,5790 0,2976 0,0782
5 11/40 11/50 7/40 0,5585 -0,2332 0,0439
6 11/40 11/50 7/50 1,5457 -0,1235 0,0494
7 11/40 11/50 15/40 9,0543 0,3595 0,0933
8 11/40 11/50 15/50 4,2617 0,1235 0,0494
9 15/40 15/50 7/40 1,9325 -0,1178 0,0943
10 15/40 15/50 7/50 1,5422 -0,1231 0,0492
11 15/40 15/50 11/40 5,6390 0,2494 0,0492
12 15/40 15/50 11/50 6,9921 0,0005 0,0329
média 4,6046 0,0797 0,0645

desvio 2,6443 0,1946 0,0209

Tabela 8. Equacdes de previsibilidade resultantes, obtidas para sementes de C. echinata (coletadas
em Mogi Guacu — 2013), a partir de 12 combinacGes de 3 tratamentos cada.

T?fTTe?éos v=Kij-p/1o0 <~ - ¢ .m-
1 7/140 7/50 11/40 v=Ki-p /10 > 01102 . m- 00782 .t
2 7/40 7/50 11/50 v=Ki-p /10 *%% 02332 .m- 00782 .t
3 7/140 7/50 15/40 v=Ki-p /10 >7% 01798 . m- 00782 .t
4 7/40 7/50 15/50 v=Ki-p /10 *°0 02976 . m- 00782 .t
5 11/40 11/50 7/40 v=Ki-p /10 058 02332 . m- 00439 .t
6 11/40 11/50 7/50 v=Ki-p /10 17 01235 . m- 00494 .t
7 11/40 11/50 15/40 v=Ki-p /10 9054 03595 . m- 00933 .t
8 11/40 11/50 15/50 v=Ki-p /10 42V 01235 . m- 0049
9 15/40 15/50 7/40 v=Ki-p /10 1%% 01178 . m- 00043
10 15/40 15/50 7/50 v=Ki-p /10 152 01281 . m- 00492
11 15/40 15/50 11/40 v=Ki-p /10 560 02494 . m- 00492
12 15/40 15/50 11/50 v=Ki-p /10 692 00005 . m- 00329
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Figura 16. Relacdo logaritmica entre o teor de &gua m (T.A.%, b.u.) e sigma (o), para sementes de
Caesalpinia echinata Lam. incubadas a 40°C e 50°C, com trés niveis de teor de agua (7%,
11% e 15%), coletadas em Mogi Guacu (2013- Mogi.1 e 2014 — Mogi.2), Paulinia e Sdo
Paulo (PEFI).

Os valores obtidos para esses coeficientes variaram bastante, dependendo do lote e da
temperatura de incubacao (tabela 9). Ignécio (2013) também encontrou grande varia¢do nos
coeficientes determinados para pau-marfim (Balfourodendron riedellianum Engler) de diferentes
procedéncias.

Esta variagdo ndo permite a aplicacdo da equagéo de previsibilidade com seguranca, pois 0s
valores estimados variam de acordo com os coeficientes utilizados, ainda que se adotem os valores

universais para as constantes Cy (0,0329) e Cq (0,000478).



Tabela 9. Constantes de previsibilidade Cw , K e KE, calculadas para sementes de Caesalpinia
echinata Lam., coletadas em Mogi Guacu (2013 — M1 e 2014 — M2), Paulinia e Sao
Paulo (PA e SP, 2014), apds tratamentos de deterioragdo a 40°C e a 50°C.

T°C lote Cw K KE

M1 4,3247 5,1563 4,718924

40 M2 2,6794 4,8514 4,414072
PA 4,6680 5,5095 5,072172

P 2,3013 3,0365 2,599172

M1 2,6794 4,8514 4,414072

50 M2 3,1514 4,6946 4,257272
PA 6,8137 7,3171 6,879772

PE 5,4503 6,1079 5,670572
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Provavelmente isso se deve a desuniformidade encontrada em sementes de espécies nativas,

mesmo quando procedentes de uma s6 populacgdo, coletadas na mesma data. Ellis & Roberts (1980)

desenvolveram essa equacdo para utilizacdo com lotes de sementes homogéneos e de alta qualidade.

Os autores enfatizam que as equacdes, quando sdo aplicadas, devem ser usadas apenas como guia

aproximado para o comportamento esperado de lotes de sementes de alta qualidade, além de que a

extrapolacdo para ambientes de armazenamento extremos pode ser imprecisa.

As altas temperaturas empregadas para os tratamentos de deterioracdo, associadas a altos

niveis de teor de agua das sementes mostraram-se inadequados para aplicacdo nos modelos de

previsibilidade propostos neste trabalho para Caesalpinia echinata Lam.
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4.4. Andlise das taxas de respiracdo e acdo oxidativa sobre a deterioracdo de sementes

de Caesalpinia echinata Lam.

Os dados analisados para taxas respiratorias das sementes de pau-brasil sdo apresentados na
figura 17. Os graficos resultantes a partir dos valores médios obtidos evidenciaram um
comportamento erratico, especialmente em relacdo a temperatura de incubagdo, sem tendéncias

evidentes.

Na incubacdo das sementes de pau-brasil de todas as procedéncias, os valores obtidos para
consumo de O e para liberagcdo de COza 22°C (figura 17) foram inferiores aos descritos por
Lamarca & Barbedo (2012), evidenciando que tanto a respiracao quanto 0s demais processos
oxidativos foram menores que os encontrados por aqueles autores. Contudo, quando se elevou a
temperatura para 40°C e 50°C, os valores de consumo de O2 aumentaram substancialmente.
Interessante observar que o0 aumento foi expressivamente maior que o aumento na liberacéo de COo,
sugerindo que as taxas de oxidacao ndo respiratdrias ocorreram de forma mais intensa que a propria

respiracéo.

Outro aspecto interessante foi que tal aumento ndo foi uniforme nem entre as sementes das
diferentes regides de coleta, nem entre anos diferentes da mesma regido. Assim, a 50°C, o consumo
de O, seguiu essa tendéncia para as sementes de M2 e de S&o Paulo, contudo para as de M1 foi

equivalente para sementes com 11% e 15% de umidade.

Para as sementes de Paulinia, constatou-se elevacdo no consumo de O> conforme se aumentou
0 teor de agua das sementes. No entanto, a producao de CO; ndo seguiu 0 mesmo padréo, sendo ainda
pequena para todas as procedéncias, com discreta elevacdo a medida em que se aumentou o teor de

agua, sendo mais evidente para as sementes de Paulinia a 50°C e, a 40°C, para as de Sao Paulo.
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Figura 17. Consumo de O, liberacdo de CO: e quociente respiratorio (QR) de sementes de
Caesalpinia echinata Lam. de quatro origens distintas (A: Mogi Guacu, safra 2013); B: Mogi Guacu,
safra 2014; C: Paulinia; D: Sdo Paulo) e trés niveis de hidratacdo (T.A. de 7%. 11% e 15%), incubadas
em trés temperaturas (colunas em branco: 22°C; em cinza: 40°C; em preto: 50°C).
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Em consequéncia dessa varia¢ao nos resultados, o quociente respiratorio também foi
variavel. Os valores obtidos para QR foram maiores em todos os tratamentos a 22°C, com médias
superiores a 2; e variaram de aproximadamente 1 até 1,5 a 40°C e 50°C, para os demais niveis de
teor de 4gua e procedéncias (excetuando-se as sementes de Sdo Paulo com T.A.7% a 40°C, quando
foi maior que 3), e menor ou igual a 1 para os tratamentos a 40°C e 50°C, para sementes de todas as

procedéncias e niveis de umidade.

De acordo com Marcos Filho (2015), durante o armazenamento, podem ocorrer alteragoes
peroxidativas nos lipidios dos mitocéndrios, acarretando problemas na reconstrugdo das membranas
na embebicdo, antes que se possa detectar reducdo no vigor. Essas alteracdes respiratorias
diminuem o consumo de oxigénio pelos tecidos da semente, com maior liberacdo de didxido de

carbono e consequente aumento do Quociente de Respiracdo — QR.

Em estudo prévio com Caesalpinia echinata, Lamarca & Barbedo (2012) obtiveram valores
de QR bem menores que 1, devido ao consumo de oxigénio até 50 vezes a producdo de COo,

indicativo de utilizacdo de acidos graxos na respiracao ou a ocorréncia de reacdes oxidativas.

Essa variacdo nas taxas de Oz e CO> para as sementes submetidas a altas temperaturas por
periodos crescentes somente nos permite concluir que ocorrem alteragdes em funcdo de temperatura
de incubacdo e umidade das sementes, porém afetando-as de maneira desigual, aparentemente
caotica. Isso deve estar relacionado as maltiplas formas de atuacdo dessas condi¢fes nos processos
envolvidos na deterioracdo das sementes em todos o0s niveis, celular ou metabélico, com resultados
variaveis para o comportamento respiratorio das sementes. Tal variacdo pode ainda ser resultante da

diversidade genotipica e/ou das condi¢cdes ambientais durante a formacgéo das sementes.

De qualquer forma, ressalta-se a importancia dessas taxas de consumo/liberacéo dos gases

nos trabalhos que envolvem a simulacdo da deterioracéo ao longo do armazenamento.
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Tais valores normalmente ndo sdo considerados nesses tipos de experimentos, a despeito da
observacao feita por Roberts (1973) da possibilidade de interferéncia, especialmente do O,. Assim,
estudos mais detalhados devem ser desenvolvidos a fim de permitir uma compreensao maior sobre
0s processos envolvidas na deterioracdo das sementes, especialmente as de Caesalpinia echinata
para as quais ja foi demonstrada a influéncia do O nas taxas de deterioragdo (Lamarca & Barbedo

2012).

4.5. Avaliacdo do potencial antioxidante

O potencial antioxidante de substancias presentes no tegumento das sementes foi avaliado
através da quantificacdo de compostos fendlicos totais, expresso em equivalente de acido galico

(ug.g de tegumento). Os dados obtidos s&o apresentados na figura 18.

Pode-se verificar nessa figura que ocorreu diminuicao desses compostos quando o periodo
de incubacdo das sementes com T.A. 11% aumentou de 48 para 72h e que foi concomitante a queda
na germinacgdo. Observa-se que as mesmas quedas ndo ocorreram com sementes com T.A. 7%,
mesmo apos periodos bem maiores de incubacgdo a 50°C (até 10 dias). Contudo, neste tratamento,
embora a germinacdo total ndo tenha sido afetada, a taxa de plantulas normais obtidas caiu nos
periodos maiores de incubacdo (ap6s 5 dias). O mesmo ocorreu com sementes com T.A. 11%, apds
48 horas de incubacdo, sem que ocorresse reducao dos fendlicos. Este fato indica que os primeiros
sintomas de deterioracdo de sementes de C. echinata, como a reducdo no vigor, acarretando maior
ocorréncia de plantulas anormais, foi anterior a queda dos compostos fenolicos. Assim, a reducao
desses compostos no tegumento deve estar relacionada a diminuicdo da capacidade germinativa,

detectavel num nivel mais adiantado de deterioracdo das sementes.
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Figura 18. Valores médios de sementes germinadas (G) e mortas (M) e de plantulas normais (N) e
anormais (A) de Caesalpinia echinata Lam. coletadas em Mogi Guacu (2013), com dois
niveis de teor de agua (7% e 11%), apos incubagéo a 50°C, e quantificacdo de compostos
fenolicos totais (CFT) no tegumento das sementes.
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A agdo antioxidante desses compostos foi demonstrada em estudo com frutos de
Caesalpinia spinosa Kuntze (Doroteo et al. 2012) e extratos de tegumento de sementes do jatoba
apresentaram 26% de compostos fendlicos, sendo o acido galico majoritéario (Souza et al. 2011). A
presenca destes compostos nos extratos pode explicar a forte atividade antioxidante do extrato de

tegumento de jatoba (L. M. B. Torres 2015, comunicagdo pessoal).

Hellmann et al. (2006) relataram escurecimento gradativo no tegumento das sementes de C.
echinata armazenadas por até cinco anos em diferentes temperaturas (7°C, 2°C, 5°C e -18°C).
Constataram que 0 escurecimento foi progressivo e consistente com a degradacéo das sementes. As
sementes ficaram mais escuras na medida em que se aumentaram as temperaturas e periodos de
armazenamento. Tal fato pode ser sugestivo da oxidagao de substancias presentes no tegumento e
consequente diminuicdo de protecdo antioxidante, conforme progride a deterioracdo das sementes, 0

que pode estar relacionado a presenca de compostos fendlicos no tegumento das sementes.

Embora as sementes de pau-brasil empregadas no presente trabalho tenham sido submetidas
aos tratamentos de incubacdo em altas temperaturas por diferentes periodos e niveis de T.A, 0s
quais resultaram na deterioracdo progressiva até a perda total da capacidade germinativa, ndo se
verificou a ocorréncia de escurecimento no seu tegumento, como pode ser constatado na figura 19.
Este fato indica que os processos metabdlicos que acontecem durante o envelhecimento natural das
sementes armazenadas podem nao ser 0s mesmos quando elas sdo submetidas a processos forcados

de deterioracéo.

A reducéo dos compostos fenolicos constatada neste experimento, coincidente com a queda
na germinagdo, mas ndo com a maior ocorréncia de plantulas anormais, sugere que diferentes
mecanismos antioxidantes estejam envolvidos com a manutencdo da capacidade germinativa e do
vigor das sementes. Marcos Filho (2015) aponta a ocorréncia de sistemas antioxidantes enzimaticos,
envolvendo enzimas removedoras de produtos toxicos e radicais livres, as “scavengers”, tais como

superdxido dismutase, catalase e peroxidase, entre outras.
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O envelhecimento natural € um declinio relacionado com o tempo nos processos bioldgicos,
acelerado pelos estresses bioticos e abioticos (Benson 2008), quando ocorrem alteragoes
fisiologicas, bioguimicas e citoldgicas, com a consequente perda de viabilidade (Marcos Filho
2015). Ja o envelhecimento das sementes atraves da aceleracdo de sua deterioragdo, empregando
temperaturas elevadas e alta umidade, pode ocorrer de forma diversa do natural, com diferentes

processos metabolicos e oxidativos.

Assim, para uma melhor compreenséo da atividade antioxidante que ocorre durante o
envelhecimento de sementes de Caesalpinia echinata, sdo necessarios novos estudos, mais

abrangentes e detalhados.

Figura 19. Sementes de Caesalpinia echinata Lam. provenientes de Mogi Guagu, submetidas a
incubacdo a 50°C por 48 h (A) e por 60 h (B), com teor de agua de 15%.
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5. Considerac0es finais

Pelos resultados obtidos neste trabalho, constatamos a necessidade de estudos mais
detalhados sobre os processos relacionados a perda da capacidade germinativa e de produzir
plantulas normais de sementes de Caesalpinia echinata, tanto sobre a cinética da sua deterioracao

quanto sobre os metabdlitos relacionados & manutencdo ou a perda da viabilidade.

No presente trabalho, mais uma vez se evidenciou a influéncia do oxigénio na taxa de
deterioracdo dessas sementes. A deterioracdo das sementes de pau-brasil é tdo mais intensa quanto
mais elevada a temperatura e tal fato tem forte correlacdo com o aumento do consumo de Oz sem
equivalente liberacdo de CO». Isso sugere que a deterioragdo dessas sementes decorre de processos
oxidativos, inibidos somente quando em temperatura de congelamento. Este comportamento tem
sido analisado em temperaturas elevadas, porém ainda dentro dos limites encontrados pela espécie
no seu ambiente natural. No presente trabalho, em que se extrapolou esses limites, houve um
aumento das taxas oxidativas, de forma irregular. Tal fato sugere que o metabolismo deteriorativo
das sementes nas condi¢des a que foram submetidas para simulacdo do armazenamento pode néo

corresponder ao metabolismo durante o armazenamento natural.

A grande variagdo demonstrada entre as constantes e equagdes de viabilidade obtidas neste
trabalho, o qué, conforme apontado anteriormente, seria inaceitavel para o planejamento e manejo
de sementes em banco de germoplasma, indica que a utilizacdo da metodologia néo foi adequada
para que se pudessem aplicar modelos de previsibilidade e estimar a longevidade de sementes de
Caesalpinia echinata em condicdes de armazenamento. As altas temperaturas utilizadas podem ter
alterado completamente o metabolismo, especialmente respiratorio e oxidativo e,
consequentemente, as taxas de deterioracéo, interferindo na eficiéncia da aplicacdo do modelo

adotado.
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Portanto, modelos que utilizam temperaturas fora da faixa de ocorréncia natural da espécie,
ndo seriam recomendaveis a todas as espécies, como aqui demonstrado para a previsibilidade de

conservacdo de sementes de pau-brasil.
Além disso, os modelos atuais ndo incluem as taxas de respira¢do e oxidag&o.

Estudos mais detalhados, utilizando temperaturas ndo tao elevadas e modelos matematicos
alternativos, devem ser realizados para possibilitar melhor compreenséo dos processos metabdlicos
e da cinética da deterioracdo das sementes de pau-brasil, permitindo assim a sua conservagao em
bancos de germoplasma com maior seguranga e embasamento cientifico, para preservacdo de tdo

importante e vulneravel espécie de nossa flora.
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