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RESUMO

O armazenamento de sementes é uma importante ferramenta para a conservacdo ex situ. A
capacidade de tolerar a dessecacdo, em sementes denominadas ortodoxas, permite que essas
sejam armazenadas por longos periodos. J& sementes que ndo toleram essa perda acentuada
de &gua, denominadas recalcitrantes, apresentam dificuldades no seu armazenamento a longo
prazo. Verifica-se grande variacdo no grau de secagem das sementes de diferentes espécies,
levando autores a considerar a existéncia de niveis de recalcitrancia e, recentemente, que as
variagOes sejam decorrentes do estddio de maturacdo no qual sdo dispersas pela planta-mae.
Assim, o comportamento recalcitrante seria resultado da disperséo prematura dessas sementes
pela planta-mae. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer relacdes
fisioldgicas em diferentes estadios imaturos das sementes ortodoxas de Caesalpinia echinata
com as descritas para sementes recalcitrantes visando a verificar sua proximidade de
comportamentos. Para tanto, a ferramenta de anélise foi o estudo da tolerancia & dessecagéo,
natural e induzida por solucdo osmotica (PEG a -3MPa), até diferentes niveis (40%, 30%,
20% e 10% de agua, em base Umida). Avaliaram-se alteracdes no potencial hidrico, na
germinacao, no vigor e nas taxas respiratdrias das sementes. Os resultados mostraram que: 1)
houve avanco da tolerancia a desseca¢do com a evolucdo na maturacao; 2) a indugdo com
PEG permitiu um deslocamento no comportamento na curva de tolerancia a dessecacdo no
ultimo estaddio de maturacdo; 3) a inducdo com PEG reduziu as taxas de oxidacdo das

sementes, principal fator da sua rapida deterioracdo em armazenamento.

Palavras-chave: osmocondicionamento, maturagdo, taxas respiratorias.



ABSTRACT

Seed storage is an important tool for the ex situ conservation. The ability to tolerate
desiccation in the so-called orthodox seeds allows them to be stored for long periods.
Desiccation intolerant seeds, the so-called recalcitrant, have difficulty in their long term
storage. However, there is a wide variation in the degree of drying in seeds of different
species, leading authors to consider the existence of recalcitrance levels and, recently, that the
variations are due to the maturation stage in which the seeds are dispersed. Thus, the
recalcitrant behavior would result from a premature shedding. In this context, the objective of
this study was to establish physiological relationships at different stages of development in
immature Caesalpinia echinata orthodox seeds, comparing them to those described for
recalcitrant seeds in order to verify their proximity of behavior. Therefore, we analysed
desiccation tolerance, with or without stress osmotic treatment (PEG -3MPa solution), at
different levels of drying (40%, 30%, 20% and 10% water content, wet basis). Changes in
water potential, germination, vigor and respiratory rates of the seeds were analyzed and the
results showed that: 1) desiccation tolerance increased with the evolution of the maturation; 2)
PEG treatment enabled a shift in behavior in desiccation tolerance curve in the last stage of
maturation; 3) PEG treatment decreased the oxidation of seeds which is considered the most

important factor on C. echinata seed deterioration on storage.

Key words: osmopriming, maturation, respiratory rates.
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1. Introducgéo

O conhecimento dos niveis de tolerdncia a dessecacdo das sementes de espécies
vegetais é de suma importancia para se definir o modo correto de conserva-las fora do seu
habitat natural. O armazenamento de sementes € uma ferramenta indispensavel tanto para o
setor agricola quanto como auxilio & conservacdo de espécies vegetais, especialmente as que
entram em algum risco de extin¢do. No primeiro caso, evidentemente mais importante para
espeécies de interesse econdémico, 0 armazenamento garante o fornecimento das sementes para
a instalacdo de lavouras em épocas diferentes daquelas nas quais as sementes sdo produzidas.
Neste caso, 0 armazenamento é realizado por curtos a médios periodos, variando de meses a
alguns anos. Estes periodos também sdo os almejados em programas de restauracdo de
ambientes, porém envolvendo a producdo de mudas de espécies nativas da regido ou do pais.
Os programas de restauracdo ambiental se enquadram também em um segundo caso, que
envolve a conservacdo de espécies vegetais com intuito de preservacdo da biodiversidade.
Neste caso, as sementes sdo armazenadas em bancos de germoplasma, um tipo de
conservacao ex situ que, por sua vez, é necessaria devido aos danos causados pela acdo
antropica sobre o meio ambiente (Barbedo et al. 2013, FAO 2013, Silva & Ferraz 2015).
Considerando os processos de desmatamento ocorridos no Brasil até o presente momento,
bem como a perspectiva de sua continuagdo nos proXimos anos, a conservacdo ex situ vém
ganhando importancia cada vez maior, a despeito da falta de conhecimento e tecnologia que
permita sua utilizacdo em um grande nimero de espécies vegetais brasileiras.

Assim, tem sido cada vez mais corriqueiro o interesse e disseminacdo de informacdes
relacionadas ao ambiente. O tema tem sido abordado principalmente em meios de formacéo
de opinido, como escolas, midia impressa e digital, entre outros. Contudo, diversas vezes ha
confusdo de termos e conceitos, o que dificulta a correta compreensdo dos processos
envolvidos na preservagdo ambiental. Sendo assim, é oportuno explicitar os termos utilizados
quando se trata das a¢Oes antropicas ao meio ambiente para 0 aumento da compreensdo da
populacdo como um todo. Degradacdo ambiental, por exemplo, refere-se a danos na qualidade
do ambiente, ou seja, sdo alteracdes adversas das caracteristicas do meio ambiente afetando a
resiliéncia do mesmo (Brasil 1981). O desmatamento, por sua vez, causa grande impacto
devido a descaracterizacdo do habitat natural e € resumidamente definido como a operacao
que objetiva a supresséo total da vegetacdo nativa de determinada area para uso alternativo do

solo (Brasil 2008). Sendo assim, € licito assimilar o desmatamento como uma caracteristica
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quantitativa que leva a um dano tanto quantitativo como qualitativo, a degradacdo do
ambiente (Brasil 1981).

No Brasil, as areas desmatadas da Floresta Amazo6nica, da Mata Atlantica e do
Cerrado somam 250 milhdes de hectares, correspondendo a quase 30% do territorio brasileiro,
ou a soma das superficies formadas pelos Estados das RegiGes Nordeste e Sudeste. Os
técnicos florestais estimam que, ao considerar todos os Biomas do pais, 0 desmatamento, em
todo o territdrio, é superior a 300 milhdes de hectares de matas (Brasil 2008).

Sendo assim, a crescente preocupacdo da populacdo e das instituicdes, publicas e
privadas, com os problemas oriundos da degradacdo ambiental e a necessidade urgente de
acOes para evitar consequéncias ainda maiores intensificou, nos Gltimos anos, o interesse pela
propagacao de espécies florestais nativas, ressaltando-se a necessidade da restauracao de areas
degradadas e recomposicdo de paisagens. A conservacdo e a recomposicdo de areas com
espécies florestais, principalmente tropicais e subtropicais, € necessaria tendo em vista as
demandas sociais e cientificas (Aradjo Neto et al. 2003, Sarmento & Villela 2010). Contudo,
hd ainda grande caréncia de informacGes cientificas que permitam o desenvolvimento
tecnoldgico em areas essenciais, como é o caso da producdo e armazenamento de sementes
visando a producdo de mudas e conservacdo de germoplasma. Essa dificuldade se acentua
pelo fato de que cada espécie apresenta caracteristicas proprias, especialmente quanto ao seu
comportamento em armazenamento (Davide et al. 2003, Walters 2015a).

1.1. Conservacao ex situ em bancos de sementes

As sementes sdo 0 inicio de uma nova geracdo de plantas (Black et al. 1999). Por isso,
a manutencdo dessas € imprescindivel para a conservacdo de uma espécie. Porém, segundo
Rocha (2004), a conservacdo de uma espécie ndo significa apenas sua sobrevivéncia, mas
também manter a variabilidade genética intraespecifica.

No que diz respeito a preservacdo dos recursos genéticos das espécies e da
biodiversidade como um todo, pode-se considerar duas principais estratégias de conservagao:
in situ e ex situ. A conservacdo in situ é referente a continuidade das espécies pela
manutencdo e reconstituicdo de populacbes em seu habitat natural em unidades de
conservacdo dentro dos proprios ecossistemas (Botanic Gardens Conservation International
2001, MMA 2015). Devido ao fato de muitas especies importantes economicamente nao
serem nativas do Brasil, criou-se também uma categoria de conservacdo dentro da

conservacdo in situ para espécies cultivadas, denominada on farm. Esta objetiva a
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conservacao genética da agrobiodiversidade, um termo utilizado para se referir a diversidade
de seres vivos, de ambientes terrestres ou aquaticos, cultivados em diferentes estados de
domesticacdo (MMA 2015). J& a conservacao ex situ é a manutencao genética em condicGes
artificiais (colecbes permanentes) através de amostras de organismos fora do seu habitat
natural, tais como pdlen, cultura de tecidos, sementes e plantas vivas (Botanic Gardens
Conservation International 2001, MMA 2015).

O armazenamento de sementes & uma importante ferramenta para a conservagdo ex
situ (FAO 2013) ja que mantém a viabilidade dos propagulos e a preservacdo da identidade
genética (Slageren 2002). Alguns bancos de sementes tém usado estratégias valorosas quando
0 assunto € armazenar as sementes. Entre eles podemos citar: 1) Svalbard Global Seed Vault,
localizado em Spitsbergen na Noruega, que utiliza condi¢fes climéticas naturais de
temperaturas negativas, dessa forma reduzindo o metabolismo das sementes e prolongando
seu armazenamento; 2) National Center for Genetic Resources Preservation, localizado em
Fort Collins, Estados Unidos, com ambiente naturalmente &rido que mantém as sementes
secas e, desta forma, também reduzindo seu metabolismo e maximizando sua conservagéo; 3)
Millennium Seed Bank, localizado no Royal Botanic Gardens, em Kew, UK, um dos maiores
e mais consagrados bancos de germoplasma do mundo que utiliza condi¢des controladas tanto
de temperatura quanto de umidade relativa (Royal Botanic Gardens Kew 2015, Walters
2015b, Westengen 2015).

No entanto a conservacdo das espécies presentes nesses e em outros bancos de
germoplama sé é possivel para sementes tolerantes a dessecacdo (ortodoxas, segundo Roberts
1973). Para as demais, ainda ha falta de estudos que subsidiem planos e a¢fes de conservacdo
da diversidade bioldgica (Barbedo et al. 2002), principalmente no que diz respeito ao

comportamento das sementes durante o0 armazenamento (Davide et al. 2003).

1.2. Tolerancia a dessecacao e armazenamento de sementes

A capacidade de tolerar a secagem até um estado de minima hidratacdo, encontrada
em alguns animais, plantas ou microrganismos, permite sua sobrevivéncia por longos
periodos e, especificamente em sementes, que sejam armazenadas (Alpert 2005). Quando
nessa condicao, a 4gua assume um estado diferenciado, denominado estado vitreo, no qual a
mobilidade de compostos praticamente cessa, garantindo a sobrevivéncia (Pagnotta & Bruni
2006). A agua controla reagcdes metabolicas na semente, sendo o veiculo de transporte e
mobilizacdo de substancias nas células. Nesse caso, reduzir seus teores a valores minimos

resulta em atividade metabdlica de baixissima intensidade, diminuindo a velocidade de
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deterioracdo dos tecidos, permitindo armazenamento a longo prazo (Kermode 1990, Marcos
Filho 2015). No entanto, quando as sementes sdo intolerantes a dessecacdo (recalcitrantes,
segundo Roberts 1973) devem ser mantidas com elevados niveis de hidratagdo, o que resulta
em intensa atividade metabdlica (Pammenter & Berjak 2000). Esse metabolismo requer
elevadas taxas respiratdrias e grande consumo de reservas, diminuindo substancialmente a
capacidade de conserva-las em armazenamento por longos periodos. Além disso, durante o
periodo no qual as sementes mantém intensa atividade, mas ndo direcionada a germinacao ou
ao desenvolvimento das plantulas, o metabolismo pode ser desordenado, com liberacdo de
radicais livres, prejudicando ainda mais a conservacdo de sua viabilidade durante o
armazenamento e, consequentemente, favorecendo sua rapida deterioracdo (Barbedo &
Marcos Filho 1998, Andréo et al. 2006, Marcos Filho 2015).

A grande maioria das sementes de espécies conhecidas pertence a categoria das
tolerantes a dessecacdo, ou ortodoxas. Um dos primeiros relatos de sementes que ndo
passavam por um periodo natural de secagem dréastica ao final do processo de maturacéo e
que, quando secas artificialmente, perdiam a capacidade de sobrevivéncia foi descrito por
Kidd (1914) ao estudar sementes de seringueira (Hevea brasiliensis L.). No Brasil, Castro &
Krug (1951) verificaram um comportamento semelhante em sementes de inga (Inga vera
Willd.). Roberts (1973), propondo-se a desenvolver um protocolo matematico para estimar a
longevidade das sementes em armazenamento, necessitou separar as sementes intolerantes a
secagem do grupo estudado; foi entdo que tais sementes receberam a designacdo de
recalcitrantes, em contraste as tolerantes, que foram designadas ortodoxas. Essa classificacdo,
contudo, ndo comportava um grupo de sementes que ndo se enquadrava nem entre as
ortodoxas, nem entre as recalcitrantes, sendo necessaria a criacdo das sementes de
comportamento intermediario (Ellis et al. 1990). Estes termos permanecem até os dias atuais e
sdo muito Gteis no meio tecnoldgico, permitindo uma répida tomada de decisdo quanto ao
destino dos lotes de sementes recém-colhidas, se podem ou ndo serem submetidas a secagem
e ao armazenamento, ou se devem ser utilizadas em curto periodo (Mai-Hong et al. 2006,
Usberti et al. 2006).

Com o avanco do conhecimento das sementes das diferentes espécies, novas
categorias foram criadas, tais como subortodoxa, de recalcitrancia baixa, moderada e alta,
entre outras, sendo utilizadas para a recomendacdo de procedimentos e decisfes quanto ao
armazenamento (Silva & Ferraz 2015). A partir da década de 90 houve um grande esfor¢o
para se entender o comportamento de sementes de espécies nativas, incluindo-se a

variabilidade no tempo de conservagédo da viabilidade em armazenamento. O conhecimento
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sobre a capacidade de armazenamento das sementes permite que sejam adotadas condicdes
adequadas para cada espécie, além da elaboracdo de programas para a conservacao de
germoplasma (Davide et al. 2003).

Contudo, se, por um lado, o agrupamento das sementes em categorias &
tecnologicamente atil, por outro, cientificamente resulta em mais duvidas que solugdes,
especialmente quanto a conservacdo das sementes recalcitrantes. Verifica-se uma grande
variacdo de respostas dentro de cada um desses grupos, levando alguns autores a
considerarem a existéncia de niveis de recalcitrancia ou gradientes de tolerancia a dessecacao
entre as sementes de diferentes espécies, oscilando das mais intolerantes até as mais tolerantes
(Pammenter et al. 2003, Walters 2000). A diversidade de respostas a secagem, ao
resfriamento ou congelamento, os diferentes periodos de conservacdo da viabilidade em
armazenamento, entre outras caracteristicas, demonstra que as diferengas entre as sementes
sdo muito mais complexas (Barbedo et al. 2013). Além disso, as diferentes respostas das
sementes de uma mesma espécie, quando oriundas de diferentes regides (Daws et al. 2004,
2006), bem como as diferencas encontradas até mesmo entre sementes das mesmas matrizes,
em anos de producdo distintos (Lamarca et al. 2011, 2013), corroboram a inconsisténcia em

se agrupar as sementes das diferentes espécies em categorias.

1.3. Relacdo entre maturacdo, tolerancia a dessecacao e potencial de armazenamento

A maturacdo de sementes é o conjunto de eventos controlado geneticamente que
envolve uma sequéncia ordenada de alteracdes a fim de proporcionar o sucesso da futura
germinacdo (Marcos Filho 2015). E um processo constituido por diversas alteracdes
morfologicas, fisicas, fisiolégicas e bioquimicas que se iniciam a partir da singamia, na
fecundacéo, e se encerra no momento em que a semente se desliga fisiologicamente da planta-
mde (Delouche 1971, Popinigis 1985, Mariath et al. 2006). Durante o desenvolvimento,
ocorrem alteracbes no tamanho, teor de &gua, contetdo de matéria seca, na capacidade de
germinar e nos niveis de vigor até que alcancem sua maturidade fisioldgica (Carvalho &
Nakagawa 2000).

A maturacdo das sementes pode ser separada em quatro fases igualmente importantes
para a qualidade final das sementes no momento de sua dispersdo. As fases | e Il acontecem
rapidamente quando comparadas as demais fases de desenvolvimento das sementes, porém
sdo primordiais para 0 sucesso dos passos seguintes (Carvalho & Nakagawa 2000).
Compreendem o periodo entre a fecundacdo do ovulo, quando este apresenta teor de dgua de
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no minimo 80%, e o inicio do acumulo de massa seca; referem-se, respectivamente, a divisao
e expansdo celular (Marcos Filho 2015). Estas fases sdo responsaveis pela constituicdo da
estrutura adequada para receber as substancias de reserva (Egli 1994) definindo o volume do
“depdsito” que abrigara as reservas provenientes da planta-mée (Marcos Filho 2015).

A fase |1l da maturacdo compreende o0 acuimulo de massa seca, que sera utilizada como
reserva pela semente nas primeiras etapas da germinacdo (Bewley et al. 2013). Durante essa
fase o teor de agua passa a decrescer conforme ha o aumento na massa de matéria seca. No
entanto, apesar desse decréscimo, 0s niveis de agua permanecem elevados ja que a deposicédo
de reservas da planta-mée para a semente ocorre em meio liquido. Ainda nessa fase as
sementes ja adquirem capacidade de iniciar a germinacdo (Delouche 1971, Bewley et al.
2013), porém as reservas ainda sdo incipientes para a formacdo de plantulas vigorosas
(Marcos Filho 2015). E importante salientar que, durante esse periodo, a manutencio de
elevados niveis de matéria seca é dependente das influéncias ambientais (Borges et al. 2005),
visto que condi¢Bes menos favoraveis de temperatura, umidade relativa e o ataque de pragas e
microorganismos podem contribuir para a aceleracdo de processos respiratorios e oxidativos
de substancias de reserva, com reducdo no peso das sementes (Marcos Filho 2015).

Ao atingir o maximo de matéria seca, cessa-se a conexdo vascular planta-semente, ou
seja, ha o desligamento fisioldgico das sementes da planta-mée e aquelas passam a funcionar
como individuos independentes. A partir dai, da-se o inicio da quarta fase do desenvolvimento
das sementes, no qual ha o ajuste final da organizacdo das membranas e a inducdo da sintese
de enzimas envolvidas na germinacdo (Egli 1998, Marcos Filho 2015). Essa fase final da
maturacdo é marcada, para espécies de comportamento ortodoxo, pela intensa desidratacdo de
suas sementes (em torno de 10%) que entram em estado de quiescéncia (Barbedo & Marcos
Filho 1998, Barbedo et al. 2013). Por outro lado, as sementes de espécies que apresentam
comportamento recalcitrante sdo dispersas em momento anterior, quando ainda apresentam
altos niveis de agua, préximos a 60% ou superiores (Barbedo & Marcos Filho 1998, Barbedo
& Bilia 1998, Marcos Filho 2015). Portanto, estas sementes sdo metabolicamente ativas e
sensiveis a secagem (Carvalho et al. 2006, Berjak & Pammenter 2013).

Os mecanismos de dessecagdo das sementes ortodoxas, ao final da maturacgdo, ndo sdo
perfeitamente conhecidos. Alguns estudos sugerem a existéncia de um mecanismo passivo,
em que agua é perdida por evaporacao, a partir da superficie da semente; outros mencionam a
possibilidade da movimentacdo da agua da semente para planta, mediante processo
metabolicamente ativo, como se a planta “sugasse” agua durante a senescéncia (Marcos Filho

2015). De qualquer forma, apenas as sementes que adquiriram a capacidade de tolerar a
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secagem durante a maturacdo (ortodoxas) passam por essa fase. E 0 processo de maturacgéo,
que se apresentava até entdo semelhante para ambos os comportamentos, se distingue nesse
ponto (Barbedo et al. 2013).

No processo de maturacdo das sementes ha necessidade de se identificar o momento
em que atingem sua maturidade fisioldgica. 1sso porque este seria conceitualmente o
momento em que ha o maximo de vigor das sementes e, portanto, 0 maior potencial de
armazenamento (Carvalho & Nakagawa 2000, Ricci et al. 2013). Apesar de diferencas nas
defini¢cbes e conceitos utilizados por diferentes autores, na maioria das vezes associa-se esse
momento a0 maximo acumulo de massa de matéria seca (Delouche 1971, TeKrony & Egli
1997), ou a0 momento em que ndo ha mais transferéncia significativa de massa de matéria
seca da planta para a semente (Gunn & Crhstensen 1965, Crookston & Hill 1978, Ellis &
Pietra Filho 1992, Carvalho & Nakagawa 2000). Porém, nas sementes recalcitrantes ndo ha
evidéncias de que esse ponto seja atingido em qualquer momento do seu desenvolvimento,
pois aparentemente ha um continuum entre a formacdo da semente e sua propria germinagdo
(Berjak & Pammenter 2000, Barbedo et al. 2013). Algumas espécies, inclusive, dispersam
suas sementes ja em estddio avancado de germinacdo, como verificado em Inga vera
(Bonjovani & Barbedo 2008, Caccere et al. 2013).

Durante os primeiros estadios da maturacdo, os embrifes sdo extremamente sensiveis
ao estresse hidrico (Berjak et al. 1993) e a tolerancia a dessecacdo € adquirida continuamente
durante seu desenvolvimento, assim como a capacidade em germinar (Kermode 1990, Walters
2015). A tolerancia a dessecacdo parece ser um fendmeno multifatorial em que cada
componente é igualmente critico (Leprince et al. 1993). A evolucéo nos niveis de tolerdncia a
dessecacdo ocorre de forma rapida na maturacdo dificultando avaliar o momento exato em
gue ha a transicdo desses niveis durante o processo de desenvolvimento (Vertucci & Farrant
1995). Durante o processo de desenvolvimento das sementes dois momentos séo
identificados: um periodo durante o qual a semente € intolerante a reducéo dos niveis de dgua
(fase de divisdo e expansao celular e parte da fase do acimulo de matéria seca) e 0 momento
em gue elas passam a tolerar a secagem, podendo estar ainda na fase final de transferéncia de
reservas da planta-mée para a semente quanto na fase final do processo classico de maturacéo,
no qual ocorre o decréscimo rapido dos niveis de dgua nas sementes (Kermode 1990). Apesar
de a aquisicédo da tolerancia a dessecacéo ocorrer de forma rapida por sementes ortodoxas, ha
uma fase de transicdo entre a intolerancia e a tolerancia total. Esta transicdo pode ser

prematuramente induzida ou prolongada por modificacbes do meio ou manipulagdo quimica.
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Uma vez induzido o processo, 0s embrides imaturos podem tornar-se tolerantes a dessecacéao
em poucos dias (Kermode 1990, Blackman et al. 1991, Leduc et al. 2012).

Essa evolucdo da tolerdncia a dessecacdo levou alguns autores a considerar a
possibilidade de que as sementes recalcitrantes poderiam ser, na verdade, ortodoxas em sua
fase imatura. Antes de atingirem as fases finais da maturacdo, seriam dispersas ou iniciariam a
germinacdo ainda na planta-mée (viviparidade) e, em ambos o0s casos, 0 processo de
maturacdo seria interrompido (Barbedo et al. 2013). A partir desse ponto de vista, esses
autores consideraram que seria possivel a simulacéo artificial das condigdes que tais sementes
encontrariam na planta-mée em sua fase final de maturacdo, como a remogéo controlada da
agua pela diferenca no potencial de 4gua entre a planta e a semente. Esse efeito, na verdade,
foi demonstrado para sementes de algumas espécies, inclusive a do presente trabalho (Leduc
et al. 2012); contudo, pode haver limites nessa simulacdo, uma vez que as sementes ndo
teriam como adquirir compostos importantes para completar a maturacdo por terem se
desligado da planta-mae (Barbedo et al. 2013). Nao sendo possivel, até o presente momento,
prolongar o tempo de manutengdo da sementes recalcitrantes na planta-mée, uma das formas

de se analisar essa possibilidade € o estudo de sementes ortodoxas em suas fases imaturas.

1.4. Respiragéo, processos oxidativos e sistemas antioxidantes em sementes

A informacdo disponivel na literatura sobre a atividade respiratéria das sementes
durante sua formacdo é, ainda, escassa. Contudo, sabe-se que ha intensa atividade metabolica
durante a embriogénese, o que requer grande fonte de energia, fornecida pela atividade
respiratoria (Buckeridge et al. 2004, Borisjuk & Rolletschek 2008). Marcos Filho (2015)
menciona que no inicio da formacdo das sementes (fases | e Il, correspondendo a divisao e
expansdo celular) a taxa respiratoria se estabiliza. Ja no final da maturacdo, na fase de
dessecacdo, hd o desligamento da respiracdo, como verificado em Arabidopsis (Fait et al.
2006).

Em relacdo aos processo oxidativos, ha evidente influéncia na tolerancia a dessecacéao
das sementes devido ao fato de que, durante a secagem, as sementes passam pPor processos
inevitaveis de formacéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio por desbalancos no
transporte de elétrons da cadeia respiratoria (Kranner & Birtic 2005). Durante a formacao das
sementes ha necessidade, portanto, de que sistemas antioxidantes estejam presentes e
eficientes. Em sementes denominadas recalcitrantes, aparentemente esses sistemas ou ndo

existem ou ndo séo eficientes (Berjak & Pammenter 2000, Pammenter & Berjak 1999).
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Segundo o modelo de Barbedo et al. (2013), as sementes recalcitrantes poderiam ser
ortodoxas que ndo completaram a maturacdo e, portanto, sementes ortodoxas imaturas
também poderiam ter falhas nos sistemas antioxidantes em sua fase intolerante a dessecacéo.
Portanto, o estudo da atividade respiratoria e de reacGes oxidativas das sementes ortodoxas
imaturas poderia trazer substancial contribui¢cdo ao conhecimento das relagdes entre sementes
ortodoxas e recalcitrantes, mas ha muito pouca informacéo na literatura sobre esse assunto.
Anélises das taxas de consumo de O; e de liberacdo de CO, pelas sementes podem fornecer
importantes informacGes quanto aos processos predominantes, se respiracdo ou oxidacdo ndo
respiratoria. Excesso de consumo do primeiro em relacéo a liberagcdo do segundo pode indicar
atividade oxidativa ndo respiratéria (Perl 1986) e isso pode ser analisado por meio de medicéo
direta em respirdmetros (Dode et al. 2012; Lamarca & Barbedo 2012).

1.5. Agua: quantidade, estado energético e tratamentos de estresse hidrico

Para compreender o papel da agua e seu envolvimento nos processos vitais das
sementes, algumas caracteristicas sdo de suma relevancia. Na formacdo da molécula da agua,
quando dois atomos de hidrogénio (1 elétron livre cada) se unem aos dois elétrons livres do
atomo de oxigénio, ha formacdao de ligaces covalentes que exigem consideravel consumo de
energia para serem rompidas (Marcos Filho 2015). Por sua natureza espacial e pelo residuo de
carga nessa formacdo, essa molécula de dgua pode se ligar a outras, mas por ligacdes mais
fracas e menos duradouras que as anteriores, denominadas ligacdes de hidrogénio (ou pontes
de hidrogénio). Esta forca de atragdo entre as moléculas de &gua inibe sua separacdo e escape
na forma de vapor, permitindo que a dgua esteja em estado liquido a temperatura ambiente.
Para que as moléculas possam ser liberadas dessas ligacGes (que também ocorrem entre
moléculas de &gua e outras moléculas com carga residual) ha necessidade de acréscimo de
energia no sistema, que pode ser medida e é denominada potencial de agua, ou potencial
hidrico (Lamarca & Barbedo 2015).

As células vivas dos tecidos vegetais sdo constituidas de membranas semipermeaveis.
Essas membranas permitem a passagem de agua e nao de solutos. Assim a agua circula pelas
células visando a equilibrar a diluicdo dos solutos, seguindo o gradiente de menor
concentra¢do (maior potencial hidrico) para a maior concentragdo (menor potencial hidrico)
(Castro et al. 2004, Taiz & Zeiger 2004).

A energia da 4gua na semente representa um melhor indicador do estado da agua do
que a quantidade absoluta ou o teor de &gua, subsidiando o entendimento de seu
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comportamento fisioldgico (Marcos Filho 2015). A atividade da agua nas sementes é
responsavel por uma seérie de reacOes e, além disso, pode interferir na solubilidade e
concentracdo de solutos nas células (Leopold & Vertucci 1989).

Entender os danos causados pela remocao de agua nas sementes auxilia a compreenséao
do fendmeno da tolerancia a dessecacdo. A literatura descreve cinco tipos de agua de acordo
com o seu potencial hidrico e a sua funcéo fisioldgica. A &gua do tipo 5 é &gua ndo retida, ou
seja, estd livre para realizar rea¢Ges e ocorre quando o potencial hidrico esta acima de -2 MPa.
A &gua do tipo 4 ocupa espacos intracapilares entre as macromoléculas e ndo interage com
suas superficies; ocorre em quando o potencial hidrico esta entre -2 e -4 MPa. A agua do tipo
3 forma pontes com sitios hidrofébicos de macromoléculas e ocorre quando o potencial
hidrico estéa entre -4 e -11 MPa. A &gua do tipo 2 apresenta-se em estado vitreo e interage com
sitios hidrofilicos das macromoléculas e ocorre quando o potencial hidrico esta entre -12 MPa
e -150 MPa. A agua do tipo 1 corresponde a dgua ligada quimicamente por grupos idnicos e
ocorre quando o potencial hidrico esta abaixo de -150 MPa (Vertucci & Farrant 1995).

Essas caracteristicas do potencial energético da agua nas sementes é um indiscutivel
parametro para entender o que estd acontecendo na semente. Segundo Villela & Marcos Filho
(1998), sob uma mesma atmosfera, com umidade relativa do ar constante, sementes de
diferentes espécies apresentam diferentes teores de agua, mas o potencial hidrico
normalmente € muito préximo. Os mesmos autores indicam que a utilizacdo do potencial
hidrico se mostra um parametro mais preciso para obtencdo de informacGes sobre
disponibilidade hidrica e/ou seu estado energético. As sementes ortodoxas podem perder agua
do tipo 5 até do tipo 2, mas as recalcitrantes podem tolerar somente reducéo até o tipo 4, pois
quando comecam a perder agua do tipo 3 ja demonstram sinais de perda da viabilidade
(Farrant et al. 1992, Berjak et al. 1993).

O osmocondicionamento (ou condicionamento osmotico) é a hidratacdo controlada de
sementes até um determinado nivel, de modo a permitir a ocorréncia das etapas iniciais do
processo de germinacdo sem que ocorra protrusdo da radicula (Carvalho et al. 2000). O pre-
condicionamento de sementes a exposi¢cdo das mesmas a atmosfera controlada, embebicdo em
substratos Umidos ou imersdo em solugdes osmaticas, pode ser realizado continuamente até
niveis de umidade programados ou em ciclos de hidratacdo e secagem (Vazquez 1995). Essa
técnica permite maior uniformidade e velocidade na formacéo de plantulas pelo acimulo de
solutos (agucares, &cidos orgénicos e ions) provenientes da retomada do metabolismo da
semente, resultando em maior turgescéncia na reidratacdo e promovendo a protusdo da

radicula em menor tempo (Bradford 1990). O vigor das sementes mostra-se elevado com o
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uso desta técnica e os resultados sdo superiores aos obtidos em sementes ndo tratadas de
varias espécies, particularmente em condicOes de estresse, como temperatura sub ou supra
Otima, déficit hidrico ou salinidade. Esta técnica de hidratagdo lenta permite a reparacdo ou
reorganizacdo das membranas plasmaticas, o que possibilita a formacdo ordenada dos tecidos,
reduzindo os riscos de danos ao eixo embrionario (Faria 2006).

Durante a desidratacdo ou secagem lenta de sementes maduras ocorre intenso
redirecionamento no metabolismo levando a paralisacdo na formacdo de proteinas de reserva,
acompanhada de hidrolise dos polipeptideos armazenados. Dessa forma, a secagem pode
modificar o padrdo de sintese proteica, reduzindo a producdo de RNAmM no eixo embrionario.
Com isso, enzimas associadas exclusivamente aos processos pés-germinativos tém sua
producdo induzida pela secagem da semente durante seu processo de desenvolvimento e
maturacdo (Bewley & Black 1994).

Uma das solucBes osmoticas mais utilizadas para o osmocondicionamento € o
polietilenoglicol (PEG) (Vasquez 1995), um agente osmatico macromolecular, quimicamente
inerte, ndo degradavel, atoxico para as sementes por ndo penetrar no tegumento devido ao
elevado peso molecular (Villela et al. 1991) e capaz de estabelecer um gradiente osmotico
entre a solucdo e a semente. Esse composto também vem obtendo sucesso para simular 0s
efeitos do déficit hidrico em plantas (Hasegawa et al. 1984).

A regulacdo da mobilizacdo da agua em sementes recalcitrantes tem sido foco de
estudo, apresentando-se promissora quando as sementes sdo submetidas a tratamentos com
imersdo em solugcbes osmdticas, sendo o PEG uma das substancias mais utilizadas para esse
fim (Marcos Filho 2015). Andréo et al. (2006), por exemplo, verificaram para sementes de
Inga vera que sua capacidade germinativa pode ser preservada até 90 dias quando
armazenadas em substrato umedecido em solucdo osmoética de PEG 6000 com potencial entre
-1,6 e -2,4 MPa, provavelmente, devido ao controle da mobilizacdo da agua dentro dos
embrides. Poucas informacdes existem a respeito da aplicacdo do condicionamento osmotico

em sementes de espécies florestais nativas.

1.6. Sementes de Caesalpinia echinata Lam., o pau-brasil

O pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), primeiro recurso natural explorado no
Brasil pelos descobridores portugueses do século XVI ao século XIX, é a Unica espécie
vegetal a dar nome a um pais, teve sua populacdo original reduzida a quase extincao.

Inicialmente, portugueses, franceses, holandeses, espanhdis e ingleses utilizaram sua madeira
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para extracdo de corante vermelho e para fabricacdo de moveis (Rocha et al. 2008). Em
tempos mais recentes, sua madeira tem sido utilizada para confeccdo de arcos de violino, pois
possui propriedades raramente encontradas em madeiras de outras espécies para esse fim
(Franco & Yojo 2008).

As sementes de pau-brasil foram classificadas, inicialmente, como ortodoxas,
tolerando secagem até atingirem valores tdo baixos quanto 8% a 5%, em base Umida (Barbedo
et al. 2002, Martini-Neto & Barbedo 2015). Contudo, diferentemente das ortodoxas classicas,
ndo toleram armazenamento prolongado (superior a 12 meses) ainda que mantidas com baixo
teor de adgua (Hellmann et al. 2006). Armazenadas em temperatura de congelamento, porém,
podem manter a viabilidade por pelo menos 5 anos (Mello et al. 2013). Por tolerarem a
dessecagdo e o0 congelamento, mas terem curta longevidade em temperatura ambiente, as
sementes de pau-brasil ndo se enquadrariam em quaisquer das categorias descritas
anterioremente, ou seja, ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias. Além disso, Lamarca &
Barbedo (2012) verificaram que a réapida perda da viabilidade dessas sementes estd associada
a um elevado consumo de O,, sem correspondente liberacdo de CO,, tipico da respiracdo de
carboidratos, sugerindo outros processos oxidativos e a falta ou ineficiéncia de sistemas
antioxidantes. Conforme apontado anteriormente, em sementes recalcitrantes os sistemas
antioxidantes ou ndo existem ou néo séo eficientes, semelhante ao observado nas sementes de
C. echinata. No modelo proposto por Barbedo et al. (2013), porém, tais caracteristicas
situariam as sementes de C. echinata em estadio de maturacdo correspondente a curva mais
acentuada de perda de agua do final da maturacdo das ortodoxas classicas, porém sem atingir
seu final. Tais sementes sdo, portanto, material de grande interesse cientifico para
compreensdo das diferencas nos comportamento de sementes ortodoxas e recalcitrantes.

Borges et al. (2005) verificaram que sementes de C. echinata acumulam matéria seca
dos 32 até os 70 dias ap6s a antese (DAA), atingindo, em média, 316 mg.semente™, indicando
que a maturidade fisiologica provavelmente estaria proxima a 60-65 DAA. Contudo,
verificaram também que esse periodo pode variar de acordo com as condicGes de temperatura
e umidade durante o ciclo sazonal de desenvolvimento no ano da colheita. O crescimento dos
frutos e das sementes aumentou até os primeiros 48 DAA, modificando-se pouco até o final
do processo. Com relacdo a capacidade germinativa, aos 40 DAA as sementes ja
apresentavam cerca de 40% de germinacao, atingindo 100% aos 52 DAA, ou seja, muito antes
das sementes atingirem o maximo acumulo de matéria seca (70 DAA). Com relagdo ao
desenvolvimento de plantulas vigorosas, 0os maiores valores foram observados para sementes

colhidas aos 59 DAA. Leduc et al. (2012) demonstraram que a maior parte das sementes de C.
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echinata com 45 DAA sdo intolerantes a dessecagdo. Contudo, muitas destas sementes podem
tornar-se tolerantes quando submetidas a inducdo por osmocondicionamento em solucdo de
polietileno glicol (PEG) 6000. Isso, no modelo de Barbedo et al. (2013), corresponderia ao
leve deslocamento das curvas de tolerdncia a dessecacdo e potencial de armazenamento,
simulando algum periodo adicional de maturagéo.

Conforme mencionado anteriormente, recentemente alguns autores tém considerado a
possibilidade de que as sementes ndo pertencam, de fato, a grupos distintos (ortodoxas,
recalcitrantes e intermediarias, com suas subcategorias), mas que as diferencas sejam
decorrentes meramente do estadio de maturacdo no qual sdo dispersas pela planta-mae
(Barbedo et al. 2013). Assim, o comportamento recalcitrante das sementes seria o resultado
da dispersdo precoce da planta-mae comparadas com o das sementes ortodoxas (Barbedo et
al. 2013, Newton et al. 2013, Verdier et al. 2013). Portanto, € fundamental que se conhecam
as etapas da maturacdo nas quais as sementes adquirem tolerancia a dessecagdo para que se
possa compreender 0 comportamento recalcitrante e, assim, permitir o desenvolvimento de
tecnologia para sua conservagao.

Como ainda ndo ha tecnologia desenvolvida para prolongar eficientemente o periodo
de armazenamento de sementes recalcitrantes, estudos devem ser conduzidos com sementes
ortodoxas imaturas procurando-se evidéncias de proximidade de comportamento dessas com
as denominadas recalcitrantes. Dentre 0s varios aspectos a serem analisados, a tolerancia a
dessecacdo e as taxas respiratorias figuram entre os principais. Somente ap0s a compreensao
das diferencas entre essas sementes sera possivel desenvolver tecnologia que permita
armazenar sementes recalcitrantes em bancos de germoplasma como, por exemplo, 0
desenvolvimento de técnicas de ampliacdo do periodo de maturagdo das sementes

recalcitrantes ainda na planta-mae.

1.7. Hipoteses e Objetivos

No presente trabalho levantaram-se as hipoteses de que sementes de pau-brasil situam-
se entre as dispersas imaturas (recalcitrantes classicas) e as plenamente maduras (ortodoxas
classicas); também que pode-se deslocar as curvas de tolerancia a dessecacéo pela aplicacédo
de métodos artificiais de simulacdo das condi¢Bes verificadas na planta-méde nas fases
subsequentes. Para tanto, objetivou-se estudar a tolerdncia & dessecagéo, natural e induzida, de

sementes de C. echinata, em quatro idades distintas, todas imaturas.
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2. Material e métodos

2.1. Obtencéo do material vegetal e caracterizacdo dos lotes

Frutos de Caesalpinia echinata Lam. foram colhidos em arvores do Bosque Brasil 500
(figura 1), em Paulinia, SP (22°45' S, 47°09' O, altitude de 690 m) entre outubro e novembro
de 2014.

Figura 1. Area de coleta das sementes de Caesalpinia echinata em bosque plantado em Paulinia, SP. a)

aspecto geral das arvores; b. aspecto geral dos frutos em distintos estadios de desenvolvimento.

Figura 2. Aspectos visuais de sementes de Caesalpinia echinata das diferentes idades. Da direita para a

esquerda, respectivamente, 10, 11, 12, 13 e 14. Escala=1 cm.

Apo6s a colheita, os frutos foram embalados em sacos de malha pléstica e levados ao
Laboratdrio de Sementes do Instituto de Botanica, em Sao Paulo, SP (23°39' S, 46°37' O,
altitude de 785 m), onde foi realizada a extracdo das sementes. Esta foi realizada
manualmente, com pequena tor¢do dos frutos para desprendimento das sementes, que foram,
entdo, separadas em cinco estadios distintos de maturacéo, doravante denominados idades, de
acordo com suas caracteristicas morfologicas (tamanho e coloracdo). Foram obtidas sementes
de cinco idades, sendo 10 a mais imatura e 14 a mais madura (figura 2). Uma estimativa
cronoldgica do tempo decorrido entre a antese e cada colheita (dias apds a antese - DPA) foi
realizada por meio da etiquetagem de flores no momento de sua antese e acompanhamento do

desenvolvimento de frutos e sementes quanto aos seus aspectos visuais externos.

24



A afericdo da separacdo das sementes por idade foi realizada avaliando-se o teor de agua
e 0 conteldo de massa seca, comparando-se esses dados com os descritos por Borges et al.
(2005). Além do teor de agua e do conteldo de massa seca, amostras de sementes de cada
idade foram tomadas para caracterizar, também, seu potencial hidrico, suas taxas respiratorias

e sua capacidade em germinar e produzir plantulas normais, conforme descrito a seguir.

2.2. Determinagdes fisicas e fisiologicas

O teor de agua e o conteudo de massa seca foram determinados gravimetricamente, pelo
método de estufa a 103 °C por 17 horas, sendo os resultados apresentados em porcentagem,
em base Gimida, para teor de 4gua e em mg semente™, para massa seca (Brasil 2009).

O potencial hidrico foi medido em potencidmetro WP4 (Decagon Devices, Pullman,
EUA), que se baseia na temperatura do ponto de orvalho do ar em equilibrio com a amostra
examinada (Decagon 2001, Delgado & Barbedo 2012). Para este teste, as sementes foram
cortadas longitudinalmente visando a rapidez de equilibrio higroscépico entre a amostra e o ar
e imediatamente colocadas em capsulas plasticas, que foram tampadas. Apds atingirem
temperatura préxima a do potenciémetro, as capsulas foram abertas e inseridas na cdmara de
avaliagdo, registrando-se os resultados em MPa (Lamarca et al. 2009, Martini-Neto &
Barbedo 2015).

O teste de germinacao foi realizado em rolo de papel Germitest, com as sementes sendo
colocadas em duas folhas para base e uma para cobertura, umedecidas sem excesso visivel de
agua (Brasil 2009). Os rolos foram acondicionados dentro de germinadores com 100% de
umidade relativa do ar e temperatura constante de 25 °C, com luz continua (Mello & Barbedo
2007), em sala de germinacdo no laboratério do Nucleo de Pesquisa em Sementes do Instituto
de Boténica. Foram realizadas avaliacbes a cada dois dias registrando-se o numero de
sementes com protrusdo de, no minimo, 1cm de raiz primaria, para o calculo da porcentagem
de germinacdo, e o de sementes que produziram plantulas normais (plantulas com sistema
radicular desenvolvido e o primeiro par de folhas visivel), para o calculo da porcentagem
plantulas normais (Barbedo et al. 2002).

As taxas respiratorias, ou seja, 0 consumo de oxigénio (O,) e a producgédo de didxido de
carbono (CO,), foram determinadas por meio de analisador modelo ILL6600 (lllinois
Instruments, Inc., Johnsburg, EUA), segundo metodologia descrita por Lamarca & Barbedo
(2012). A porcentagem de O, e CO; no ar do recipiente de incubagdo das sementes foi obtida

por sensores a base de oxido de zirconio (ZrO,) para o O, e infravermelho para 0 CO,. As
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amostras de sementes foram acondicionadas em frascos de vidro de 600 mL, hermeticamente
fechados, com orificios na tampa recobertos por septo de borracha impedindo trocas gasosas
com o0 meio externo, por onde foram inseridos os eletrodos do equipamento para a tomada da
amostra de ar das embalagens. Antes da incubagdo da amostra, foi determinada a massa fresca
(g) das sementes, bem como o volume total do ar das embalagens (segundo o principio da
hidrostatica), para os calculos do volume resultante de ar depois de descontado o volume
ocupado pelas sementes. O fechamento das embalagens foi determinado como o inicio do
experimento, correspondendo a atmosfera normal (20,9% de oxigénio e 0,03% de didxido 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 apds 48 h do fechamento das
embalagens.

Considerando-se a pressdo atmosférica local (em atm), os valores obtidos em
porcentagem de O, ou de CO, foram convertidos para pressao parcial do gas, segundo a
formula p1/ P=v1%/ V% (Feltre 1982), sendo:

p1 = pressdo parcial do gas (em atm);

P = pressao atmosférica local (em atm);

v1% = volume do gas, em porcentagem;

V% = volume total (100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura do ambiente de
avaliacdo, os valores foram convertidos para umol de O, e de CO,, pela equagdo de
Clapeyron, p1V = nRT, sendo:

V = volume total de ar do frasco (em L);

n = ndmero de mols do gas

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm L mol™ K™)

T = temperatura (em Kelvin)

Os valores obtidos nas avaliacdes foram divididos pela massa seca total da amostra e
pelo tempo de incubagdo, obtendo-se o valor de O, ou CO, em micromols do gas por grama
de massa seca, por dia (umol gMS™ dia™). Foi calculado, também, o quociente respiratdrio
(QR), ou seja, a razdo entre a producdo de CO, e o consumo de O, (QR = CO, 0,%),
conforme Kader & Saltveit (2002).
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2.3. Tratamentos de incubacédo em PEG e secagens

Sementes da idade 10 ndo puderam ser incluidas nos tratamentos de secagem e
incubacdo em PEG, em fungdo da baixa capacidade germinativa, como sera discutido
posteriormente. As sementes das demais idades foram divididas em dois grupos. No primeiro,
foram submetidas a secagens progressivas até que atingissem teores de agua de 40%, 30%,
20% e 10% (doravante denominados, respectivamente, S40, S30, S20 e S10). Apds as
secagens, foram novamente avaliadas quanto ao teor de &gua, conteddo de massa seca,
potencial hidrico, germinacdo e taxas respiratorias, conforme descrito anteriormente. As
secagens foram realizadas em estufa com circulacdo forcada de ar, regulada para 40 + 2 °C,
controlando-se a variagdo entre o peso inicial das sementes e o peso final calculado para cada
teor de agua pretendido. Na estufa, as sementes foram colocadas em prateleiras forradas com
tela sombrite, em camadas simples sem sobreposi¢do. A secagem foi intermitente, alternando-
se periodos de 8 horas de secagem por 16 horas de repouso. Durante a fase de repouso as
sementes foram acondicionadas em sacos de plastico perfurados e mantidas em geladeira a
aproximadamente 7 °C até a retomada da secagem em estufa. Para nenhum tratamento foi
necessario mais que um periodo de repouso.

No segundo grupo, visando a inducgdo de tolerancia a dessecacdo, as sementes foram
incubadas em solucdo de polietilenoglicol 6000 (PEG) a -3 MPa (baseando-se nos resultados
obtidos por Leduc et al. 2012), seguido das mesmas secagens e avaliacdes do grupo anterior.
Para essa incubacao, as sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel de germinacéo
previamente saturados com a solucdo de PEG, mantidas por 24 h a 25 °C e, entdo, enxaguadas
rapidamente em agua destilada e secas superficialmente com papel de germinacdo seco. A
sequir, foram imediatamente secas em estufa até atingirem o0s niveis de secagem pré-
estabelecidos, conforme descrito anteriormente.

Os processos envolvidos na obtencdo dos tratamentos acima descritos estdo ilustrados

na figura 3.
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Caracterizacdo Inicial
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Figura 3. Procedimentos adotados para os tratamentos de secagem e inducdo de tolerancia a dessecacdo com

solucdo de PEG, em sementes de C. echinata de diferentes idades.

2.4. Delineamento experimental e tratamento estatistico

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 2 (niveis de secagem x condicionamento osmatico) dentro de cada idade,
com quatro repeticdes de quinze sementes para os testes de germinacgéo, trés repeticdes de
quinze sementes para as taxas respiratorias e trés repeticdes de cinco sementes para teor de
agua, massa seca e potencial hidrico. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e,
quando significativo, a comparacdo de medias pelo teste de Tukey, sempre ao nivel de 5%
(Ferreira 2008).
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3. Resultados e discussao

O avanco da maturacdo das sementes de 10 a 14 resultou em reducdo progressiva no
teor de agua e aumento no contetdo de massa seca (figura 4). Esses parametros tém sido
considerados excelentes indicadores do ponto de maturacdo de um lote de sementes (Barbosa
et al. 2015), pois 0 avanco no processo classico de maturacdo de sementes frequentemente
resulta em reducdo no teor de agua, e o acumulo de reservas eleva o contetdo de massa seca
(Marcos Filho 2015). No entanto, sementes de todas as idades estudadas no presente trabalho
podem ser consideradas ainda imaturas pois, segundo Borges et al. (2005), a maturidade
fisioldgica de C. echinata € alcancada quando as sementes apresentam teor de agua entre 30%
e 40% e conte(ido de matéria seca em torno de 316 mg semente™, valores ndo atingidos no
presente estudo (figura 4).

Simultaneamente a redu¢do no teor de 4gua com o avanco da maturacdo, as sementes
apresentaram potencial hidrico progressivamente menor de 11 a I3 (figura 4). Tal fato
demonstra um provavel aumento dos sitios de ligacdo da dgua em funcdo da maior quantidade
de massa seca depositada. Os baixos valores desse potencial nas sementes de 10 podem ser
resultado da imprecisdo na avaliagcdo, uma vez que a massa de sementes era muito pequena e
pode ter sido insuficiente para atingir equilibrio higroscopico com o ar da cdmara de
avaliacdo. As sementes do estadio de maturacdo mais precoce (10) foram oriundas de frutos
colhidos com menos de 30 DPA. Estas sementes ainda se encontravam no inicio do
desenvolvimento, quando a transferéncia de reservas da planta-mée para as sementes ocorre
lentamente. O conteido médio de massa seca destas sementes foi préximo a 30 mg semente™
(figura 4), ou seja, menos de 1/6 da massa seca das sementes da Gltima idade estudada (14,
com cerca de 190 mg semente™), indicando que tais sementes ainda estavam no inicio do seu
desenvolvimento, quando a divisdo e expansdo celular sdo intensas com o propdsito de
conceber uma estrutura adequada para receber as substancias de reserva (Egli 1994, Borges et
al. 2005, Marcos Filho 2015). Ao se obterem os resultados da capacidade germinativa e
producéo de plantulas normais, este primeiro estadio de desenvolvimento (10) ndo foi incluido
nos tratamentos de secagem, pois as sementes apresentaram capacidade germinativa inicial

muito baixa (germinacao inferior a 40% e plantulas normais inferior a 20%, figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas fisicas e fisiologicas iniciais das sementes de Caesalpinia echinata de diferentes idades
(10, 11, 12, 13, 14). A. potencial hidrico (MPa); B. teor de agua (%); C. contedo de matéria seca
(mg.semente-1); D. porcentagem de germinacao (coluna preta) e de plantulas normais (coluna branca).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.
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Na idade 11, as sementes estavam com potencial hidrico de -1,4 MPa (figura 4),
indicando que suas células apresentaram agua livre suficiente para realizar reacGes, ou seja,
no tipo 5 descrito por Vertucci & Farrant (1995). Isso indica elevada atividade metabolica das
sementes e, portanto, se ndo houver germinacdo, grande probabilidade de reacGes de
deterioracdo acelerada (Marcos Filho 2015). Esse fendmeno que ocorre durante o
desenvolvimento das sementes de uma espécie se assemelha ao que ocorre entre espécies com
diferentes niveis de recalcitrancia. Sementes com o comportamento recalcitrante, se nao
encontrarem condicOes ideais de germinacdo, deterioram-se com uma velocidade superior
guando comparadas as sementes imaturas de espécies de comportamento ortodoxo (Barbedo
& Marcos Filho 1998, Walters et al. 2013).

Apesar do potencial hidrico diminuir com o avanc¢o da maturacéo das sementes, ainda
permaneceu elevado, com agua do tipo 4 (de -1,5 a -4,0 MPa, segundo Vertucci & Farrant
1995). Este estado de hidratacdo corresponde a graus de umidade favoraveis ao
desenvolvimento das sementes durante sua maturacdo (Marcos Filho 2015). O metabolismo
das sementes mantidas nesse estadio é pouco conhecido, mas sabe-se que ha atividade de
sintese protéica e de acidos nucléicos, permitindo evolucdo em direcdo a germinacdo. N&o
havendo germinacdo, é altamente interessante que tais sementes sejam submetidas a rapida
secagem, evitando sua acelerada deterioracdo (Barbedo et al. 2013).

A secagem das sementes das diferentes idades proporcionou valores de teor de agua
muito proximos aos almejados (tabela 1). Essas secagens levaram o nivel de hidratacdo das
sementes do tipo 4 (-1,5 a -4,0 MPa) para os tipos 3, em S40 (-4,0 a -11,0 MPa) e 2, em S30,
S20 e S10 (-11 a -150 MPa), segundo Vertucci & Farrant (1995). Portanto, ndo foi atingido o
tipo 1 (<-150 MPa), que seria o indicado para armazenamento de sementes ortodoxas
(Walters 2015), mas em S10 foi superado o limite inferior considerado para separar sementes
tolerantes e sensiveis & dessecagdo (Vertucci & Farrant 1995, Alpert 2005).

Apbs o tratamento com PEG, seguido de secagem, os valores de teor de agua e de
potencial hidrico ndo apresentaram grandes alteracbes, comportando-se, em geral, de forma
semelhante as sementes ndo tratadas (tabela 1), exceto por uma ligeira diminui¢do no
potencial hidrico das sementes secas até S10. Tal fato também foi observado por Leduc et al.
(2012), que atribuiram essa ligeira diminuicdo a um provavel aumento nos sitios de ligacéo,

decorrente do tratamento com PEG.
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Tabela 1. Teor de agua (%) e potencial hidrico (MPa) de sementes de quatro idades (11 a 14) de Caesalpinia
echinata submetidas a quatro niveis de secagem (S40: 40%; S30: 30%; S20: 20%; S10: 10%), sem ou

com tratamento prévio em solucdo de PEG.

Nivel de Secagem sem pré-tratamento Secagem ap0s tratamento com PEG
secagem 11 12 13 14 11 12 13 14
Teor de agua (%)
SO 70,58A 61,6aA 558aA 52,3aA 70,58A 61,6aA 558aA 52,3aA
S40 - 39,6bA  38,5bA  35,5bA - 39,5bA  40,1bA  39,2bB

S30 31,6bA  32,0cA 27,7cA  28,8cA 30,0bB  34,8cA 31,1cB  26,0cB
S20 18,7cA 19,1dA 21,1dA  20,9dA 17,8cB  21,4dA 20,0dA 17,6dB
S10 14,6dA 12,7dA 12,5eA  12,0eA 11,6dB  12,2eA 10,6eA  10,8eA
Potencial hidrico (-MPa)
S0 1,4aA 1,9aA 2,5aA 2,2Aa 1,4aA 0,9aA 2,5aA 0,2aA
S40 - 7,4bA 5,6bA 7,7bA - 7,7bA 5,7bA 5,8bA
S30 14,0bA 125cA 11,5cA  10,5cA 15,8bA 11,0cA 10,4cA 14,3cA
S20 38,2cA  39,2cA 24,5cdA 24,6cdA 38,3cA  26,7cA 25,5cA  32,9dB
S10 64,8dA 61,7cA 74,4dB 81,3dA 90,7dA  68,8cA 87,8cB 104,5dB

Durante a evolucdo do desenvolvimento das sementes de C. echinata foi observado
que quanto maior 0 avango no processo de maturagdo, ou seja, quanto mais maduras
apresentaram-se, maior sua capacidade de tolerar a secagem e sobreviver a niveis de
desidratacdo mais intensos (figura 5). Quanto mais avancada a idade das sementes, maior a
quantidade de agua a ser removida antes de se iniciarem 0s prejuizos na capacidade das
sementes em manter suas porcentagens de germinacdo e de producdo de plantulas normais.
Tal fato ja foi verificado para sementes de C. echinata (Leduc et al. 2012), mas também em
outras espécies, sendo comportamento esperado (Castro et al. 2004).

As sementes de 11, que mantiveram relativamente elevada porcentagem de germinagéo
até aproximadamente 18% de agua, apresentaram elevada queda na germinacao quando o teor
caiu para, aproximadamente, 15%, e reduzindo em mais de trés vezes a sua capacidade em

produzir plantulas normais ja nos primeiros niveis de secagem (tabela 1 e figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de germinacédo (colunas pretas) e de plantulas normais (colunas vazias) de sementes de C.
echinata nas idades 11 (A e B), 12 (Ce D), I3 (E e F) e 14 (G e H), em cinco niveis de hidratacdo (SO,
S40, S30, S20 e S10), sem incubacdo em PEG (A, C, E e G) e com incubagdo (B, D, F e H). Médias
seguidas pela mesma letra (mindscula para médias de secagem e maidscula para médias do tratamento

com PEG) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, 5%
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O tratamento com PEG, nessas sementes, resultou em prejuizos ja no primeiro nivel de
secagem, quando as sementes apresentavam aproximadamente 30% de &gua. Sua capacidade
de produzir plantulas normais foi ainda mais reduzida, chegando a 7% no primeiro nivel de
secagem, e perdendo completamente a capacidade de produzir plantulas normais com a
evolucdo do processo de secagem. Sendo assim, o tratamento osmotico com o intuito de
aumentar os niveis de tolerancia a dessecacdo, nessa idade, ndo s6 foram ineficazes como
também se apresentaram prejudiciais, reduzindo as taxas de sobrevivéncia e vigor.

Com o avanco da maturacéo, sementes de 12 submetidas a secagem apresentaram um
comportamento germinativo semelhante a 11, mantendo elevadas taxas germinativas quando
secas até o segundo nivel (S30). Conforme a reducdo nos niveis de desidratacdo foi ampliada,
houve redugéo progressiva nas taxas germinativas. As sementes ainda mantiveram uma boa
germinacdo (60%) quando o seu teor de agua foi reduzido a 19% e chegou a 38% quando
secas até 13%. No entanto, apesar de o comportamento germinativo entre essas duas idades
ter se apresentado semelhante, 0 mesmo ndo ocorreu quando se observa sua capacidade de
produzir de plantulas normais. As porcentagens de plantulas normais foram mantidas em mais
da metade em S40 e S30. Essa taxa s6 apresentou queda significativa quando o teor de agua
do lote foi reduzido até 19%. E, quando secas a 13%, ainda produziram 10% de plantulas
normais (figura 5, tabela 1).

O tratamento com PEG, nas sementes de 12, ndo apresentou efeito na germinagéo das
sementes nos dois primeiros niveis de secagem (S40 e S30), quando os teores da agua
aproximados foram de 40 e 30% respectivamente. No entanto, em S20, com teores obtidos de
19% e 21%, o tratamento com PEG elevou as taxas de germinacdo de 60% para 75%. No
nivel mais avancgado de secagem, em que as sementes atingiram cerca de 12% de agua, houve
reducdo na germinacdo. Apesar desse tratamento ter apresentado algum resultado na
germinacdo, em relacdo a capacidade de produzir plantulas normais, o tratamento apresentou
diferenca maior no segundo nivel de secagem quando a producdo de plantulas normais
reduziu de 57% (32% de agua) para 28% (35% de agua, figura 5, tabela 1).

As sementes de I3 ja se apresentaram com maior tolerancia a secagem que as idades
anteriores, mantendo-se com maximo poder germinativo mesmo quando secas até 21%, e s6
foi significativamente reduzido quando suas sementes apresentavam 13% de 4gua, em que sua
germinacdo foi de 77%. A secagem das sementes desta idade até 39% a 28%, foi proficua
para 0 aumento do vigor, j& que a producdo de plantulas normais foi aumentada, quando

comparada ao controle sem secagem (figura 5, tabela 1).
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A (ltima idade avaliada, mais préxima do ponto de maturidade fisioldgica descrito por
Borges et al. (2005), porém ainda imatura, ja se apresentou tolerante & secagem até altos
niveis de desidratacdo, quando seu teor de &gua foi reduzido a 12%. A porcentagem de
germinacdo nesse momento foi muito elevada (90%), com 82% de plantulas normais. Esses
dois fatores em niveis Otimos ndo haviam sido atingidos nas outras idades estudadas no
presente estudo. Quando as sementes de 14 fora, submetidas ao tratamento com PEG, houve
prejuizo tanto na taxa germinativa quanto na capacidade de produzir plantulas normais,
apresentando-se adverso nesse ponto da maturacdo. Resultados inconsistentes do tratamentos
com PEG em sementes imaturas foram obtidos em trabalhos anteriores, inclusive com a
propria C. echinata (Silva 2010). De acordo com o modelo proposto por Barbedo et al.
(2013), processos artificiais de inducdo ao amadurecimento, aplicados a sementes imaturas
isoladas, podem alterar ligeiramente sua tolerancia a dessecacdo e sua longevidade. No
entanto, este efeito teria limites estreitos, ndo se comparando aos obtidos com o
amadurecimento na planta-m&e. Portanto, as distor¢cdes observadas nos resultados de
tratamento com PEG, ora beneficiando, ora prejudicando, parecem enquadrar-se dentro desse
modelo.

Em relacdo as trocas gasosas, medidas para sementes de C. echinata de diferentes
idades (figuras 6 e 7), verificou-se que tanto o consumo de O, quanto a liberacdo de CO,
foram tanto menores quanto mais maduras as sementes, indicando reducdo na atividade
metabolica com o avango da maturacao.

Com a secagem, sementes de 11 apresentaram reducdo na liberacdo de CO, em
qualquer nivel de hidratacdo, enquanto as taxas de O, reduziram conforme o avan¢o no
processo de secagem. Isso resultou, até o terceiro nivel de secagem, em reducdo nos valores
de QR, que chegaram a ser inferioes a 0,4 (figura 8). Valores muito baixos de QR sugerem a
presenca de processos oxidativos ndo relacionados com a respiragdo, como obervados para
sementes recalcitrantes de Inga vera (Bonjovani 2011) e mesmo para de C. echinata
armazenadas em temperatura ambiente (Lamarca & Barbedo 2012). Analisando-se esses
resultados, juntamente com os referentes a germinacao, no qual se nota a substancial reducéo
da capacidade germinativa e de producdo de plantulas normais (figuras 4 e 5), pode-se inferir
que a secagem resultou em danos na capacidade respiratoria das sementes, aumentando

processos oxidativos ndo relacionados com a obtencédo de energia.
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(12, 12, 13 e 14), em cincos estadios de hidratacdo (SO: colunas pretas; S40: colunas cinza escuro; S30:
colunas cinza médio; S20: colunas cinza claro; S10: : colunas vazias), sem tratamento com PEG (A)
ou tratadas (B). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas comparam as secagens dentro de uma

dada idade e mailsculas comparam o uso de PEG em uma dada secagem) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, 5%.

As sementes de 12, por sua vez, apresentaram, em quaisquer niveis de secagem, QR
inferior a 0,5 (figura 8) indicando a existéncia de outros processos oxidativos que nao
propriamente a respiracdo (Bonjovani 2011).

A liberagdo de CO, em S20 (figura 7) reduz tanto quando comparados aos mesmos
niveis de secagem da idade anterior, quanto comparado ao primeiro e segundo niveis de
secagem na mesma idade. A liberacdo de O, (figura 6), por sua vez, se mostrou sem muita
alteracdo durante todos os niveis de secagem, o que mostra um aumento na quantidade de O,
ndo utilizado em respiracdo aerdbica conforme a continuacdo da secagem e mantendo-se

constante em S20 e S10, exatamente quando ha& reducdo na liberacdo de CO,. O O,
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consumido ndo estava, portanto, sendo direcionado apenas a respiragdo aerobica nas
mitocondrias.
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Figura 7. Di6xido de carbono (CO,, em umol mgMS™ dia™) liberado por sementes de C. echinata de diferentes
idades (11, 12, 13 e 14), em cincos estadios de hidratacdo (SO: colunas pretas; S40: colunas cinza
escuro; S30: colunas cinza médio; S20: colunas cinza claro; S10: colunas vazias), sem tratamento com
PEG (A) ou tratadas (B). Médias seguidas pela mesma letra (minUsculas comparam as secagens
dentro de uma dada idade e maiusculas comparam o uso de PEG em uma dada secagem) néo diferem
entre si pelo teste de Tukey, 5%.

A partir do inicio da secagem das sementes de 13 pode-se observar uma reducdo na
liberacdo de CO, (figura 7). Quando ndo secas, essas sementes liberavam 2,534 pmol g dia™
ao consumo de 5,416 umol g™ dia™ de O, (figura 6) e, com o inicio do processo de secagem,
houve consumo de 2,974 pmol g™ dia™ de O, liberando apenas 0,967 umol g™ dia™ de CO,. O
QR apresentou queda constante durante o avango na secagem (figura 8). Essa idade, em fase
mais proxima ao ponto de maturacgdo fisiologica do que as duas anteriores, mostrou reducdo
das taxas respiratdrias conforme a reducéo de d&gua em seu contetido enquanto 0 oxigénio ndo

utilizado em respiracdo aerobica (figura 9) permaneceu praticamente constante durante a
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secagem das sementes, apresentando um pequeno aumento apenas no terceiro nivel de

secagem.
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Figura 8. Quociente respiratorio (QR) em sementes de C. echinata de diferentes idades (11, 12, 13 e 14), em
cincos estadios de hidratagcdo (SO: colunas pretas; S40: colunas cinza escuro; S30: colunas cinza
médio; S20: colunas cinza claro; S10: colunas vazias), sem tratamento com PEG (A) ou tratadas (B).
Médias seguidas pela mesma letra (minGsculas comparam as secagens dentro de uma dada idade e
mailsculas comparam o uso de PEG em uma dada secagem) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey,
5%.

38



w

=

(=]
|

A
- 250 -
7 200
= abh
%150
a
© 100 - 24 b4 ah 34 A ah
~ ak ak ah 28 ad ah ahah gp
T 50 - bA
: T
O = . x — s
EMI1 EN2 EM3 EN4
300 - = B
T 250
=
E 200
. bB
£150 { o -
ol
(©)] bB
% 100 m al
= B aB aB
£ 50 1 B ba aB
0 M. : : . —
EM1 EM2 EM3 EN4

Figura 9. Oxigenio ndo utilizado em vias de respiracdo aerébica em sementes de C. echinata de diferentes
idades (11, 12, 13 e 14), em cincos estadios de hidratacdo (SO: colunas pretas; S40: colunas cinza
escuro; S30: colunas cinza médio; S20: colunas cinza claro; S10: colunas vazias), sem tratamento com
PEG (A) ou tratadas (B). Médias seguidas pela mesma letra (minGsculas comparam as secagens
dentro de uma dada idade e maiusculas comparam o uso de PEG em uma dada secagem) néo diferem
entre si pelo teste de Tukey, 5%

Nas sementes de 14, conforme houve avanco da secagem reduziu-se lenta e
proporcionalmente o consumo de O, e a liberacdo de CO,. Os dados de oxigénio ndo utilizado
na respiracdo aerdbica (figura 9) auxiliam a compreender gue, nesse ponto, ao serem secas, as
sementes reduzem as suas taxas respiratoria sem que haja aumento no consumo de oxigénio
para utilizacdo em processos que ndo a respiracdo anaerobica. Ou seja, provavelmente 0s
processos deteriorativos nessa idade sejam menores quando as comparamos as idades mais
prematuras.

Quanto ao tratamento com PEG, em 11, no segundo nivel de secagem, houve grande
aumento tanto na liberacdo de CO; quanto no consumo de O, quando comparada a mesma
idade seca a teor de agua semelhante, sem incubacdo prévia em solucdo de PEG. Esse
aumento na atividade respiratoria pode indicar situacdo de estresse, previsto na avaliacdo do
vigor de sementes em testes de tetraz6lio (Lamarca et al. 2009). Nos niveis de secagem S20 e

S10, essas taxas, assim como 0 QR e as taxas de oxigénio ndo utilizado em respiracao
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aerobica, reduziram significativamente em relacdo a primeira secagem nesse tratamento
(S30). Porém, quando comparadas a mesma idade sem incubacdo prévia em solucdo de PEG,
as taxas de consumo de O, foram mais intensas, alterando o0 QR que se apresentou menor em
todos os niveis de secagem. Nesse mesmo contexto, as taxas de oxigénio ndo utilizado em
respiracdo aerdbica apresentaram-se maiores em todos 0s niveis de secagem. Isso indica
reducdo nos processos respiratorios mas ndo necessariamente em seu metabolismo ja que as
taxas de consumo de O, se mostraram intensas e consonante aos resultados obtidos na
germinacdo retratando esse tratamento prejudicial durante esse estadio de desenvolvimento.

As sementes de 12 e 13, secas apds incubacdo em PEG, apresentaram comportamento
semelhante, porém em diferentes proporcdes devido ao seu estadio de maturacgdo.
Apresentaram QR decrescente durante o0 avan¢o na secagem, chegando a valores minimos no
ultimo nivel de secagem (S10); e, quando comparados aos mesmos tratamentos sem
tratamento osmotico, todos os valores de QR se apresentaram maiores (figura 8). Todas as
taxas de oxigénio ndo utilizado em respiracdo aerébica foram menores nesses tratamentos,
mostrando que o oxigénio consumido nessas fases da maturacdo durante a secagem apos pré-
condionamento osmatico em PEG foram mais direcionados as reacdes de respiracao aerobica
do que para outras vias, em comparacio as mesmas idades sem prévio tratamento com PEG. E
importante ressaltar que em um ponto em comum nas idades 12 e 13, quando secas no segundo
nivel de secagem, apresentando 35% e 31% de agua respectivamente, essas apresentaram
consumo de oxigénio ndo utilizado em respiracdo aerdbica maior do que nos outros niveis de
secagem no mesmo tratamento (figura 9).

As sementes de 14, quando passaram por solucdo de PEG apresentaram aspectos
diferentes de todos os outros niveis de desenvolvimento, estando aparentemente mais
estruturadas. J& no primeiro nivel de secagem apresentaram taxas de consumo de O; e
liberacdo de CO, reduzidos em comparacao a essa idade sem tratamento osmatico (figuras 6 e
7). Esse comportamento foi progredindo, apresentando reducdo conforme o avanco da
secagem. Os valores de QR, durante a secagem, apresentaram-se crescentes (figura 8). Ja as
taxas de oxigénio ndo utilizado em respiracdo aerobica (figura 9) ficaram com valores mais
préximos de zero quando comparada a qualquer outro tratamento aqui realizado,
evidenciando que o oxigénio consumido durante essa fase de desenvolvimento, apés
incubacdo em PEG na pré-secagem das sementes, foi praticamente direcionado para oS

processos de respiracdo aerobica estando menos presente em outras vias metabolicas.
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4. Consideracdes finais

Conforme o exposto neste trabalho, a tolerdncia a dessecacdo foi adquirida
progressivamente durante o desenvolvimento das sementes de C. echinata, como previsto pela
literatura. A capacidade de produzir plantulas normais se mostrou um parametro tecnoldgico
mais confiavel do que a germinacdo para a compreensdo do momento em que as sementes
passam a sobreviver a secagem. Mesmo quando sdo inicialmente viaveis com elevadas taxas
de sobrevivéncia, como é o caso das sementes aqui avaliadas, quanto mais imaturas, mais
rapidamente perdem o vigor quando expostas ao estresse da secagem. Ainda que as sementes
mais imaturas permanecam viaveis até certo conteudo de agua, quando a secagem foi mais
intensa tais sementes perderam a capacidade de produzir plantulas normais, apresentando em
diferentes pontos da maturagdo caracteristicas que se assemelham aos comportamentos
encontrados em espécies com sementes recalcitrantes ou com diferentes niveis de
recalcitrancia.

No entanto, os pardmetros tecnoldgicos, como a germinacao e capacidade de produzir
plantulas normais, ainda se mostraram insuficientes para o correto diagnéstico das alteracdes
decorrentes da secagem. Por outro lado, as taxas respiratorias acrescentaram substancial
contribuicdo na compreensdo das alteracbes. Por exemplo, a inducdo da tolerancia a
dessecacdo com solucdo de PEG ndo alterou substancialmente as porcentagens de germinacgéo
e plantulas normais. Contudo, quando se analisa o consumo e liberacdo de gases envolvidos
em processos respiratorios e oxidativos, verificaram-se importantes diferengas no
metabolismo das sementes quando sofreram incubagdo em solugdo de PEG (-3MPa) a partir
de 12. As sementes de 14 apresentaram expressiva reducdo no consumo de O, direcionado as
vias de oxidacdo que ndo a respiracdo durante a secagem quando passaram por pré-
condicionamento em PEG, quando comparada as sementes da mesma idade sem o tratamento,
representando que o metabolismo de vias que envolvem oxigénio foi reduzido. Lamarca &
Barbedo (2012) demonstraram que a réapida deterioracdo das sementes de C. echinata
armazenadas sem refrigeracdo ou congelamento esta relacionada com processos oxidativos
ndo voltados a respiracdo. Quanto mais se reduz a temperatura de armazenamento, menor a
acao desses processos e mais longo pode sedr o armazenamento dessas sementes. No presente
trabalho verificou-se que o tratamento com PEG aparentemente também pode reduzir esse
efeito deletério de processos oxidativos em sementes de C. echinata. Tal fato pode trazer
importante contribuicdo a conservacdo das sementes dessa importante espécie arbdrea tropical

sem o elevado custo do uso da refrigeracdo ou congelamento.
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Além disso, a reducdo de metabolismo em sementes ortodoxas imaturas com pré-
condicionamento em PEG, especialmente o relacionado com processos oxidativos néo
respiratdrios, pode ter simulado, em parte, processos envolvidos com a prdépria maturacdo das
sementes. Conforme as sementes amadurecem, também sdo ampliados e aperfeicoados 0s
sistemas antioxidantes, preparando a semente para a fase de secagem da maturacdo que
envolverd acdo intensa de espécies reativas de oxigénio. Esse fato reforca 0 modelo proposto
por Barbedo et al. (2013) da similaridade entre sementes denominadas recalcitrantes com as
ortodoxas imaturas. Porém, também conforme previsto por Barbedo et al. (2013), o
tratamento com solugdes osmdaticas, apesar de prolongar as condi¢cdes adequadas para um
avango no desenvolvimento das sementes, ndo tem capacidade de atingir comportamento
idéntico ao encontrado em sementes que permaneceram na planta-mde até estddios mais
avancados de maturacdo. Futuros estudos visando a prolongar essas caracteristicas em
sementes ortodoxas imaturas podem ampliar a compreensdo do comportamento recalcitrante

nas mesmas condicdes.
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