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BONJOVANI, M.R. TAXA RESPIRATORIA EM SEMENTES RECALCITRANTES DE
Inga vera ssp. affinis (DC.) T.D. PENNINGTON. 2011. 122p. TESE (DOUTORADO) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

Resumo: O elevado metabolismo das sementes recalcitrantes de Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Pennington, é um dos principais fatores que dificultam sua conservagao.
Uma forma de diminuir os efeitos do intenso metabolismo dessas sementes poderia ser a
reducdo da temperatura do ambiente, pois a temperatura determina a velocidade das reacdes
enzimaticas, afetando as taxas respiratérias. Contudo, as sementes recalcitrantes sao
intolerantes a dessecacdo e frequentemente nao podem ter seu teor de dgua reduzido até niveis
que permitam a redu¢do da temperatura sem que ocorram danos pelo congelamento da dgua.
Devido a falta de informagdes sobre o metabolismo respiratério dessas sementes em
diferentes condi¢des de estresse, o presente trabalho teve como objetivo verificar as taxas
respiratorias desses embrides com diferentes niveis de hidratacdo e apds aplicacdo de 4cido
abscisico e estresse osmdtico em diferentes temperaturas. Os resultados possibilitaram
observar a presenca de reacdes oxidativas que ndo as da respiracdo, devido ao consumo
elevado de oxigénio, e que as alteragdes nos niveis de hidratacdo e temperatura de incubagdo
assim como a aplicac¢do de 4cido abscisico e estresse osmoético promoveram alteragdes nesse
metabolismo oxidativo. Os resultados obtidos trazem novas perspectivas para a conservacao

das sementes recalcitrantes.

Palavras-chave: respiragdo, oxidacao, estresse, ABA, conservacao de sementes recalcitrante.



BONJOVANI, M.R. RESPIRATORY RATE IN THE RECALCITRANT SEEDS Inga vera
ssp. affinis (DC.) T.D. PENNINGTON. 2011. 122p. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO
DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract: The high metabolism of recalcitrant seeds of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Pennington is one of the main factors that complicate their conservation. One way to
lessen the effects of the intense metabolism of these seeds could be the reduction of
temperature of the environment, because temperature determines the speed of enzymatic
reactions, affecting respiration rates. However, recalcitrant seeds are desiccation intolerant
and often can not have their water content reduced to levels that allow a reduction in
temperature without damage by the freezing of water. Due to lack of information on the
respiratory metabolism of these seeds in different conditions of stress this study aimed to
determine respiration rates of embryos with different levels of hydration and after application
of abscisic acid and osmotic stress at different temperatures. The results allowed to observe
the presence of oxidative reactions than those of breath due to high consumption of oxigen,
and that changes in moisture levels and incubation temperature as well as the application of
abscisic acid and osmotic stress promoted changes in oxidative metabolism. The results

provide new perspectives for the conservation of recalcitrant seeds.

Key words: respiration, oxidation, stress, ABA, conservation of recalcitrant seeds.



1. Introducao

A Mata Atlantica, € um dos biomas com maior diversidade biol6gica do planeta mas,
também, um dos mais devastados por atividades antrépicas, € exemplo mundial da
necessidade de criacdo de bancos de germoplasma visando, principalmente, a conservacao do

patrimdnio genético (Mittermeier et al. 1999).

Conservar uma espécie ndo significa apenas garantir sua sobrevivéncia, esse papel seria
minimo e poderia ser desempenhado mantendo poucos individuos de cada espécie em jardins
botanicos, zooldgicos e outros tipos de cole¢des de seres vivos. Essa conservacao das espécies
também deve implicar na manutencdo de sua variabilidade genética intra-especifica (Rocha,

2004).

Existem, basicamente, duas estratégias de conservacao. A conservacao in situ € aquela
realizada dentro dos préprios ecossistemas € em habitats naturais conservados; objetiva
manter a biodiversidade dentro do contexto do ecossistema no qual é encontrada. J4 a
conservacgao ex situ é a manutencdo de amostras de organismos fora de seu habitat natural na
forma de individuos inteiros, como sementes, pdlen, propdgulos vegetativos e culturas de

células ou tecidos (Botanic Gardens Conservation International, 2001).

A conservacdo de sementes é a forma mais comum de conservacao ex sifu, ja que a
semente € a unidade de propagacao natural da maioria das espécies de plantas superiores
(Santos 2001). De modo geral, a secagem pode ampliar a longevidade das sementes,
reduzindo as reacdes metabodlicas (Villela & Peres 2004). A capacidade de armazenamento €
ampliada, para muitas espécies, quando a redu¢do do teor de 4gua das sementes estd associada
a diminuicdo da temperatura do ambiente (Walters et al. 1998). Entretanto, existem sementes
sensiveis a desidratacdo e ao congelamento, que ndo sobrevivem ao armazenamento nessas

condicdes, ds quais Roberts (1973), denominou recalcitrantes.

O armazenamento de sementes recalcitrantes com teores de dgua relativamente altos,
mas ainda insuficientes para germinacdo, tem permitido obtencao de resultados favoraveis ao
armazenamento (Marcos Filho 2005). A utilizagdo de inibidores end6genos, como ABA, a
regulagdo da mobilizagdo da dgua na semente com solucdes osmoticas e estresses hidricos

também se mostraram favordveis para a conservagao dessas sementes. Outra opc¢do seria a



desidratacao parcial, ou seja, a secagem até atingir o menor grau de umidade suportdvel para

semente (Marcos Filho 2005).

Contudo sementes recalcitrantes sao aparentemente incapazes de regular seus
processos metabolicos durante a desidratacio de modo a impedir os desequilibrios
metabdlicos que podem resultar na geracdo de compostos danosos, como radicais livres
(Hendry et al. 1992, Roach et al. 2010). Alternativamente podem faltar sistemas antioxidantes

eficientes para impedir os danos de tais compostos (Castro et al. 2004).

A vida curta de sementes recalcitrantes causa sérios problemas para a conservacdo de
germoplasma dessas espécies a longo prazo (Castro et al. 2004), necessitando, até os dias

atuais, estudos de conservagdo (Barbedo & Marcos-Filho 1998).

Uma importante espécie que apresenta sementes com comportamento recalcitrante,
presente na Mata Atlantica, € Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington. Suas
sementes ndo sobrevivem a periodos superiores a 90 dias, mesmo sob as condi¢des ideais de

armazenamento.

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral fornecer
informacdes para subsidiar estudos de conservacdo de sementes de Inga vera ssp. affinis. Para

tanto, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

®  Analisar a taxa respiratoria dos embrides de Inga vera em diferentes estddios de
maturacdo e em diferentes temperaturas;
e  Avaliar a influéncia do grau de hidratacao na taxa respiratdria

desses embrides;

e  Avaliar a influéncia do estresse hidrico e da aplicagdo de ABA

nessa taxa respiratoria.



2. Revisao de Literatura

2.1. Caracterizacao da espécie Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington

Uma espécie que apresenta sementes com comportamento recalcitrante, presente na
Mata Atlantica e em dreas de vegetacdo riparia, é Inga uruguensis Hook. & Arn.,
popularmente conhecida por ingd, angd, inga-do-brejo, ingd-banana, inga-de-quatro-quinas,
ingazeiro (Joly 1993, Bilia et al. 1998, 2003). Recentemente foi sinonimizado por Pennington

(2000) em Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T. D.

Esta espécie pertence a familia das Fabaceae e sub-familia Mimosoideae, com cerca de
40 géneros e 350 a 400 espécies, distribuidas na América tropical e subtropical (Sanchotene

1989, Lorenzi 1992, Joly 1993).

No Brasil, I. vera ocorre desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais, principalmente
na floresta pluvial atlantica (Lorenzi 1992, Figliolia & Kageyama 1994). E uma planta
semidecidua, pioneira, caracteristica de planicies aluviais e beira de rios, preferencialmente
em solos Uumidos e até brejosos ou terrenos periodicamente inundédveis (Lorenzi 1992,
Durigan et al. 1997). Quando adulta, pode atingir de 5 a 28 metros de altura, com tronco de
70 centimetros de diametro. Apresenta folhas compostas, paripinadas, de raquis alada com a
superficie inferior de cor mais clara. As flores sdo vistosas, brancas, hermafroditas, com cerca
de trés centimetros de comprimento, agrupadas em inflorescéncias. A floracdo ocorre de
agosto a novembro, com maturacdo dos frutos de dezembro a marco (Custédio Filho &

Mantovani 1986, Carvalho 1994, Figliolia & Kageyama 1994).

Seu fruto é um legume tomentoso, comprido, reto ou curvo, de cor rubro-bronzeada,
com margens espessadas caracteristicas, de 10 a 20 centimetros de comprimento e 2,5 a 3
centimetros de largura (Carvalho 1994). As sementes aparecem em ndmero de 2 a 13 por
fruto (Sanchotene 1989) e sdo revestidas pela sarcotesta (Oliveira & Beltrati 1993), muitas
vezes bastante adocicada (Barbedo & Bilia 1997). E apreciada por macacos e pacus, que
colaboram com a dispersao das sementes além da dispersao pela 4gua. Em condi¢des naturais,
as sementes de ingd, apds a dispersao, nao ultrapassam 15 dias de armazenamento (Lorenzi

1992, Carvalho 1994, Bilia & Barbedo 1997). As sementes das espécies deste género



apresentam elevada porcentagem de germinacdo verificando-se, inclusive, viviparidade
(germinagdo das sementes dentro do préprio fruto) em algumas delas (Oliveira & Beltrati

1992, Pritchard et al. 1995, Bilia & Barbedo 1997).

O sistema radicular é pivotante, superficial, com numerosas raizes secunddrias que
tém excelente atuacdo no controle da erosdo, protegendo o solo contra a degradagdo, o que
assegura importante papel no reflorestamento ao longo de rios evitando o assoreamento

(Sanchotene 1989, Bilia & Barbedo 1997).

Outra espécie deste género é I. affinis, que apresentou efeito positivo na recuperacio
da fertilidade de solos, através da fixacdo de nitrogénio, da adi¢do de carbono (pela grande
producdo de serapilheira) e do aumento dos niveis de fésforo, em forma extraivel pela planta,

na superficie do solo (Montagnini et al. 1995).

As espécies do género Inga sdo utilizadas para sombreamento em cultivo de café e
cacau. Sua madeira é moderadamente pesada, pouco resistente e de baixa durabilidade,
podendo ser empregada em caixotaria, obras internas, confec¢do de brinquedos, lenha e
outros. Nas formagdes florestais heterogéneas participa da fitomassa voltada a geracdo de
energia. Pode ser, também, fonte alimentar e fitoterdpica (Lorenzi 1992, Bilia & Barbedo

1997, Bilia et al. 2003).

A espécie € recomendada para plantio nas faixas mais proximas aos cursos d’dgua, em
locais sujeitos a inundagdes periddicas de média a longa duragdo e com periodos de
encharcamento longo. E, também, recomendada para recuperagao de ecossistemas degradados

(Carvalho 1994).

2.2. Propriedades da agua e eventos fisiologicos

O conhecimento das relagdes hidricas pode contribuir para explicar o comportamento
fisiologico das sementes (Villela 1998, Villela & Marcos Filho 1998). O potencial de dgua é
considerado o indicador mais seguro do comportamento da semente, pois o teor de dgua se
altera continuamente durante o acimulo de matéria seca, além de ndo permitir a identificacdo

de efeitos fisioldgicos da dgua (Marcos Filho 2005).



O potencial quimico representa a quantidade de energia livre da dgua (Taiz & Zeiger
2004), expresso em unidades de pressio (MPa), como potencial hidrico (¥) (Castro &
Hilhorst 2004). A 4gua pura tem um potencial quimico elevado, podendo dissolver solutos e
hidratar substincias. Pela definicdo, a d4gua pura tem um potencial hidrico igual a zero (¥ =

0).

Quando solutos sdo adicionados a dgua, esta usa a energia para dissolvé-los,
diminuindo assim seu potencial quimico. Quanto mais negativo for o potencial hidrico de um
sistema, menor serd a disponibilidade de dgua nesse sistema (Larcher 2000, Castro & Hilhorst

2004).

Uma célula viva consiste de diversos compartimentos separados por membranas
semipermedveis seletivas. Canais nas membranas, formados por proteinas, permitem a
passagem da dgua, mas impedem a de solutos. Por causa disso existem gradientes de potencial
hidrico entre o meio externo e interno a membrana, que propiciam o movimento da agua,
sempre do potencial hidrico mais elevado para o mais baixo ou mais negativo (Castro &

Hilhorst 2004, Taiz & Zeiger 2004).

O potencial hidrico caracteriza o estado energético da 4gua na semente (Villela 1998).
Nas sementes, os potenciais de temperatura e gravitacional podem ser considerados nulos pois
ocorrem sob condi¢des constantes de temperatura e posi¢do. Assim, o potencial hidrico (‘)
pode ser expresso pela soma de trés componentes: de pressdo (‘F},), osmético (‘¥s) e matricial

(W), isto €, ¥ =¥, + ¥s + ¥, (Villela et al. 1991, Villela & Marcos Filho 1998).

Segundo Castro & Hilhorst (2004), o potencial de pressdao numa célula ocorre porque,
a medida que a dgua entra na célula, o volume aumenta, mas € contido pela rigida parede
celular, resultando na pressdo hidrostética. O potencial osmético, por sua vez, € condicionado
pelas ligacdes entre a dgua e os solutos, pois a concentragdo de solutos dissolvidos na célula
influencia a absor¢do de dgua. O potencial matrico resulta das interacdes interfaciais, tais

como forgas capilares das sementes e € a capacidade das moléculas reterem 4gua.

Sob pressdao atmosférica normal, o potencial osmoético da dgua da semente ¢é
normalmente negativo, devido a presenca de solutos. O mesmo ocorre com o potencial
matrico, em func@o dos coldides presentes na semente, pois as forcas capilares e de adsorcao
ndo sdo despreziveis, enquanto a pressao de turgescéncia € positiva e nao se desenvolve em

substancia nao confinada. Assim, o potencial hidrico tem valor negativo, a ndo ser em células



tirgidas, em que se iguala a zero, de modo que os decréscimos dos potenciais matrico e
osmotico da célula reduzem o potencial de dgua, tornando-o mais negativo (Marcos Filho

2005).

As propriedades da superficie das moléculas, especialmente das proteinas, sao
modificadas pela quantidade de 4gua associada. As proteinas sdao compostos organicos
constituidos de seqiiéncias de aminodcidos, apresentando multiplos sitios de sorcao de dgua.
Com base no potencial hidrico e no modo de ligacdo da 4gua com as macromoléculas, sao
identificados os tipos ou formas de 4gua na semente (Vertucci 1993, Vertucci & Farrant 1995,

Villela & Marcos Filho 1998).

As modificagdes na atividade metabdlica da semente, em resposta a variagdes do teor
de 4gua, parecem estar associadas a alteragcdes discretas nas propriedades fisicas da 4gua
(Marcos Filho, 2005). Vertucci & Farrant (1995) descreveram cinco tipos de &dgua

considerando o modelo de sor¢dao de dgua pelas macromoléculas.

Agua tipo 1, € a dgua considerada estrutural, ndo apresenta propriedades de solvente,
fortemente associada a macromoléculas, ocorre em teores de dgua inferiores a 7,5%, na base
umida, e -150 MPa. Estd presente em sementes muito secas e, neste nivel fisioldgico, a

atividade metabdlica € restrita (Marcos Filho 2005).

A 4gua tipo 2 passa a ter papel de solvente e adquire propriedades mais proximas as de
seu estado livre do que a do tipo 1. Essa dgua forma uma pelicula fina na superficie da matriz,
apresentando interacdo com os sitios polares de macromoléculas, ocorre entre teores de dgua
de 7,5% a 20% (base umida) exibindo potencial hidrico de -150 a -11 MPa. Neste nivel, as
reacoes quimicas mediadas por sistemas enzimadticos simples comecam a ser observadas,

enquanto as atividades oxidativas se relacionam as taxas de deterioragdo (Marcos Filho 2005).

Tanto a agua tipo 1 quanto a tipo 2 ndo sdo congeldveis, em razdo da formagdo dos
estados vitreos, em temperaturas abaixo do ponto de congelamento da dgua pura (Villela &

Marcos Filho 1998).

A 4gua tipo 3 se associa aos sitios hidrofébicos das macromoléculas, formando pontes
de unifio. E observada entre os teores de dgua de 20% a 33% na base timida e potencial
hidrico de -11 a -4 MPa. Neste nivel de hidratacdo, a atividade fisiolégica da semente se altera
sensivelmente. O transporte de elétrons na mitocondria € facilitado, a respiracdo ¢é

intensificada, ha o inicio do metabolismo, mas os sistemas de reparo ainda ndo sdo ativados.



Sementes recalcitrantes, quando desidratadas até este nivel, exibem mecanismos de
deterioracao semelhantes aos das ortodoxas expostas a niveis elevados de umidade relativa do
ar. A 4gua se torna congeldvel quando atinge niveis mais préximos do limite superior

estabelecido para o nivel 3 de hidratagdo (Marcos Filho 2005).

Agua tipo 4 ndo interage diretamente com a superficie das protefnas e ocupa poros e
capilares. Verifica-se sua ocorréncia entre os teores de dgua de 33% a 41% correspondendo
aos potenciais hidricos de -4 a -1,5 MPa. Nessa fase, o metabolismo das sementes € pouco
conhecido. Esse tipo de dgua inclui os teores de dgua favordveis ao armazenamento de varias
espécies com sementes recalcitrantes e ao desenvolvimento das sementes durante grande parte

do periodo de maturagdo (Marcos Filho 2005).

Agua tipo 5 corresponde as caracteristicas apresentadas por uma solucao diluida, nao
se liga as macromoléculas, podendo ser considerada dgua livre. Sua ocorréncia € observada
sob teor de dgua superior a 41% e estd retida com tensdes superiores a -1,5 MPa (Villela &

Marcos Filho 1998).

O estado da dgua afeta a natureza e a cinética das reagdes metabdlicas, levando a crer
que os mecanismos da deterioracdo de sementes diferem para cada nivel de hidratacdo da

semente durante o armazenamento (Villela & Marcos Filho 1998).

2.3. Comportamento das sementes durante o armazenamento

A 4gua assume importante papel no periodo de formacdo e maturagdo das sementes e,
ao final da maturagdo, dois tipos de comportamento sdo observados: nas sementes ortodoxas
ha reducdo considerdvel do teor de dgua e, nas recalcitrantes, mantém-se o elevado teor de

agua (Barbedo & Marcos Filho 1998).

Na maioria das sementes, o desenvolvimento pode ser dividido convencionalmente em
trés fases confluentes. A primeira fase € caracterizada pelo crescimento inicial devido a
divisdo celular e a um aumento rapido no peso fresco da semente inteira e conteudo de dgua.
Depois disso hd uma fase intermedidria de maturacao, na qual a semente aumenta de tamanho
devido, principalmente, a expansdo celular e a deposicdo de reservas. Finalmente, o

desenvolvimento da maioria das sementes termina com uma fase pré-programada da secagem
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de maturacdo ou dessecagdo. Caracteristicamente, essas sementes sdo chamadas ortodoxas
porque se submetem a algum grau de dessecacdo (Bewley & Black 1994, Castro et al. 2004).
Isso resulta numa reduc¢do gradual no metabolismo da semente e o embrido passa para um
estado quiescente. As sementes ortodoxas sdo exclusivas quanto a tolerancia a dessecacao, 90
a 95% da é4gua é removida durante o desenvolvimento e a dessecacdo (Black & Pritchard
2002). Esse estresse osmotico leva o acimulo de ABA que promove a aquisi¢ao da tolerancia

a dessecagdo (Taiz & Zeiger 2004, Marcos Filho 2005).

No entanto, para as espécies com sementes recalcitrantes, pode ocorrer passagem
direta da fase de desenvolvimento para a germinativa, sem a desseca¢do, podendo germinar
quando ainda estd ligada a planta-mde (Barbedo & Marcos Filho 1998). Portanto, ndo
apresentam periodo de transicdo entre a maturacdo e a germinagdo e raramente apresentam
dorméncia (Marcos Filho 2005). Estas t€ém, em geral, periodos de vida muito limitados,

morrendo devido a secagem (Castro et al. 2004).

As sementes podem ser classificadas, em relac@o a tolerancia a dessecacao e a reducao
de temperatura, como recalcitrantes, intermedidrias e ortodoxas, podendo ser conservadas,

respectivamente, por curto, médio e longo prazo (Roberts 1973, Eira 1996).

A tolerancia fisioldgica das sementes a dessecagdo, no periodo pds-colheita, € varidvel
entre as espécies. As sementes classificadas como ortodoxas toleram graus de dessecacdo
proximos de 2% a 5%, ou ainda niveis menores. As sementes intermedidrias toleram graus de
dessecacdo em torno de 10% a 13%, sendo sua viabilidade reduzida em niveis inferiores de
umidade, j4 as recalcitrantes ndo toleram dessecacdo a graus de umidade entre 15% a 20%
(Roberts 1973, Hong & Ellis 1996). Contudo, parece existir uma larga escala de
comportamentos de tolerancia a dessecacdo e de armazenamento entre as espécies

classificadas como recalcitrantes (Kermode & Finch-Savage 2002).

A comparacdo entre as propriedades da 4dgua em embrides maduros de sementes
ortodoxas e recalcitrantes ndo mostra diferencas acentuadas, levando a conclusdo de que a
tolerancia a dessecacdo ndo resulta apenas da quantidade de 4dgua estruturada, mas envolve a

habilidade de perder uma quantidade consideravel de d4gua (Marcos Filho 2005).

As sementes ortodoxas podem tolerar desidratacdo quase completa, o que nao ocorre
com as sementes recalcitrantes. Apods a histo-diferenciacao, as células de sementes ortodoxas

completam os vacuolos com proteinas, acumulam agucares, alteram a composicdo da
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membrana, produzem proteinas LEA (“late-embryogenesis-abundant”) e entram no estado
vitreo. Essas modificagdes hipoteticamente seriam responsdveis por conferir tolerdncia a
desidratacdo. No entanto, estes mesmos processos podem ocorrer nos mesmos graus em
sementes recalcitrantes, dificultando a demonstracdo de que atuariam como protetores

(Walters 2000).

A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo € um fendmeno complexo, envolvendo a
interacdo de ajustes metabdlicos e estruturais, permitindo que as células resistam a perdas
considerdveis de dgua sem a ocorréncia de prejuizos. A menor eficiéncia de um dos fatores
envolvidos pode acarretar a formacdo de sementes com diferentes niveis de tolerancia; &,
porém, impossivel a completa protecdo contra esses danos. A esséncia da tolerancia a
dessecacdo se manifesta através da habilidade de promover a reversao de efeitos a partir da
reidratacdo da semente (Marcos Filho 2005). A vida curta de sementes recalcitrantes causa
sérios problemas para a conservacio de germoplasma dessas espécies a longo prazo (Castro et

al. 2004).

2.4. Alteracoes no metabolismo das sementes recalcitrantes

Durante o desenvolvimento da maioria das sementes recalcitrantes ndo ha declinio no
conteddo de dgua e consequentemente apresentam atividade metabdlica intensa de modo que
passam quase que diretamente da fase de desenvolvimento para a de germinacio sem exibir
periodo evidente de laténcia (Barbedo & Marcos Filho 1998, Castro et al. 2004, Pammenter
& Berjak 2000), verificando-se, inclusive, viviparidade (germinac¢do das sementes dentro do
proprio fruto) em algumas delas (Oliveira & Beltrati 1992, Pritchard et al. 1995, Bilia &
Barbedo 1997).

N

Como as alteracdes metabdlicas associadas a germinacdo continuam durante o
armazenamento, as sementes tornam-se cada vez mais sensiveis a desseca¢do; mesmo quando
armazenadas em ambiente imido, perdem rapidamente a viabilidade, havendo necessidade de
absor¢do de quantidade adicional de dgua para completar o processo de germinacdo (Marcos
Filho 2005). Segundo Pammenter et al. (1994) a perda da viabilidade das sementes

recalcitrantes € conseqiiéncia dos danos ligados ao metabolismo germinativo, que simulando
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uma condicdo de germinac¢do muito lenta, culminaria com a falta de dgua livre suficiente para

os processos de divisao e expansao celular.

A manutencdo dessa intensa atividade requer, provavelmente, elevadas taxas
respiratorias e grande consumo de reservas. Durante o periodo no qual as sementes mantém
intensa atividade, mas ndo completam a germinacdo, o metabolismo pode ser desordenado,
com consumo de reservas e liberacdo de radicais livres, ambas as atividades prejudicando a
conservagdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento e, conseqiientemente,
favorecendo sua rdpida deterioragdo (Barbedo & Marcos Filho 1998, Ferreira & Borghetti

2004, Andréo et al. 2006, Berjak & Pammenter 2008).

Uma temperatura mais baixa pode atrasar ou reduzir a taxa absoluta de respiracao
(Dahal et al. 1996). Assim, uma forma de diminuir os efeitos do intenso metabolismo de
sementes poderia ser a reducao da temperatura do ambiente, pois a temperatura determina a
velocidade das reagdes enzimaticas, afetando as taxas respiratérias (Taiz & Zeiger 2004,

Marenco & Lopes 2007).

Contudo, como as sementes recalcitrantes s3o intolerantes a dessecacdo,
freqiientemente ndo podem ter seu teor de dgua reduzido até niveis de congelamento sem que
ocorram dano. A dessecacdo dessas sementes perturba seu metabolismo levando ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio implicando na morte das sementes (Hendry et al. 1992,

Bailly 2004, Roach et al. 2010).

A conservacdo de sementes recalcitrantes permanece, portanto, como um desafio para
fisiologistas e tecnologistas e pouco se sabe, atualmente, sobre os mecanismos envolvidos em

sua ripida deterioracdo.

2.5. Conservacao de sementes recalcitrantes

A principal técnica de conservagao de sementes durante o armazenamento € a reducao
do seu metabolismo por meio da remo¢do da dgua. Porém, sementes de vérias espécies
nativas apresentam um limite letal de umidade, abaixo do qual ha perda total de viabilidade
do lote, apresentando grande dificuldade em sua conservacdo (Kohama et al. 2006). As
sementes dessas espécies geralmente apresentam atividade metabdlica intensa, tanto durante

sua formacao, quanto apds sua colheita, por serem mantidas com teores de d4gua relativamente



13

elevados (Barbedo & Marcos Filho 1998, Castro er al. 2004). Portanto, métodos alternativos
para o armazenamento dessas sementes devem obrigatoriamente considerar a reduc¢do do
metabolismo (Andréo et al. 2006), ou a indugdo da tolerancia a dessecacdo em sementes
sensiveis, por exemplo com a adi¢cdo de ABA. O armazenamento de sementes com teores de
dgua relativamente altos, mas ainda insuficientes para permitir a germinagdo, tem permitido
obtencdo de resultados favordveis, embora haja dificuldades para a manutengao desses graus

de umidade durante periodo prolongado (Marcos Filho 2005).

Estudos realizados por Barbedo & Cicero (2000) mostraram que sementes de
qualidade elevada de Inga uruguensis, quando armazenadas hidratadas e embebidas em
solugdo de 4cido abscisico 10*M em cimara fria, podem apresentar germinagio superior a
80% ap6s 40 dias. Uma outra opg¢ao que comega a se apresentar promissora para o controle do
metabolismo € a regulagdo da mobilizacdo da dgua na semente. Embrides de Inga vera
mantidos em substratos com solugdes de PEG a -2,4 MPa a 10°C apresentaram germinagao
superior a 80% aos 90 dias, enquanto os armazenados em substrato umedecido com dgua pura
(0 MPa), na mesma temperatura, apresentaram germinagdo inferior a 60% (Andréo et al.

2006).

Outra opcao seria a desidratacdo parcial, ou seja, a secagem até atingir o menor teor de
agua suportavel pela semente, sem acelerar a deterioracdo e manter a semente nessa condi¢ao
(Marcos Filho 2005). A secagem pode ampliar a longevidade das sementes, reduzindo as
reacoes metabodlicas e dificultando a acdo de microrganismos e insetos prejudiciais a sua

conservacgao (Carvalho & Nakagawa 2000, Villela & Peres 2004).

A tolerancia a dessecacdo vem sendo estudada, mas, até o presente momento, as
pesquisas ndo apontam para o sucesso na utilizagdo da secagem como forma de armazenar
sementes recalcitrantes por periodos prolongados (Barbedo & Marcos Filho 1998). Bilia et al.
(1998), estudando os limites de tolerancia a dessecacdo das sementes de Inga uruguensis,
conseguiram armazenar as sementes em sacos de polietileno a 10°C por até 60 dias apds a
colheita, mantendo a qualidade fisioldgica, desde que seja reduzido o teor de dgua até niveis
de 50%. Bonjovani (2007) observou que estresses hidricos diminuiram a sensibilidade dos
embrides de Inga vera a dessecacdo, indicando a possibilidade de amplia¢do da tolerancia a

dessecacdo desses embrides e, conseqiientemente sua conservagao.

A capacidade de armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a reducdo

do teor de 4gua das sementes estd associada a diminui¢do de temperatura do ambiente
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(Walters et al. 1998). Contudo, ha espécies que ndo toleram grande redugdo da temperatura
principalmente o congelamento (Chin ef al. 1989). Sementes com elevados teores de dgua,
ortodoxas ou recalcitrantes, sdo suscetiveis a danos causados por temperaturas negativas,
devido a formacao de cristais de gelo nos tecidos, provocando perda da viabilidade (Fonseca
& Freire 2003). A principal conseqiiéncia da formacdo de cristais de gelo € a ruptura
mecanica, tanto da estrutura citoplasmatica quanto da membrana celular, pela expansdo da
agua congelada, resultando na desagregacdo celular (Fujikawa 1980). Pode ocorrer, ainda,
enorme tensdo e estresse fisico em células vegetais submetidas ao congelamento. Isso porque,
durante a transi¢do de fase do liquido extracelular, com a conseqiiente formac¢do de gelo, ha
dessecacdo dos tecidos vegetais pela migracdo da dgua do interior da célula para o meio
extracelular (Guy 2003). Bonjovani & Barbedo (2008) observaram que a aplicacdo de
técnicas de estresse nos embrides de Inga vera mostrou potencial para se ampliar a tolerancia

tanto a dessecagdo quanto as baixas temperaturas.
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3. Capitulo I

RESPIRACAO DE EMBRIOES DE INGA VERA SSP. AFFINIS SOB

DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE

Marcio Roberto Bonjovanil, Claudio José Barbedo’

'Doutorando do Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Botanica), Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP.

’Instituto de Botanica, Nucleo de Pesquisa em Sementes, Sao Paulo, SP.
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BREATH OF EMBRYOS INGA VERA SSP. AFFINIS UNDER DIFFERENT

CONDITIONS OF STRESS

Abstract: The breath of embryos of Inga vera ssp. affinis under different stress conditions
was evaluated. Were tested different temperatures, drying levels beyond treatments with
abscisic acid and osmotic stress (-2.5 MPa PEG) for 15 days. The results showed that
depending on the maturation stage, a small reduction in water content can improve both its
tolerance to the desiccation as to low temperatures. The reduction of the storage temperature
reduces the metabolism, decreasing respiration rates of seeds and increasing its storage
potential. The treatments can reduce stress-induced oxidative reactions and simultaneously
increase respiratory rates hurting the germination of these seeds, therefore, should be studied

in more detail.

Key words: recalcitrant seeds, drying, freezing temperature, oxidative stress.
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RESPIRACAO DE EMBRIOES DE INGA VERA SSP. AFFINIS SOB

DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE

Resumo: A respiracdo de embrides de Inga vera ssp. affinis sob diferentes condicdes de
estresse foi avaliada. Foram testadas diferentes temperaturas, niveis de secagem além de
tratamentos com dcido abscisico e estresse osmético (PEG -2,5MPa) por 15 dias. Os
resultados mostraram que dependendo do estddio de maturagdo, uma pequena redugdo no teor
de 4gua pode melhorar a sua tolerancia tanto a dessecacdo quanto as baixas temperaturas. A
reducdo da temperatura de armazenamento reduz o metabolismo, diminuindo as taxas
respiratorias das sementes e ampliando o seu potencial de armazenamento. Os tratamentos de
estresse induzido podem reduzir reagdes oxidativas e, simultaneamente, aumentar as taxas
respiratorias prejudicando a capacidade germinativa dessas sementes, portanto, devem ser

estudados mais detalhadamente.

Palavras-chave: sementes recalcitrantes, dessecacdo, temperatura de congelamento, estresse

oxidativo.
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Introducao

Sementes recalcitrantes apresentam atividade metabdlica intensa, tanto durante sua
formacdo quanto apds sua colheita, principalmente por serem mantidas com teores de dgua
elevados (Barbedo & Marcos Filho 1998, Castro et al. 2004, Pammenter & Berjak 2000). A
manutencdo dessa intensa atividade requer, provavelmente, elevadas taxas respiratdrias e
grande consumo de reservas. Durante o periodo no qual as sementes mantém intensa atividade
mas nao completam a germinac@o ou o desenvolvimento inicial das plantulas, o metabolismo
pode ser desordenado, com consumo de reservas e liberacdo de radicais livres, ambas as
atividades prejudicando a conservacdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento
e, consequentemente, favorecendo sua rdpida deterioracdo (Barbedo & Marcos Filho 1998,
Ferreira & Borghetti 2004, Andréo et al. 2006).

O processo de deterioracdo em uma semente € inevitavel, mas seus efeitos podem ser
minimizados durante o armazenamento como, por exemplo, diminuindo-se o grau de
hidratacdo e a temperatura como meios de reducdo da atividade metabdlica, com reflexos
sobre os niveis de respiracdo do embrido (Walters et al. 1998, Carvalho & Nakagawa 2000).
Uma temperatura mais baixa pode atrasar ou reduzir a taxa absoluta de respiracdo (Dahal et
al. 1996). Assim, uma forma de diminuir os efeitos do intenso metabolismo de sementes
poderia ser a reducdo da temperatura do ambiente, pois a temperatura determina a velocidade
das reacdes enzimdticas, afetando as taxas respiratérias (Taiz & Zeiger 2004, Marenco &
Lopes 2007). Contudo, como as sementes recalcitrantes sao intolerantes a dessecagao,
freqiientemente nao podem ter seu teor de dgua reduzido até niveis que permitam a reducdo da
temperatura sem que ocorram danos pelo congelamento da dgua. A conservacdo de sementes
recalcitrantes permanece, portanto, como um desafio para fisiologistas e tecnologistas e pouco

se sabe, atualmente, sobre os mecanismos envolvidos em sua rapida deterioragao.
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Inga vera Wild. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington, cuja sinonimia & Inga
uruguensis Hook. & Arn., é popularmente conhecida como ingd (Joly 1993) e possui
sementes recalcitrantes (Bilia ef al. 2003). Dados relativos ao comportamento das sementes de
ingd durante o armazenamento indicam que estejam situadas entre as de maior intolerancia a
dessecacdo e de mais baixa longevidade natural (Bilia & Barbedo 1997). Essas sementes
mostram-se, entdo, como de grande interesse nos estudos que visam ao desenvolvimento de
procedimentos para ampliar a capacidade de armazenamento de sementes recalcitrantes (Bilia
et al. 2003). Diversas tentativas de ampliar a conservacdo dessas sementes resultaram em
algum sucesso (Bilia et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000, Andréo et al. 2006, Faria 2006),
mas sdo ainda insuficientes para a conservacdo. A aplicagdo de técnicas de estresse nos
embrides também mostrou potencial para se ampliar a tolerancia tanto a desseca¢do quanto as
baixas temperaturas (Bonjovani & Barbedo 2008). Contudo, em todos esses estudos ha
caréncia de informacao sobre as alteragdes metabdlicas decorrentes dos tratamentos aplicados,
dificultando uma melhor compreensao da fisiologia de sementes recalcitrantes. Esse
conhecimento poderia auxiliar na busca por tecnologia que permita conservar as sementes por
periodos mais longos, compativeis com a preservagao da espécie em bancos de germoplasma.

Diante do exposto, considerando-se a auséncia de informagdes sobre o metabolismo
respiratorio de sementes recalcitrantes, o presente trabalho teve por objetivo analisar a taxa
respiratoria dos embrides de Inga vera em diferentes estddios de maturagcdo, incubados em
diferentes temperaturas e sua relacdo com a capacidade de conservagdo das sementes. Teve o
objetivo, também, de analisar a taxa respiratéria desses embrides com diferentes graus de
hidratacdo e os efeitos da aplicacdo de acido abscisico e de estresse osmodtico nessas taxas

respiratorias € na manutengdo da capacidade germinativa.
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Material e Métodos
Coleta dos frutos e extracdo das sementes - Os frutos de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Pennington, foram coletados no més de janeiro de 2009 a partir de 10 matrizes plantadas
na Rodovia dos Bandeirantes, Jundiai, SP (23°04,914" S, 47°01,436' W). Apés a coleta os
frutos foram levados ao Laboratério de Sementes, do Instituto de Botinica, em Sao Paulo, SP
(23°37" S, 46°32' W), onde foram abertos manualmente. As sementes foram removidas
manualmente, agrupadas em dois estddios de maturacdo (Estddios III e IV, segundo
Bonjovani & Barbedo 2008) e, em seguida, tiveram sua sarcotesta removida, obtendo-se os
embrides excisados utilizados nos experimentos. O material foi armazenado em sacos
plasticos, em camara tipo BOD ajustada para temperatura constante de 6°C, sem luz, por até
sete dias, periodo este necessario para que todo o lote coletado fosse beneficiado.
Determinacaes fisicas e fisiologicas - Os embrides foram caracterizados, inicialmente, quanto
ao teor de dgua, contetido de massa seca, potencial hidrico, condutividade elétrica da solucdo
de embebicao, germinagdo e capacidade de produgao de plantulas normais. O teor de dgua e o
conteido de massa seca foram determinados gravimetricamente, pelo método de estufa a
103°C por 17 horas (Ista 1985), com trés repeticdes de 10 embrides, sendo os resultados
apresentados em porcentagem, em base Uimida, para teor de dgua e em mg.semente'l, para
massa seca (Brasil 2009).

O potencial hidrico foi medido por meio de potencidmetro WP4 (Decagon Devices,
Inc., Pullman, EUA), basendo-se na temperatura do ponto de orvalho do ar em equilibrio com
a amostra examinada, com trés repeticoes de trés embrides. Para aferi¢do do potencial hidrico
real dos embrides e do potencial registrado pelo potencidmetro, amostras foram incubadas em
solucdes de polietileno glicol 6000 com diferentes potenciais osmoéticos, segundo Michel &
Kaufmamm (1973), até peso constante, sendo entdo avaliadas no potencidmetro.

A condutividade elétrica foi determinada por meio de condutivimetro digital de
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bancada MA150 (Marconi, Piracicaba, Brasil), com trés repeticdes de 10 embrides. Para
tanto, os embrides foram acondicionadas em copos plasticos descartiveis de 300 mlL,
contendo 75 mL de 4gua deionizada, incubados por 24 horas em camara tipo BOD ajustada
para temperatura constante de 20°C, sem luz (Barbedo & Cicero 1998).

O teste de germinacdo e de produgdo de plantulas normais foi conduzido em rolo de
papel para germinacdo, com duas folhas para a base e outra para cobertura, pré-umedecidas na
propor¢do de duas vezes e meia o peso do papel (Brasil 2009), com trés repeticdes de 20
embrides, colocados em germinadores Marconi tipo MA400 (Marconi, Piracicaba, Brasil),
com circulacdo interna de 4gua, regulados para a temperatura constante de 25 °C e luz
constante (Bilia & Barbedo 1997). As avalia¢des foram realizadas a cada dois dias, durante 14
dias, sendo registrados os embrides germinados (protrusdo de raiz primdria com, no minimo,
1 cm) e os que mantiveram a capacidade de produzir as plantulas normais (plantulas com
sistema radicular e eofilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes). Como a espécie produz
sementes poliembridnicas, os embrides contidos em cada semente foram mantidos juntos em
todas as avaliagcdes. Mesmo quando houve protrusio de mais de uma raiz primdria ou
surgimento de mais de uma plantula por embrido, apenas uma raiz e/ou plantula por embrido
foram registradas (Bilia & Barbedo 1997).

Incubacdo de embrioes e avaliacdo de taxas respiratorias - As taxas respiratérias e a
presenca de outras reacdes oxidativas foram estimadas pela avaliagdo do consumo de
oxigénio (O,) e da producdo de diéxido de carbono (CO;) de embrides incubados em frascos
herméticos, segundo metodologia descrita por Lamarca (2009). Para tanto, amostras do ar dos
frascos foram tomadas e analisadas em analisador Modelo 6600 (Illinois Instruments, Inc.,
Johnsburg, EUA). A andlise de O, foi baseada em sensor potenciométrico, com eletrdlito
solido cerdmico na forma de tubo a base de oOxido de zirconio (ZrO,), onde interna e

externamente sdo depositados dois eletrodos. O zirconio possui a habilidade de conduzir ions
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de oxigénio em temperaturas superiores a 650°C. A medida é dada mediante a diferenca de
potencial da pressao parcial do oxigénio entre os dois eletrodos (Steil et al. 2002, Caproni
2007). A andlise de CO,; foi realizada em sensor de infravermelho, baseando-se na absor¢ao,
pelo CO,, de radiacdo no espectro do vermelho. Os valores foram registrados em
porcentagem, em volume, do gds analisado (O, ou CO,) na amostra em relagdo ao volume
total de ar.

Os embrides, necessarios para realizar teor de d4gua, contetido de massa seca, potencial
hidrico, condutividade elétrica da solucdo de embebicdo, germinacdo e capacidade de
producdo de plantulas normais, apds as avaliagdes da respiragdo, foram acondicionados em
embalagens de vidro de 600ml, hermeticamente fechados, com tampas perfuradas, formando
orificios que foram recobertos por um septo de borracha; por este septo foi inserido o eletrodo
do equipamento por onde foi tomada a amostra do ar da embalagem. Antes da introdugao dos
embrides nas embalagens, foram determinadas as massas frescas e o volume desses embrides.
O volume total do ar das embalagens foi determinado segundo o principio da hidrostética para
que se calculasse o volume resultante do ar depois de descontado o volume ocupado pelos
embrides.

O fechamento das embalagens e o acondicionamento dos vidros em BODs, em
temperaturas pré determinadas, foi determinado como sendo o inicio do experimento, o tempo
zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de diéxido de carbono).
O consumo de O, e a producdo de CO, pelos embrides embalados foram estimados pela
diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Apds cada medida, as
embalagens foram abertas por alguns minutos para re-equilibrio com a atmosfera normal,
sendo, em seguida, novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando-se
a pressdo atmosférica local como 0,90 atm (A. B. Pereira, Universidade Estadual de Ponta

Grossa, 2007, comunicagdo pessoal), os valores obtidos em porcentagem de O, ou de CO,
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foram convertidos para pressdo parcial do gas, segundo a férmula p;/P=v,%/V% (Feltre
1985), sendo:

p1 = pressao parcial do gas (em atm);

P = pressdo atmosférica local (0,90 atm);

v1% = volume do gis, em porcentagem;

V% = volume total (=100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliacdo, os valores foram convertidos para wmol de O, e de CO,, pela equacdo de
Clapeyron, p;V=nRT, sendo:

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

n = ndmero de moles do gés

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

T = temperatura (em Kelvin)

Baseando-se em experimentos prévios da média de consumo didrio de O, (e de
liberacdo de CO,) pelos embrides de Inga vera (dados ndo publicados), as avaliagdes foram
realizadas no intervalo de um dia para embrides incubados em temperaturas positivas e a cada
cinco dias para embrides incubados em temperaturas negativas. Os valores obtidos nas
avaliacdes foram somados e divididos pela massa seca total da amostra de embrides e pelo
nimero de dias em que os embrides permaneceram nas embalagens, obtendo-se o valor
expresso em micromol por grama de massa seca por dia (umol.gMS'l.d'l). Foi calculado,
também, o quociente respiratério (QR), dividindo-se o valor obtido para producdao de CO,
pelo obtido para consumo de O, (QR:COz.Oz'l), ambos em p.Lmol.gMS'l.d'l, segundo descrito
por Kader & Saltveit (2002).

Taxas respiratorias de embrioes sob diferentes temperaturas - Embrides dos dois estadios de

maturacdo foram acondicionados em embalagens de vidro como descrito anteriormente e
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incubados por até 15 dias a -21, -15, -6, -3, 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24°C (£1°C), para
avaliacdo das taxas respiratérias, conforme descrito anteriormente. Ao final da incubagao, os
embrides foram avaliados fisica e fisiologicamente, conforme descrito anteriormente.
Taxas respiratorias de embrioes com diferentes niveis de hidratacdo - visando analisar a
relacdo entre nivel de hidratacdo e taxas respiratorias, embrides foram submetidos a quatro
niveis de hidratacdo: a) teor de dgua original, nos quais os embrides nao foram submetidos a
secagem e apresentavam 61% a 64% de agua; b) secagem em ambiente de laboratério (24 +
2°C/40 £ 5% UR) até atingirem aproximadamente 55% de dgua, o que aconteceu apds 36
horas; ¢) secagem até atingirem aproximadamente 45% de dgua, o que aconteceu apos 72
horas; d) secagem até atingirem aproximadamente 35% de 4gua, o que aconteceu apds 120
horas. Apds as secagens os embrides foram acondicionados em embalagens de vidro como
descritos anteriormente e incubados em camaras tipo BOD, sem fotoperiodo, ajustadas para
temperaturas constantes a -3, 3, 9, 15 e 21°C, para avalia¢des das taxas respiratdrias.

Ao final de cada nivel de secagem e da incubacdo para as avaliacdes de consumo de
O, e produciao de CO,, os embrides foram novamente avaliados fisica e fisiologicamente,
conforme descrito anteriormente.
Taxas respiratorias de embrides apos aplicacdo de dcido abscisico e estresse osmotico -
embrides foram submetidos a dois tratamentos de estresse, um por regulador vegetal e outro
por solu¢do osmdtica. Para esta tltima, baseando-se em resultados de Bonjovani (2007), uma
solucdo de polietileno glicol 6000 (PEG) com potencial osmético de -2,5 MPa, ligeiramente
mais negativo que o potencial hidrico dos embrides, foi preparada calculando-se a quantidade
de PEG segundo férmula descrita por Michel & Kaufmann (1973). Para o efeito de estresse
por regulador vegetal (dcido abcisico - ABA), preparou-se solucdo de 10 M, baseando-se em
resultados de Barbedo & Cicero (2000). Os embrides foram incubados em ambas as solucdes

utilizando-se bandejas plasticas (36,5 x 26 x 7 cm) com tampa, opacas, com duas folhas de
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papel de germinacdo no fundo. Os embrides, cobertos por uma terceira folha de papel de
germinacdo, permaneceram submersos nas solugdes (Bonjovani, 2007) por 24 horas, em
camaras tipo BOD, com temperatura constante regulada para 6£1°C. Ao final da incubagao,
os embrides foram lavados em dgua corrente, tiveram o excesso superficial de dgua removido
em papel filtro e, em seguida, foram acondicionados nas embalagens de vidro, como descrito
acima e incubados a -3, 3, 9, 15 e 21°C, para avalia¢des das taxas respiratdrias. Ao final da
aplicacdo de ABA, do estresse osmoético e da incubagdo para as avaliagdes das taxas
respiratorias, os embrides foram novamente avaliados fisica e fisiologicamente, conforme
descrito anteriormente.

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados — No primeiro experimento, para
obtencdo das taxas respiratérias em diferentes temperaturas, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em esquema fatorial 2 x 13 (estddios de
maturagdo x temperaturas de incubac@o). No segundo experimento, para analisar as taxas
respiratorias de embrides com diferentes niveis de hidratacdo incubados em diferentes
temperaturas, foi utilizado fatorial 2 x 4 x 5 (estddios de maturacdo x niveis de hidratacdo x
temperaturas de incubacdo). No terceiro experimento, para avaliar a taxa respiratoria de
embrides apds a aplicacdo de ABA e de PEG foi utilizado fatorial 2 x 3 x 5 (estddios de
maturagdo X pré-tratamentos x temperaturas de incubagdo). Os resultados obtidos foram
analisados pelo teste F e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% (Santana & Ranal 2004).

Resultados e Discussao

Os embrides de I. vera apresentaram, no momento da colheita, 66,1% e 61,4% de dgua

e 0,19 € 0,30 g.semente'1 de massa seca, respectivamente para os estadios classificados como
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IIT e IV. Esses valores sugerem que os embrides do estddio IV eram, de fato, mais maduros
que os do estadio III, conforme anteriormente descrito por Bonjovani & Barbedo (2008). Os
valores iniciais de germinagao, produgao de plantulas normais (ambos 100%) e condutividade
elétrica (15+1 pS.g"'.cm™) foram praticamente os mesmos para os dois estadios, confirmando
estudos prévios que descrevem que a capacidade germinativa, em sementes de I vera, €
adquirida logo no inicio do processo de maturagao.

Taxas respiratorias de embrioes sob diferentes temperaturas - o teor de dgua dos embrides
pouco se alterou durante os 15 dias de incubacao, os do estadio III diminuindo no maximo 2%
e os do estddio IV aumentando no méaximo 1%, independentemente da temperatura na qual
foram incubados. O conteido de massa seca, por sua vez, permaneceu praticamente
inalterado. Se, de um lado, a quantidade de 4gua presente nos embrides apresentou variagdes
minimas, sua atividade foi diferente em funcdo da temperatura de incubacdo. Embora essa
diferenca fosse esperada, pois a atividade da dgua € termodependente (Pollack et al. 2006),
nao se observou tendéncia evidente com a reducdo da temperatura, conforme observado pelos
valores de potencial hidrico (figura 1). Além disso, o potencial hidrico foi sempre maior nos
embrides do estddio III (em média, -1,74 MPa) do que nos do estidio IV (-1,95 MPa),
indicando uma quantidade maior de sitios de ligagcao nestes.

As variacdes nas taxas respiratorias decorrentes das mudangas na temperatura de
incubacdo foram semelhantes para embrides dos dois estddios de maturacdo, embora com
algumas pequenas diferencas (figura 2). A medida que se diminuiu a temperatura houve
reducdo na producdo de CO, (figura 2B), comportamento esperado, pois a variacdo na
temperatura do ambiente pode afetar o metabolismo da planta, determinando a velocidade das
reacOes enzimaticas, afetando as taxas respiratorias (Taiz & Zeiger 2004, Marenco & Lopes
2007). E interessante ressaltar, contudo, que a liberacdao de CO; ocorreu até em temperaturas

abaixo de 0°C, e que explicaria, por exemplo, a baixa capacidade de conservacdo da
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viabilidade dessas sementes mesmo quando armazenadas em temperaturas proximas as de
congelamento (Bilia et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000, Andréo et al. 2006, Faria 2006,
Bonjovani & Barbedo 2008). Figura 1. Potencial hidrico de embrides de Inga vera ssp. affinis
(média dos estadios) apds 15 dias de incubagdo em diferentes temperaturas. Valores seguidos

pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O consumo de O,, porém, apresentou comportamento totalmente diferente da
producdo de CO,, exibindo claramente dois patamares, um mais elevado em temperaturas
acima de 0°C e outro mais baixo em temperaturas abaixo de 0°C (figura 2A). Ou seja,
independente de variacdes dentro de cada faixa de temperatura, nas temperaturas positivas o
consumo de O, permaneceu entre 150 e 230 pmol.gMS™.dia”', enquanto que nas negativas
esse consumo ficou entre 20 e 50 umol.gMS™".dia". Essa abrupta mudanca no consumo de O,
poderia ser atribuida a maior dificuldade de difusdo do gds decorrente do congelamento da
dgua, num processo semelhante a secagem e formacdo do estado vitreo da dgua nas células

(Pagnotta & Bruni 2006).
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Figura 2. Consumo de O, (A) e liberacao de CO, (B) por embrides de Inga vera ssp.
affinis de dois estddios de maturacdo (colunas brancas: estadio III; colunas pretas: estadio 1V),
incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas. Valores seguidos pela mesma letra
(minusculas para comparagdes entre temperaturas, maidsculas entre estiddios de maturagdo)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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A producio de CO,, que também foi em torno dos 150 pmol.gMS'.dia’ na
temperatura mais elevada, foi reduzida para valores inferiores a 30 umol.gMS™.dia™!, abaixo
de 0°C, gerando um quociente respiratorio (CO,/O,) tanto menor quanto menor a temperatura.
Dentro de cada temperatura de incubacdo verifica-se que a producdo de CO, sempre foi
menor do que o consumo de O; e, ainda, que sempre foi maior para embrides do estadio III.
Essa diferenca poderia significar a utilizacdo de lipidios como substrato para a respiragao,
pois o uso de 4cidos graxos saturados e insaturados como substrato inicial para a respiragao
das sementes necessita maiores quantidades de oxigénio. Contudo, embrides de Inga vera
apresentam apenas 0,27% de lipidios (Mello et al. 2010), quantidades muito baixas para a
respiracdo. Outra possibilidade seria a presenga de reacdes oxidativas que ndo a respiragao,
tais como a peroxidagdo de lipidios e a oxidacdo de compostos fendlicos com a liberagdo do
radical superéxido e que podem estar envolvidos com a deterioracdo das sementes (Hendry
1993, McDonald 1999, Bailly 2004, Berjak & Pammenter 2008, Roach et al. 2010).

Deve-se destacar também que, na faixa de temperatura comumente utilizada para
armazenamento de sementes, entre zero e 9°C, o desequilibrio do consumo de oxigénio e
producdo de diéxido de carbono mostra-se mais intensificado para esses embrides podendo,
portanto, reduzir o potencial de armazenamento desses embrides, ainda que armazenados em
baixa temperatura. De modo geral os resultados do consumo de O, e produgdo de CO, de
embrides de ingd sugerem presenca de reagdes oxidativas que poderiam estar relacionadas
com as dificuldades de conservacdao dos mesmos. Contudo, ao final do periodo de incubacgao
ndo se verificaram diferencas expressivas na capacidade germinativa ou de producdo de
plantulas normais para embrides incubados nas temperaturas positivas (figura 3). Os valores
de germinacdo permaneceram proximos a 100% (figura 3A) e os de producdo de plantulas
normais préximos ou superiores a 80% (figura 3B), para ambos os estddios de maturagdo. A

incubacdo dos embrides para avaliacdo das taxas respiratorias poderia ser considerada como



armazenamento por 15 dias sob diferentes temperaturas.
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Figura 3. Germinacgdo (A) e produgdo de plantulas normais (B) por embrides de Inga
vera ssp. affinis de dois estddios de maturacdo (colunas brancas: estadio III;
colunas pretas: estddio IV), incubados durante 15 dias em diferentes
temperaturas. Valores seguidos pela mesma letra (mindsculas para
comparacodes entre temperaturas, maidsculas entre estddios de matura¢do) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Trabalhos prévios demonstraram que, de fato, os embrides de I. vera toleram bem os
primeiros 15 a 30 dias de armazenamento quando em temperaturas préximas a 5-10°C (Bilia
et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000, Andréo et al. 2006, Faria 2006). Portanto, o elevado
consumo de O, provavelmente ndo estd relacionado a reagdes oxidativas causadoras de
deterioracao dos embrides de 1. vera. Os valores de condutividade elétrica (figura 4), sempre

baixos para temperaturas positivas de incubacdo, corroboram essa hipotese.
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Figura 4. Condutividade elétrica de embrides de Inga vera ssp. affinis (média
dos estddios III e IV) apds 15 dias de incubagcdo em diferentes
temperaturas. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5%.

A condutividade elétrica aumentou consideravelmente (cerca de 7 vezes)
quando os embrides foram incubados em temperaturas negativas, demonstrando que houve,

provavelmente, congelamento da solugdo no interior das células com consequente
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rompimento das membranas e liberacdo de solutos para o meio. A condutividade elétrica da
solucdo de embebicdo avalia a integridade das membranas celulares (Marcos Filho 2005) e,
no presente trabalho, seu aumento, com a reducdo da temperatura de incubacdo a niveis de
congelamento, demonstra que houve danos promovidos a essas membranas, uma vez que os
embrides foram incubados com potenciais hidricos superiores a -4 MPa (nivel IV de
hidratacdo, segundo Vertucci & Farrant 1995). Nesses niveis, a dgua torna-se congeldvel,
tanto nas sementes intolerantes a desseca¢do quanto nas tolerantes, podendo ocasionar danos
devido a formacao de cristais de gelo nos tecidos e levando a perda da viabilidade (Fonseca &
Freire 2003). A principal conseqiiéncia da formacao de cristais de gelo é a ruptura mecanica,
tanto da estrutura citoplasmética quanto da membrana celular, pela expansao da dgua
congelada, resultando na desagregacdo celular (Taiz & Zeiger 2004). Pode ocorrer, ainda,
enorme tensao e estresse fisico em células vegetais submetidas ao congelamento. Isso porque,
durante a transi¢do de fase do liquido extracelular, com a conseqiiente formacgao de gelo, ha
dessecacdo dos tecidos vegetais pela migracdo da dgua do interior da célula para o meio
extracelular (Guy 2003).

Os elevados valores de condutividade elétrica dos embrides incubados em
temperaturas iguais ou inferiores a -6°C, ou seja, superiores a 140 uS.g"'.cm™ (figura 4),
corresponderiam a embrides com perda de viabilidade pelo armazenamento (Barbedo &
Cicero 1998). De fato, pelos resultados do teste de germinacdo pode-se verificar que a
manutencdo da viabilidade dos embrides foi influenciada pela temperatura demonstrando a
sensibilidade dos embrides, independente do estddio de maturac¢ao, incubados abaixo de -3°C
(figura 3).

Pode-se notar que os embrides do estddio IV, incubados a -3°C, apresentaram maior
capacidade de manutencdo da viabilidade, inclusive com mais de 70% dos embrides

mantendo a capacidade de desenvolver plantulas normais, enquanto que nos do estadio III
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essa capacidade estava presente em menos de 30% dos embrides (figura 3B), reforcando que
estes eram mais imaturos que aqueles. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por
Bonjovani & Barbedo (2008), indicando que embrides mais proximos a maturidade
fisioldgica apresentam maior tolerancia a temperaturas de congelamento. Deve-se lembrar que
a identificacdo da maturidade fisiolégica em sementes recalcitrantes, diferentemente das
ortodoxas, € bastante complexa e dificil, pois tratam-se de sementes sem uma parada
caracteristica de metabolismo entre a formagao e a germinagdo (Barbedo & Marcos Filho

1998).

Taxas respiratorias de embrioes com diferentes niveis de hidratagdo - os embrides dos
estadios III e IV, inicialmente com 63,7% e 61,4% de 4gua, respectivamente, atingiram
55+2%, 45+3% e 35+3% apOs as secagens, para ambos os estddios de maturacdo e
permaneceram com valores proximos a esses iniciais apds os 15 dias de incubagdo nas
diferentes temperaturas. A maior varia¢ao de teor de dgua, ao final da incubagdo, ocorreu para
embrides secos até 35% e mantidos a 3°C, que atingiram 30% de &4gua. Nos demais
tratamentos, o teor de dgua permaneceu dentro da variacdo inicial para cada tratamento. O
potencial hidrico, por sua vez, apresentou grandes variacdes dentro de cada nivel de secagem,
em fun¢do da temperatura de incubac@o mas, semelhantemente ao observado no experimento
anterior, sem evidentes tendéncias (tabela 1).

Uma evidente e esperada tendéncia de mudanga no potencial hidrico dos embrides
ocorreu para mudancas no grau de hidratagdo. Assim, a 4gua presente em embrides com 61-
64% de agua estava retida a potenciais entre -1,5 e -2,6 MPa e em embrides com 55% de
dgua, retida a potenciais entre -2,1 e -3,9 MPa. Em ambos os casos, verifica-se que os
embrides estavam no nivel IV de hidratacao (entre -1,5 e -4,0 MPa) sem, portanto, dgua livre,

pois esta estaria presente somente no nivel V (< -1,5 MPa) de hidrata¢do (Vertucci & Farrant
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1995). Quando a secagem reduziu o teor de dgua para valores proximos a 45%, o potencial
hidrico dos embrides de ambos os estddios de maturagdo situou-se entre -2,6 e -6,5 MPa,
caracterizando a mudanca no nivel de hidratagao de IV para III (entre -4,0 e -11,0 MPa) nos
embrides do estddio IV incubados a -3 °C e nos do estddio III incubados a 3 e -3 °C. Essa
mudanca € importante pois pode representar modificacdes no nivel de danos celulares (por
exemplo, com fusdo de lipidios nas membranas), nos sitios de ligacao da dgua (deixando a
capilaridade e passando a uma ligacdo hidrofobica) (Walters et al. 2002 e referéncias
contidas), na atividade dos tecidos (cessando a sintese de proteinas e dcidos nucléicos e
intensificando a respiracdo) e no estado fisico da 4gua (deixando de ser uma solucdo
concentrada e passando a uma formacao vitrea) (Vertucci & Farrant 1995).

Tabela 1. Potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis de dois estadios de
maturagdo (IIT e IV), submetidos a quatro niveis de secagem e incubados durante 15 dias em

diferentes temperaturas.

Temperatura Teor de dgua apds secagem (%)
(°C) 61-64% 55% 45% 35%

Estadio III

-3 1,5 aCd' 3,0 aCa 5,9 aBa 20,4 aAa

3 2,6 aCa 34 aCa 6,5 aBa 18,1 bAa

9 1,6 aCa 3,0 aBCa 3,7 bBa 8,2 cAa

15 1,7 aBa 2,8 aBa 2,9 bBa 8,5 cAa

21 1,8 aBa 3,8 aABa 2,9 bABa 4,4 dAa
Estadio IV

-3 1,9 aCa 2,1 aCa 4,9 aBa 15,5 aAb

3 24 aBa 3,9 aBa 3,5 abBb 11,6 bAbD

9 2,3 aBa 2,6 aBa 2,6 bBa 5.9 cAb

15 1,9 aBa 3,2 aABa 2,7 abABa 4,6 cdAb

21 2,2 aAa 2,6 aAa 2,6 aAa 2,7 dAb

'Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas para comparagio entre temperaturas, maitisculas entre

teores de dgua e itdlicas entre estddios de maturagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Quando os embrides atingiram 35% de 4gua, o potencial hidrico apresentou as maiores
oscilagdes, variando de -2,7 MPa (embrides do estddio IV incubados a 21 °C) a -20,4 MPa
(estadio III, a -3 °C), abrangendo niveis de hidratacao IV (entre -1,5 e -4,0 MPa), III (entre -
4,0 e -11,0 MPa) e II (entre -11,0 e -150,0 MPa). A mudanga no nivel de hidrata¢dao de III
para II, nas temperaturas de 3 e -3 °C, para ambos os estddios de matura¢do dos embrides, €
muito importante por dois motivos principais: primeiro, porque caracteriza a saida completa
de dgua congeldvel e segundo, porque sugere um efeito semelhante a secagem, talvez com
mobilizacdo de 4dgua do meio interno celular para o externo. As taxas respiratorias dos
embrides submetidos a diferentes niveis de desidratacdo apresentaram oscilagcdes dependentes
da temperatura de incubacdo e do estddio de maturacdo e do teor de dgua final dos embrides
(figura 5). Para os embrides mais maduros (estddio IV) com 45% a 61-64% de &gua,
incubados em temperaturas positivas, por exemplo, a liberacdo de CO, foi tanto maior quanto
menor o teor de dgua (figura 5D). J4 para os imaturos, nessas mesmas condi¢des, ndo se
verificou tendéncias evidentes (figura 5C).

De uma maneira geral, a relagdo entre producdao de CO, e temperatura de incubagio
dos embrides dos dois estddios de maturacdo foi semelhante a observada no experimento
anterior, ou seja, diminuicdo daquela com a reducdo desta. A reducdo do teor de dgua dos
embrides ndo modificou este comportamento e, mesmo no menor nivel de hidratacdo (35%) e
na menor temperatura (-3°C) os embrides mantiveram-se metabolicamente ativos. Isso
poderia explicar a dificuldade na manutencdo da viabilidade de sementes de Inga vera mesmo
quando armazenados hidratados e sob baixas temperaturas. Nessas condi¢des, embora sem
danos por secagem e em temperaturas muito abaixo da Otima para a germinagdo, o
metabolismo das sementes conduziria a uma condicao de estresse hidrico, pois a continuidade
desse metabolismo, simulando uma condicdo de germinacdo muito lenta, culminaria com a

falta de suficiente dgua livre para os processos de divisdo e expansdao celular, conforme
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Figura 5. Consumo de O, (A e B) e liberagdo de CO, (C e D) por embrides de Inga vera ssp. affinis de

dois estddios de maturacdo (A e C: estadio III; B e D: estddio 1V), submetidos a quatro

niveis de secagem (61-64%, 55%, 45% e 35% de 4agua) e incubados durante 15 dias em

diferentes temperaturas. Valores seguidos pela mesma letra (mindsculas para comparagdes

entre temperaturas, maidsculas entre teores de 4gua) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a5%.

Em rela¢do ao consumo de O,, a secagem dos embrides modificou o padrao observado

no experimento anterior, ou seja, 0 comportamento aproximou-se mais do observado para
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liberacdo de CO,, diminuindo tal consumo a medida que a temperatura foi reduzida (figura 5
A e B). Exceto para embrides do estddio IV, incubados a 21°C e os de ambos os estadios,
incubados a -3°C, a reducdo do teor de dgua de 61-64% para 55% reduziu de forma
expressiva o consumo de O,. Maiores reducdes no teor de dgua resultaram em resposta
varidveis, dependentes do teor de dgua, do estddio de maturacdo e da temperatura de
incubacdo. Curiosamente, a redugdo do teor de dgua para valores préximos a 55% foi a tnica
que ainda permitiu a manutencdo da viabilidade e da capacidade de producdo de plantulas
normais dos embrides (figura 6). Maiores remocdes de dgua decorreram em perda
praticamente completa da capacidade germinativa dos embrides em qualquer temperatura de
incubacao.

A redugdo do teor de dgua para 55% aparentemente também modificou a sensibilidade
dos embrides a baixas temperaturas, uma vez que abaixo de 15°C, para ambos os estadios de
maturagdo, houve reducao tanto da germinabilidade (figura 6, A e B) quanto da producao de
plantulas normais (figura 6, C e D). Pequenas diferencas nos valores de germinacdo e de
producdo de plantulas normais, principalmente nas temperaturas de 9 e 3°C, sugerem que 0s
embrides do estddio IV eram mais tolerantes tanto a secagem quanto as baixas temperaturas
do que os do estadio III, confirmando conclusdes de Bonjovani & Barbedo (2008). Segundo
estes autores, apenas embrides maduros de Inga vera poderiam suportar temperaturas
negativas de armazenamento. Contudo, diferentemente do reportado por esse autores, uma
pequena redugdo no teor inicial de 4gua ndo apenas foi desnecessdria para o armazenamento
em temperaturas sub-zero como, ainda, chegou a ser prejudicial, conforme demonstrado na
figura 6. Portanto, a relacdo entre a sensibilidade as baixas temperaturas, o teor de dgua e o
grau de maturidade dos embrides parece ser complexa e bastante delicada, ou seja, pequenas
alteracdes no estddio de maturacdo e no teor de dgua parecem resultar em grandes

modificagcdes na sensibilidade dos embrides as baixas temperaturas. Além disso, as alteragdes
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nos valores de germinabilidade e de producdo de plantulas normais foram acompanhados de
similares modificacdes nos valores de condutividade elétrica (tabela 2). Portanto, a perda da
viabilidade dos embrides decorrentes da relacdo entre estddio de maturacdo, teor de dgua e
temperatura do ambiente parece estar relacionada com alteracdes nas membranas, que

evidentemente perdem a capacidade de controle da entrada e saida de solutos.
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Figura 6. Germinagao (A e B) e desenvolvimento de plantulas normais (C e D) por embrides de
Inga vera ssp. affinis de dois estadios de maturacdo (A e C: estadio III; B e D: estddio
IV), submetidos a quatro niveis de secagem (61-64%, 55%, 45% e 35% de éagua) e
incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas. Valores seguidos pela mesma
letra (mindsculas para comparacdes entre temperaturas, maidsculas entre teores de

dgua) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 2. Condutividade elétrica (uS.g".cm™) de embrides de Inga vera ssp. affinis de dois
estadios de maturagao (III e IV), submetidos a quatro niveis de secagem e incubados durante

15 dias em diferentes temperaturas.

Temperatura Teor de dgua apds secagem (%)
(°C) 61-64% 55% 45% 35%

Estadio III

-3 40,5 aCd' 72,9 aBCb 87,3 dBb 217,3 bAa

3 12,8 aDa 67,2 aCa 115,5 cdBa 236,5 abAa

9 15,1 aDa 63,7 aCa 191,0 aBa 276,6 aAa

15 15,6 aCa 42,6 aCa 166,5 abBa 256,7 abAa

21 11,8 aCa 31,4 aCa 130,1 bcBa 236,8 abAa
Estadio IV

-3 26,8 aBa 104,5 aAa 138,9 aAa 142,5 cAb

3 13,8 aCa 71,1 abBa 107,5 aABa 139,6 cAb

9 15,0 aDa 59,8 bcCa 130,3 aBb 194,77 bAbD

15 11,4 aCa 23,3 cCa 120,6 aBb 2454 aAa

21 10,6 aBa 23,8 cBa 49,7 bcBb 176,7 bcAb

T 4. . ., ~ .,
Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparacdo entre temperaturas, maidsculas entre

teores de dgua e itdlicas entre estddios de maturagdo) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Taxas respiratorias de embrioes apos aplicacdo de ABA e PEG - A incubagdo dos embrides
em solucdes de PEG e de ABA pouco alterou os valores de teor de dgua e de potencial
hidrico. Diferentemente do esperado, ou seja, que houvesse migracdo de dgua dos embrides
para as solucdes, os embrides de ambos os estddios de maturacdo permaneceram com O
mesmo potencial hidrico ou até mesmo tiveram aumentos nesses valores, permanecendo esta
condicdo mesmo apds a incubacdo dos embrides nas diferentes temperaturas (tabela 3).
Contudo, mesmo nao apresentando alteracdes no teor de dgua ou no potencial hidrico, os
efeitos desses tratamentos puderam se sentidos nas taxas de trocas gasosas e nos valores de

germinacao.
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Tabela 3. Potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis de dois estadios de
maturagdo (IIT e IV), submetidos a pré-tratamentos com solucao de ABA (10'4M) ou de PEG

(-2,5 MPa) e incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas.

Temperatura Pré-tratamentos
(°O) Controle ABA PEG
-3 1,7 bA' 1,8 abA 2,1 bA
2,5 aAB 2,1 aB 2,6 aA
9 1,9 DbA 1,4 bcB 1,5 cAB
15 1,8 bA 1,5 abcA 1,9 bcA
21 2,0 abA 1,2 ¢cB 1,7 bcAB
Maturagao
Estéadio III 1,8 bB 1,6 aB 2,1 aA
Estadio IV 2,1 aA 1,6 aB 1,8 bB

"Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparacdo nas colunas, maidsculas nas linhas)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O estresse hidrico promovido pela solu¢ao de PEG foi suave, porém existente, pois
praticamente nao alterou o consumo de O,, alterou muito pouco a liberacao de CO,,
aumentando-a nas temperaturas mais elevadas (figura 7), mas resultou em reducdes nas
porcentagens de germinagdo apds incubagdo dos embrides em temperaturas mais baixas
(figura 8, A e B). Os principais efeitos desse estresse, contudo, foram verificados na produgao
de plantulas normais dos embrides incubados em temperaturas baixas, que apresentaram
expressivas reducoes (figura 8, C e D).

O tratamento com ABA, por sua vez, alterou substancialmente o comportamento
respiratorio dos embrides. Os principais efeitos desse tratamento parecem ter ocorrido nos
embrides incubados nas temperaturas mais elevadas. Os embrides nao tratados (controle),
conforme descrito anteriormente, apresentaram grandes diferengas entre as taxas de consumo
de O, e de liberacao de CO, com valores de QR inferiores a 0,5, indicando a existéncia de

processos oxidativos outros que ndo propriamente a respiragao.
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Figura 7. Consumo de O, (A e B) e liberagdo de CO, (C e D) por embrides de Inga vera ssp.
affinis de dois estddios de maturacao (A e C: estadio III; B e D: estadio IV), submetidos
a pré-tratamento com solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa, denominado
estresse) e incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas. Valores seguidos pela
mesma letra (mindsculas para comparagdes entre temperaturas, maitdsculas entre pré-

tratamentos) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Quando esses embrides foram previamente tratados com solu¢do de ABA e incubados
a 15 e 21°C, embora o consumo de O, tenha até se elevado um pouco, a liberagao de CO, teve
aumentos muito maiores (figura 7), aproximando os valores de O, e de CO; e resultando em

valores de QR mais proximos dos esperados para respiracdo. Portanto, aparentemente a
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aplicacdo de ABA levou os embrides a condi¢cdes mais equilibradas do uso do O,. Contudo,

esse melhor equilibrio ndo se traduziu em melhor conservacdo dos embrides do estadio III,

uma vez que o ABA causou grande inibi¢do da germinagdo e do desenvolvimento de

plantulas normais (figura 8, A e C).
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Figura 8. Germinacdo (A e B) e producgdo de plantulas normais (C e D) por embrides de Inga

vera ssp. affinis de dois estddios de maturacdo (A e C: estadio III; B e D: estadio IV),

submetidos a pré-tratamento com solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa,

denominado estresse) e incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas. Valores

seguidos pela mesma letra (mintsculas para comparagdes entre temperaturas,

maiusculas entre pré-tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Em temperaturas mais baixas o ABA ndo alterou significativamente as taxas de
consumo de O, e de liberagdo de CO, (figura 7), mas decorreu em forte inibicdo da
germinacdo e do desenvolvimento de plantulas normais (figura 8). Os tratamentos de PEG e
ABA nao resultaram em perda da capacidade germinativa ou danos aos embrides uma vez que
praticamente nao alteraram a condutividade elétrica (tabela 4). Mesmo quando houve
aumento da condutividade elétrica, principalmente apds incubacdo dos embrides em
temperaturas mais baixas, os valores permaneceram dentro da faixa considerada por Barbedo

& Cicero (1998) como sendo correspondente a embrides vidveis e germindveis.

Tabela 4. Condutividade elétrica (uS.g”.cm™) de embrides de Inga vera ssp. affinis de dois
estadios de maturagao (III e IV), submetidos a pré-tratamentos com solu¢ao de ABA ( 10'4M)

ou de PEG (-2,5 MPa) e incubados durante 15 dias em diferentes temperaturas.

Temperatura Pré-tratamentos
°O) Controle ABA PEG
Estéadio III
-3 40,5 aABd' 474 aAa 30,6 aBb
3 12,8 bBa 25,2 bABb 36,8 aAb
9 15,1 bAa 26,3 bAa 22,2 abAa
15 15,6 bAa 21,7 bAa 13,1 bAa
21 11,8 bAa 20,3 bAa 13,6 bAa
Estadio IV
-3 26,8 aBb 474 aAa 52,3 bAa
3 13,8 aCa 45,0 aBa 86,9 aAa
9 15,0 aBa 27,1 bABa 31,5 cAa
15 11,4 aAa 12,1 bcAa 13,1 dAa
21 10,6 aAa 10,2 cAa 19,1 cdAa

T 4. . ., ~ .,
Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparacao entre temperaturas, maidsculas entre

pré-tratamentos e itdlicas entre estadios de maturag@o) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Pelos resultados obtidos no presente trabalho verifica-se que os processos envolvidos
na perda da viabilidade das sementes de Inga vera, quando armazenadas iimidas e em baixas
temperaturas, sao complexos. Essa deve ser a razdo pela qual se verificam resultados
conflitantes na literatura que, muitas vezes, empregam as mesmas técnicas de conservacao
mas nao atingem os mesmos resultados. Nos experimentos deste trabalho ficou evidenciada a
participacdo de reagdes oxidativas, incluindo-se a respiracdo, na perda da capacidade
germinativa e da propria conservacdao dessas sementes. Ficou evidenciada, também, a
influéncia do grau de maturidade das sementes, do seu nivel de hidratacdo e da temperatura
sobre essas reacdes oxidativas. Contudo, curiosamente as respostas obtidas para a perda da
viabilidade e para as alteracdes nas taxas de consumo de O, por embrides de I. vera nao
correspondem as esperadas para tecidos vegetais, ou mesmo para essas sementes face aos
resultados obtidos em outros trabalhos (Bilia et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000, Bilia et al.
2003, Andréo et al. 2006, Faria 2006, Bonjovani & Barbedo 2008) e merecem estudos mais
detalhados.

Algumas importantes conclusdes, porém, podem ser tiradas dos resultados obtidos: 1)
uma pequena reducdo no teor de dgua, por secagem direta ou pela utilizacdo de solucdes
osmoticas, de sementes recém-colhidas pode melhorar a sua tolerancia tanto a dessecacdo
quanto as baixas temperaturas, mas depende do grau de maturidade dessas sementes. O
aumento nessas tolerancias, contudo, nao necessariamente se reflete em melhora na
capacidade de conservacdo da viabilidade durante o armazenamento; 2) a reducdo da
temperatura de armazenamento, até niveis que ndo permitam o congelamento dos tecidos, é
realmente eficiente na redugdo do metabolismo, diminuindo as taxas respiratérias das
sementes e ampliando o seu potencial de armazenamento. Contudo, essa mesma reducdo da
temperatura promove outros processos que nao a respiragdo, ainda ndo identificadas; 3)

tratamentos de estresse induzido tém potencial para reduzir esses processos mas podem,
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simultaneamente, aumentar as taxas respiratdrias e prejudicar a capacidade germinativa dessas
sementes e, portanto, devem ser estudados mais detalhadamente.
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INFLUENCE OF APPLICATION OF ABA AND WATER STRESS IN THE BREATH
OF EMBRYOS INGA VERA SSP. AFFINIS UNDER DIFFERENT CONDITIONS OF
STRESS

Abstract: The high metabolism of recalcitrant seeds of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Pennington is one of the main factors that hinder the conservation of physiological
viability of those seeds. The main technique for preservation of seeds during storage is to
reduce its metabolism by removing the water. However, recalcitrant seeds are desiccation
intolerant. The storage capacity is increased for many species, where the reduction in water
content in seeds is associated with decrease in temperature. However, there are species that do
not tolerate temperature decrease to levels of freezing. Due to lack of information on the
respiratory metabolism of these seeds in different conditions of stress this study aim to
determine respiration rates of embryos with different levels of hydration and at different
temperatures after application of abscisic acid and osmotic stress. The results allowed to
observe the presence of oxidative reactions than those of breath due to high consumption of
O, and that changes in moisture levels and incubation temperature as well as the application
of abscisic acid and osmotic stress promoted changes in oxidative metabolism. However there

is still need for further work to identify the source of oxidation.

Key words - ABA, osmotic stress, respiratory metabolism, recalcitrant seeds.
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INFLUENCIA DA APLICACAO DE ABA E ESTRESSE HIDRICO NA
RESPIRACAO DE EMBRIOES DE INGA VERA SSP. AFFINIS SOB DIFERENTES
CONDICOES DE ESTRESSE

Resumo: O elevado metabolismo das sementes recalcitrantes de Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Pennington, € um dos principais fatores que dificultam conservar a
viabilidade fisiolégica dessas sementes. A principal técnica de conservacdao de sementes
durante o armazenamento € a reducao do seu metabolismo por meio da remog¢ao da agua.
Porém as sementes recalcitrantes sdo intolerantes a dessecacdo. A capacidade de
armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a reducdo do teor de dgua das
sementes estd associada a diminui¢do de temperatura do ambiente. Contudo, hé espécies que
ndo toleram grande reducdo da temperatura principalmente o congelamento. Devido a falta de
informacdes sobre o metabolismo respiratério dessas sementes em diferentes condicdes de
estresse o presente trabalho teve como objetivo verificar as taxas respiratorias desses
embrides com diferentes niveis de hidratacdo e em diferentes temperaturas apds aplicacao de
acido abscisico e estresse osmotico. Os resultados possibilitaram observar a presenca de
reacOes oxidativas que ndo as da respiracdo, devido ao consumo elevado de O,, e que as
alteracdes nos niveis de hidratacdo e temperatura de incubacdo assim como a aplicacdo de
acido abscisico e estresse osmoético promoveram alteracdoes nesse metabolismo oxidativo.

Contudo ainda ha necessidade de novos trabalhos para identificar a origem dessa oxidagao.

Palavras-chave — ABA, estresse osmatico, metabolismo respiratério, sementes recalcitrantes.
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Introducao

Durante o desenvolvimento da maioria das sementes recalcitrantes ndo ha declinio no
conteddo de dgua e consequentemente apresentam atividade metabdlica intensa de modo que
passam quase que diretamente da fase de desenvolvimento para a de germinacdo sem exibir
periodo evidente de laténcia (Barbedo & Marcos Filho 1998, Castro et al. 2004, Pammenter
& Berjak 2000), verificando-se, inclusive, viviparidade (germinacdo das sementes dentro do
préprio fruto) em algumas delas (Oliveira & Beltrati 1992, Pritchard et al. 1995, Bilia &
Barbedo 1997). Como as alteragdes metabdlicas associadas a germinag@o continuam durante
0 armazenamento, as sementes tornam-se cada vez mais sensiveis a dessecacdo; mesmo
quando armazenadas em ambiente Umido, perdem rapidamente a viabilidade, havendo
necessidade de absor¢do de quantidade adicional de 4gua para completar o processo de
germinacdo (Marcos Filho 2005). Segundo Pammenter et al. (1994) a perda da viabilidade das
sementes recalcitrantes € conseqiiéncia dos danos ligados ao metabolismo germinativo, que
simulando uma condicdo de germinagdo muito lenta, culminaria com a falta de agua livre

suficiente para os processos de divisao e expansao celular.

A manutencdo dessa intensa atividade requer, provavelmente, elevadas taxas
respiratorias e grande consumo de reservas. Durante o periodo no qual as sementes mantém
intensa atividade, mas ndo completam a germinacao, o metabolismo pode ser desordenado,
com consumo de reservas e liberacdo de radicais livres, ambas as atividades prejudicando a
conservagdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento e, conseqiientemente,
favorecendo sua rdpida deterioragdo (Barbedo & Marcos Filho 1998, Ferreira & Borghetti
2004, Andréo et al. 2006).

A principal técnica de conservagdo de sementes durante o armazenamento € a reducio
do seu metabolismo por meio da remo¢do da dgua. Porém, sementes de vdrias espécies
nativas apresentam um limite letal de umidade, abaixo do qual hd perda total de viabilidade,
apresentando grande dificuldade em sua conservacao (Kohama er al. 2006). Portanto,
métodos alternativos para o armazenamento dessas sementes devem obrigatoriamente
considerar a redu¢do do metabolismo (Andréo et al. 2006). Uma opg¢do promissora para o
controle do metabolismo € a regulacdo da mobilizacdo da 4gua na semente. Embrides de Inga
vera mantidos em substratos com solu¢des de PEG a -2,4 MPa a 10°C apresentaram
germinagdo superior a 80% aos 90 dias, enquanto os armazenados em substrato umedecido
com &dgua pura (0 MPa), na mesma temperatura, apresentaram germina¢do inferior a 60%

(Andréo et al. 2006).
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O 4cido abscisico atua como repressor natural que mantém o estado embriogénico do
embrido em desenvolvimento, ele bloqueia a reversao do metabolismo para a germinagdo, ou
seja, inibe a germinag¢do durante a maturacdo, (Taiz & Zeiger 2004, Marcos Filho 2005,
Berjak &Pammenter 2008). Estudos realizados por Barbedo & Cicero (2000) mostraram que
sementes de qualidade elevada de Inga uruguensis, quando armazenadas hidratadas e
embebidas em solucdo de 4cido abscisico 10*M em cAmara fria, podem apresentar

germinacdo superior a 80% apds 40 dias.

Outra opcao seria a desidratacdo parcial, ou seja, a secagem até atingir o menor teor de
agua suportavel pela semente, sem acelerar a deterioracdo e manter a semente nessa condi¢do
(Marcos Filho 2005). A secagem pode ampliar a longevidade das sementes, reduzindo as
reacoes metabdlicas e ampliando sua conservacgdo (Carvalho & Nakagawa 2000, Villela &

Peres 2004).

A tolerancia a dessecacdo vem sendo estudada, mas, até o presente momento, as
pesquisas ndo apontam para o sucesso na utilizagdo da secagem como forma de armazenar
sementes recalcitrantes por periodos prolongados (Barbedo & Marcos Filho 1998). Bilia et al.
(1998), estudando os limites de tolerancia a dessecacdo das sementes de Inga uruguensis,
conseguiram armazenar as sementes em sacos de polietileno a 10°C por até 60 dias apds a
colheita, mantendo a qualidade fisioldgica, desde que seja reduzido o teor de dgua até niveis
de 50%. Porém segundo Roach er al. (2010), a dessecacdo perturba o metabolismo de

sementes recalcitrantes gerando a formacgdo de espécies reativas de oxigénio.

Diante do exposto, considerando-se a auséncia de informagdes sobre o metabolismo
respiratério de sementes recalcitrantes, o presente trabalho teve por objetivo analisar a taxa
respiratoria dos embrides de Inga vera em diferentes estddios de maturagdo, com diferentes
graus de hidratacdo e os efeitos da aplicacdo de dcido abscisico e de estresse osmoético nessas

taxas respiratorias sob diferentes temperaturas.

Material e Métodos

Coleta dos frutos e extragdo das sementes - Os frutos de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Pennington, foram coletados no meses de janeiro e dezembro de 2010 e janeiro de 2011
a partir de 10 matrizes plantadas na Rodovia dos Bandeirantes, Jundiai, SP (23°04,914' S,
47°01,436' W). Apds a coleta os frutos foram levados ao Laboratério de Sementes, do

Instituto de Botanica, em Sdo Paulo, SP (23°37" S, 46°32' W), onde foram abertos
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manualmente. As sementes foram removidas manualmente, agrupadas em dois estiddios de
maturagdo (Estadios III e IV, segundo Bonjovani & Barbedo 2008), na primeira coleta e em
trés estddios (segundo Bonjovani & Barbedo 2008), na segunda e, em seguida, tiveram sua
sarcotesta removida, obtendo-se os embrides excisados utilizados nos experimentos. O
material foi armazenado em sacos plésticos, em camara tipo BOD ajustada para temperatura
constante de 6°C, sem luz, por até sete dias, periodo este necessario para que todo o lote
coletado fosse beneficiado.

Determinacaes fisicas e fisiologicas - Os embrides foram caracterizados, inicialmente, quanto
ao teor de dgua, contetido de massa seca, potencial hidrico, condutividade elétrica da solugdo
de embebicdo, germinagdo e capacidade de producao de plantulas normais. O teor de dgua e o
conteido de massa seca foram determinados gravimetricamente, pelo método de estufa a
103°C por 17 horas (Ista 1985), com trés repeticoes de 10 embrides, sendo os resultados
apresentados em porcentagem, em base Gmida, para teor de dgua e em mg.semente ', para
massa seca (Brasil 2009).

O potencial hidrico foi medido por meio de potencidmetro WP4 (Decagon Devices,
Inc., Pullman, EUA), basendo-se na temperatura do ponto de orvalho do ar em equilibrio com
a amostra examinada, com trés repeticdes de trés embrides. Para afericdo do potencial hidrico
real dos embrides e do potencial registrado pelo potencidmetro, amostras forma incubadas em
solucdes de polietileno glicol 6000 com diferentes potenciais osmoéticos, segundo Michel &
Kaufmamm (1973), até peso constante, sendo entdo avaliadas no potencidmetro.

A condutividade elétrica foi determinada por meio de condutivimetro digital de
bancada MA150 (Marconi, Piracicaba, Brasil), com trés repeticdes de 10 embrides. Para
tanto, amostras de sementes foram acondicionadas em copos plasticos descartaveis de 300
mL, contendo 75 mL de 4gua deionizada, incubados por 24 horas em camara tipo BOD
ajustada para temperatura constante de 20°C, sem luz (Barbedo & Cicero 1998).

O teste de germinacdo e de produgdo de plantulas normais foi conduzido em rolo de
papel para germinacdo, com duas folhas para a base e outra para cobertura, pré-umedecidas na
propor¢cdo de duas vezes e meia o peso do papel (Brasil 2009), com trés repeticdoes de 20
embrides, colocados em germinadores Marconi tipo MA400 (Marconi, Piracicaba, Brasil),
com circulacdo interna de 4gua, regulados para a temperatura constante de 25 °C e luz
constante (Bilia & Barbedo 1997). As avalia¢des foram realizadas a cada dois dias, durante 14
dias, sendo registrados os embrides germinados (protrusdo de raiz primdria com, no minimo,
1 cm) e os que mantiveram a capacidade de produzir as plantulas normais (plantulas com

sistema radicular e eofilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes). Como a espécie produz
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sementes poliembridnicas, os embrides contidos em cada semente foram mantidos juntos em
todas as avaliagdes. Mesmo quando houve protrusio de mais de uma raiz primdria ou
surgimento de mais de uma plantula por embrido, apenas uma raiz e/ou plantula por embrido
foram registradas (Bilia & Barbedo 1997).

Incubacdo de embrides e avaliacdo de taxas respiratorias - As taxas respiratdrias € a
presenca de outras reacdes oxidativas foram estimadas pela avaliacdo do consumo de
oxigénio (O,) e da producdo de diéxido de carbono (CO;) de embrides incubados em frascos
herméticos, segundo metodologia descrita por Lamarca (2009). Para tanto, amostras do ar dos
frascos foram tomadas e analisadas em analisador Modelo 6600 (Illinois Instruments, Inc.,
Johnsburg, EUA). A andlise de O, foi baseada em sensor potenciométrico, com eletrélito
solido cerimico na forma de tubo a base de o6xido de zirconio (ZrO,), onde interna e
externamente sdo depositados dois eletrodos. O zirconio possui a habilidade de conduzir {ons
de oxigénio em temperaturas superiores a 650°C. A medida é dada mediante a diferenca de
potencial da pressao parcial do oxigénio entre os dois eletrodos (Steil et al. 2002, Caproni
2007). A andlise de CO,; foi realizada em sensor de infravermelho, baseando-se na absor¢ao,
pelo CO,, de radiagdo no espectro do vermelho. Os valores foram registrados em
porcentagem, em volume, do gds analisado (O, ou CO,) na amostra em relagdo ao volume
total de ar.

Os embrides, necessarios para realizar teor de dgua, contetido de massa seca, potencial
hidrico, condutividade elétrica da solucdo de embebicdo, germinacdo e capacidade de
producdo de plantulas normais, apés as avaliacdes da respiracdo, foram acondicionados em
embalagens de vidro de 600ml, hermeticamente fechados, com tampas perfuradas, formando
orificios que foram recobertos por um septo de borracha; por este septo foi inserido o eletrodo
do equipamento por onde foi tomada a amostra do ar da embalagem. Antes da introdu¢do dos
embrides nas embalagens, foram determinadas as massas frescas e o volume desses embrides.
O volume total do ar das embalagens foi determinado segundo o principio da hidrostética para
que se calculasse o volume resultante do ar depois de descontado o volume ocupado pelos
embrides.

O fechamento das embalagens e o acondicionamento dos vidros em BODs, em
temperaturas pré determinadas, foi determinado como sendo o inicio do experimento, o tempo
zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de diéxido de carbono).
O consumo de O, e a producdo de CO, pelos embrides embalados foram estimados pela
diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Apds cada medida, as

embalagens foram abertas por alguns minutos para re-equilibrio com a atmosfera normal,
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sendo, em seguida, novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando-se
a pressdo atmosférica local como 0,90 atm (A. B. Pereira, Universidade Estadual de Ponta
Grossa, 2007, comunicagdo pessoal), os valores obtidos em porcentagem de O, ou de CO,
foram convertidos para pressdo parcial do gés, segundo a férmula p;/P=v,%/V% (Feltre
1985), sendo:

p1 = pressao parcial do gas (em atm);

P = pressdo atmosférica local (0,90 atm);

v1% = volume do gis, em porcentagem;

V% = volume total (=100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliacdo, os valores foram convertidos para wmol de O, e de CO,, pela equacdo de
Clapeyron, p;V=nRT, sendo:

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

n = ndmero de moles do gés

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

T = temperatura (em Kelvin)

Baseando-se em experimentos prévios da média de consumo didrio de O, (e de
liberacdo de CO,) pelos embrides de Inga vera (dados ndo publicados), as avaliagdes foram
realizadas no intervalo de um dia para embrides incubados em temperaturas acima de 0°C e a
cada cinco dias para embrides incubados em temperaturas abaixo de 0°C. Os valores obtidos
nas avaliacdes foram somados e divididos pela massa seca total da amostra de embrides e pelo
nimero de dias em que os embrides permaneceram nas embalagens, obtendo-se o valor
expresso em micromol por grama de massa seca por dia (umol.gMS™.d™"). Foi calculado,
também, o quociente respiratério (QR), dividindo-se o valor obtido para producdao de CO,
pelo obtido para consumo de O, (QR:COz.Oz'l), ambos em p.Lmol.gMS'l.d'l, segundo descrito
por Kader & Saltveit (2002).

Taxas respiratorias de embrides em diferentes niveis de hidratacdo apos aplicacdo de dcido
abscisico e estresse osmotico - embrides foram submetidos a dois tratamentos de estresse, um
por regulador vegetal e outro por solucdo osmotica. Para esta ultima, baseando-se em
resultados de Bonjovani (2007), uma solucao de polietileno glicol 6000 (PEG) com potencial
osmotico de -2,5 MPa, ligeiramente mais negativo que o potencial hidrico dos embrides, foi

preparada calculando-se a quantidade de PEG segundo férmula descrita por Michel &
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Kaufmann (1973). Para o efeito de estresse por regulador vegetal (4cido abcisico - ABA),
preparou-se solucdo de 10 M, baseando-se em resultados de Barbedo & Cicero (2000). Os
embrides foram incubados em ambas as solug¢des utilizando-se bandejas plasticas (36,5 x 26 x
7 cm) com tampa, opacas, com duas folhas de papel de germinag¢do no fundo. Os embrides,
cobertos por uma terceira folha de papel de germinagcdo, permaneceram submersos nas
solucdes de PEG e sobre uma lamina de solu¢ao de ABA (Bonjovani 2007) por 24 horas, em
camaras tipo BOD, com temperatura constante regulada para 6£1°C. Ao final da incubagao,
os embrides foram lavados em dgua corrente, tiveram o excesso superficial de dgua removido
em papel filtro e, em seguida, foram acondicionados nas embalagens de vidro, como descrito
acima e incubados a -2, 2, 5, 10 e 15°C, para avaliagdes das taxas respiratdrias. Ao final da
aplicacdo de ABA, do estresse osmoético e da incubagdo para as avaliagdes das taxas
respiratdrias, os embrides foram novamente avaliados fisica e fisiologicamente, conforme
descrito anteriormente.

Ap6s a aplicagdo de ABA e PEG os embrides foram submetidos a trés niveis de
hidratacdo. Os embrides obtidos, separados por estddio de maturacdo, com e sem a aplicagao
de ABA e PEG, apo6s retirada amostra controle (sem secagem), foram submetidos a dois
niveis de secagem, em estufa a 30 + 1 °C com circulacdo de ar forcada (Bilia ef al. 1998),
denominadas 1* e 2* secagem, procurando-se levar os embrides aos teores de dgua,
respectivamente, a 55% e 45% (base imida) o que demandou periodo inferior a 48 horas. Para
tanto, amostras de embrides foram retiradas periodicamente e avaliadas quanto a sua massa,
até que atingissem valores proximos aos desejados, utilizando a equagdo descrita por Hong &
Ellis (1996). Ao final de cada nivel de secagem e da incubag@o para as avaliacdes das taxas
respiratorias, os embrides foram novamente avaliados quanto as suas qualidades fisicas e

fisiologicas, conforme descrito anteriormente.

Taxas respiratorias de embrioes em dois niveis de hidratacdo apds aplicacdo de dcido
abscisico e estresse osmotico por 24 e 48 horas — embrides foram submetidos a dois
tratamentos de estresse, um por regulador vegetal e outro por solucdo osmdética. Para esta
ultima, baseando-se em resultados de Bonjovani (2007), uma solug¢do de polietileno glicol
6000 (PEG) com potencial osmético de -2,5 MPa, ligeiramente mais negativo que o potencial
hidrico dos embrides, foi preparada calculando-se a quantidade de PEG segundo férmula
descrita por Michel & Kaufmann (1973). Para o efeito de estresse por regulador vegetal

(4&cido abcisico - ABA), preparou-se solugcdo de 10* M, baseando-se em resultados de
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Barbedo & Cicero (2000). Os embrides foram incubados em ambas as solugdes utilizando-se
bandejas plasticas (36,5 x 26 x 7 cm) com tampa, opacas, com duas folhas de papel de
germinacdo no fundo. Os embrides, cobertos por uma terceira folha de papel de germinagao,
permaneceram submersos nas solucdes (Bonjovani, 2007) por 24 e 48 horas, em camaras tipo
BOD, com temperatura constante regulada para 6+1°C. Ao final da incubacdo, os embrides
foram lavados em dgua corrente, tiveram o excesso superficial de dgua removido em papel
filtro e, em seguida, foram acondicionados nas embalagens de vidro, como descrito acima e
incubados a -2, 2, 5, 10 e 15°C, para avaliacdes das taxas respiratérias. Ao final da aplicagcdo
de ABA, do estresse osmético e da incubacdo para as avaliacdes das taxas respiratorias, 0s
embrides foram novamente avaliados fisica e fisiologicamente, conforme descrito
anteriormente.

Ap6s a aplicacdo de ABA e PEG os embrides foram submetidos a dois niveis de
hidratacdo. Os embrides obtidos, separados por estddio de maturacdo, com e sem a aplicagao
de ABA e PEG, ap6s retirada amostra controle (sem secagem), foram submetidos a um nivel
de secagem, em estufa a 30 + 1 °C com circulagdo de ar forcada (Bilia et al. 1998),
denominada com secagem, procurando-se levar os embrides ao teor de dgua a 55% (base
umida) o que demandou periodo inferior a 24 horas. Para tanto, amostras de embrides foram
retiradas periodicamente e avaliadas quanto a sua massa, até que atingissem valor proximo ao
desejado, utilizando a equacdo descrita por Hong & Ellis (1996). Ao final da secagem e da
incubacdo para as avaliagdes das taxas respiratdrias, os embrides foram novamente avaliados

quanto a sua qualidade fisioldgica, conforme descrito anteriormente.

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados — no primeiro experimento para
andlise da taxas respiratorias de embrides em diferentes niveis de hidratacdo apds aplicacio de
ABA e PEG o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeticoes, em esquema fatorial 3 x 3 x 5 (pré-tratamentos X secagens X temperaturas de
incubacgdo), para cada estddio de maturacdo. No segundo experimento para andlise das taxas
respiratrias de embrides em dois niveis de hidratacdo apds aplicagdo de 4cido abscisico e
estresse osmotico por 24 e 48 horas o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des, em esquema fatorial 5 x 2 x 5 (pré-tratamentos x secagens x
temperaturas de incubagdo), para cada estiddio de maturacdo. Os resultados obtidos foram
analisados pelo teste F e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% (Santana & Ranal 2004).
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Resultados e Discussao

Taxas respiratorias de embrioes em diferentes niveis de hidratacdo apos aplicacdo de dcido
abscisico e estresse osmotico - embrides de I. vera classificados como III e IV apresentaram
inicialmente 66,5% e 63,1% de agua (tabela 1), e 0,23 e 0,34 g.semente'1 de massa seca,
respectivamente o que pode indicar dois diferentes estddios de maturacdo, pois segundo
Figliolia & Kageyama (1994), as sementes de Inga uruguensis (sinonimia da espécie utilizada

no presente trabalho) tendem a perder umidade a medida que amadurecem.

Tabela 1. Teor de dgua (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis de
dois estadios de maturacao (III e IV), submetidos a pré-tratamentos
com solu¢do de ABA ( 10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa) e submetidos a
trés niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%;
2* secagem: 45+2%). Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas
para comparagao entre pré-tratamentos, maiusculas entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Secagens
Pré-tratamentos  Sem secagem 1% secagem 2* secagem
Controle 665 a A 531 a B 460 a C
ABA 65,1 ab A 534 a B 465 a C
PEG 629 b A 542 a B 453 a C

Maturacao

Estadio III 66,5 a A 5377 a B 46,1 a C

Estadio IV 63,1 b A 535 a B 458 a C
Coeficiente de variagdo (%) 3,2

Estes teores de 4gua dos embrides corresponderam a dgua retida com tensdes
proximas a -1MPa (tabela 2). Nessa faixa de potencial hidrico, a 4gua € classificada como tipo
5 (Vertucci 1993), ou seja, apresenta caracteristicas de uma solugdo diluida e ndo se liga as
macromoléculas (Marcos Filho 2005). E interessante ressaltar que, nesse nivel de hidratacio e
de disponibilidade de dgua, os embrides podem até mesmo germinar (Vertucci & Farrant

1995, Castro et al. 2004, Marcos Filho 2005).
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Tabela 2. Potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis de dois
estadios de maturagao (III e IV), submetidos a pré-tratamentos com solugdo de
ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa) e submetidos a trés niveis de hidratag¢ao
(sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2* secagem: 45+2%). Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparagdo entre pré-tratamentos,
maitsculas entre os niveis de hidratagdo, itdlicas entre estaddios de maturagao)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Sem secagem 1* secagem 2% secagem

Pré-tratamentos Estadio III
Controle 08 a C A 38 a B A 55 a A A
ABA 13 a C A 32 a B A 47 b A A
PEG 1,4 C A 34 a B A 43 b A A

Estadio IV
Controle 10 a C A 28 b B B 49 a A B
ABA 12 a C A 34 ab B A 48 a A A
PEG 1,4 C A 37 a B A 48 A A
Coeficiente de variacio (%) 10,2

A incubacgdo dos embrides em ABA pouco alterou o teor de d4gua e o potencial hidrico,
porém, a incubacdo em PEG (-2,5MPa), promoveu uma leve redu¢cdo no teor de dgua de
66,5% para 62,9%, indicando que houve saida de 4gua (tabelas 1 e 2). Como os embrides
apresentavam, inicialmente, aproximadamente -1MPa, seria esperado que a maior
movimentacdo de dgua ocorresse justamente do potencial menos negativo para o mais
negativo, pois, segundo Taiz & Zeiger (2004), a 4gua se move do meio com maior potencial
para o de menor. Curiosamente, porém, o potencial hidrico dos embrides ndo entraram em

equilibrio com a solucdo de PEG, sugerindo algum mecanismo de controle de saida de dgua.

Apoés as secagens os embrides dos estddios IIl e IV, apresentaram teores de dgua
proximo de 53,6% e 46% e potenciais hidricos de cerca de -3MPa e -5MPa, respectivamente
para a 1* e 2 * secagens (tabelas 1 e 2). As secagens proporcionaram modificagdes nas
propriedades da 4gua, chegando ao tipo 3, ou seja, retida com tensdes de -4 a -11MPa
(Vertucci 1993). A partir desse nivel de hidratacdo hd alteracdo na atividade fisioldgica, a

respiragdo € intensificada e ha favorecimento a danos oxidativos (Marcos Filho 2005).

A condutividade elétrica dos embrides do estidio III aumentou com as secagens
(tabela 3), demonstrando os danos promovidos as membranas devido a dessecacdo, pois a

condutividade elétrica da solu¢do de embebigdo avalia a integridade das membranas celulares



62

(Marcos Filho 2005). Esses resultados coincidem com os obtidos por Bilia et al. (1998), que
avaliou os efeitos das secagem sobre a viabilidade dos embrides de I. vera. A elevada
diferenca no valor da condutividade elétrica, dos embrides do estadio III, apds as secagens,
reforca a hipdtese de que esses embrides sdo mais imaturos, pois o sistema de membranas
atinge a maxima organizacdo durante a fase final do acimulo de matéria seca (Marcos Filho
2005).

Apesar dos embrides incubados em ABA ndo apresentarem alteracdes significativas
no contetido de dgua, apds o periodo de incubacdo, os efeitos desse tratamento puderam ser
observados com os resultados da condutividade elétrica (tabela 3), beneficio também
observado apdés a incubacdo dos embrides em PEG. Contudo, ao final dos periodos de
incubacdo em ABA e PEG e apds as secagens ndo se verificaram diferencas expressivas na

capacidade germinativa ou de producao de plantulas normais (tabela 4).

Tabela 3. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga vera ssp.
affinis de dois estddios de maturacdo (III e 1V), submetidos a pré-tratamentos
com solucao de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa) e submetidos a trés niveis
de hidratagcdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2* secagem: 45+2%).
Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparagcdo entre pré-
tratamentos, maitsculas entre os niveis de hidratacao, itdlicas entre estddios de

maturagdo) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Sem secagem 1* secagem 2% secagem

Pré-tratamentos Estadio 1
Controle 191 a C A 61,1 a B A 1064 a A A
ABA 12,9 B A 277 b B A 466 ¢ A A
PEG 153 a B A 257 b B A 666 b A A

Estadio IV
Controle 103 a A A 254 a A B 268 a A B
ABA 106 a B A 152 a AB A 295 B B
PEG 95 a B A 134 a B A 332 A B
Coeficiente de variagio (%) 29,3
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Tabela 4. Germinagdo (%) e plantulas normais (%) de embrides de
Inga vera ssp. affinis de dois estadios de maturagdo (média dos dois
estadios), submetidos a pré-tratamentos com solu¢do de ABA (10
4M) ou de PEG (-2,5 MPa) e submetidos a trés niveis de hidratacdao
(sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2* secagem: 45+2%).
Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas para comparacao
entre pré-tratamentos e maiusculas entre os niveis de hidratagdo) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Secagens
Pré-tratamentos  Sem secagem 1% secagem 2% secagem
Germinacgdo (%)
Controle 933 a A 8,77 b A 942 ab A
ABA 958 a A 975 a A 85 b B
PEG 1000 a A 975 a A 975 a A
Coeficiente de variagdo (%) 6,2
Plantulas normais (%)
ABA 933 a A 933 a A 783 b B
PEG 975 a A 933 a A 90,8 a A

Coeficiente de variagdo (%) 8,1

De modo geral, as variacdes na taxa respiratéria com as modificacdes na temperatura
foram semelhantes para os embrides de ambos os estddios de maturacdo. A variacdo na
temperatura do ambiente pode afetar o metabolismo da planta, pois a temperatura determina a
velocidade das reagOes enzimaticas, afetando as taxas respiratdrias (Taiz & Zeiger 2004,
Marenco & Lopes 2007). A medida que se diminuiu a temperatura, como era de se esperar,
houve correspondente reducdo também para o consumo de O, e para a producdo de CO,
desses embrides (tabelas 5 a 8). As taxas respiratérias dos embrides de Inga vera da amostra
controle indicam o elevado metabolismo destes, atingindo o valor de 66 pumol COz.gMS'l.d'1
(tabela 6), mesmo quando a 5°C, temperatura de camara fria, considerada favoravel para a
conservagao destes embrides (Bilia & Barbedo 1997; Bilia et al. 1998; Andréo et al. 2006;
Faria 2006; Bonjovani & Barbedo 2008). Mesmo na menor temperatura (-2°C) os embrides
mantiveram-se metabolicamente ativos. De modo geral, observa-se que a producdo de CO,,
pelos embrides, aumentou de modo gradativo, proporcional a elevacdo da temperatura
(tabelas 5 e 8). Contudo, a variacdo no consumo de O,, na faixa das temperaturas favordveis
para conservacao destes embrides (2 e 5°C), ndo foi semelhante a liberacdo de CO,,

resultando em valores de QR entre 0,2 e 0,4. No metabolismo respiratério é importante a
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relacdo entre CO, liberado e O, consumido (CO,/O;) denominada quociente respiratorio
(QR). Esta relacao varia em fun¢do do tipo do substrato que € oxidado (Marcos Filho 2005,
Marenco & Lopes 2007). Esse elevado consumo de O; seria justificado pelo uso de acidos
graxos saturados e insaturados como substrato inicial para a respiracdo das sementes,
necessitando maiores quantidades de oxigénio. Porém os embrides de Inga vera apresentam
apenas 0,27% de lipidios (Mello et al. 2010), o que inviabilizariam esse consumo para a
respiracdo. O elevado consumo de O,, sem equivalente liberagdo de CO,, poderia significar a
presenca de outras reacdes que ndo a respiracdo, tais como a peroxidagdo de lipidios e a
oxidagdo de compostos fendlicos com a liberacdo do radical superéxido e que podem estar
envolvidos com a deterioracdo das sementes (Hendry 1993, Bailly 2004, Marcos Filho 2005,
Berjak & Pammenter 2008, Berjak et al. 2011).



Tabela 5. Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™.dia™) de embrides de Inga vera
ssp. affinis do estadio III, submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10
4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de hidratacao (sem secagem:
65+2%; 17 secagem: 53+2%; 2° secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a
-2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra
(mindsculas para comparacdo entre temperaturas, maidsculas entre pré-
tratamentos e itdlico entre os niveis de hidratacdo) ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos

Temperatura (°C) Controle ABA Estresse
Sem secagem
-2 463 d A A 630 ¢ A A 438 ¢ A A
2 1504 ¢ A A 1418 b A A 1185 b B A
5 1798 b A A 1589 b AB A 1406 b B A
10 2326 a A A 2124 a A A 1665 a B A
15 2476 a A A 2274 a A A 1897 a B A
1* secagem
2 243 d A B 214 d A B 166 ¢ A B
2 345 d A B 4999 ¢ A B 383 ¢ A B
5 751 ¢ A B 88 b A B 767 b A B
10 1243 b A B 111,1 a A B 1212 a A B
15 1522 a A C 1356 a A C 1447 a A B
2% secagem
-2 194 d A B 285 d A B 175 d A B
2 176 d A B 358 d A B 198 d A B
5 49,1 ¢ A C 627 ¢ A C 533 ¢ A C
10 1395 b A B 1258 b A B 1192 b A B
15 1958 a A B 1613 a B B 1714 a B A
Coeficiente de variacio (%) 10,5




Tabela 6. Produgdo de didxido de carbono (pmolCOz.gMS'l.dia'l) de embrides
de Inga vera ssp. affinis do estddio III, submetidos a pré-tratamentos com
solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de
hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2° secagem: 45+2%) e
incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas para comparagdo entre temperaturas,
maitsculas entre pré-tratamentos e itdlico entre os niveis de hidratacdo) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos
Temperatura (°C) Controle ABA Estresse

Sem secagem

-2 272 d A A 308 d A A 285 d A A
2 37,7 d A A 472 d A AB 38,7 d A A
5 659 ¢ B A 8,6 ¢ A A 619 ¢ B AB
10 1702 b A A 1735 b A A 1219 b B A
15 2197 a A A 2163 a A A 161,1 a B B
1* secagem
-2 247 d A A 238 d A B 198 d A A
2 333 d A A 350 d A B 269 d A A
5 570 ¢ A A 61,1 ¢ A B 543 ¢ A B
10 10663 b A B 947 b A C 1038 b A A
15 1386 a A B 1224 a A C 1341 a A C
2* secagem
-2 21,7 d A A 276 e A A 172 e A A
2 413 d A A 582 d A A 408 d A A
5 71,1 ¢ A A 846 ¢ A A 742 ¢ A A
10 1603 b A A 1526 b A B 1482 b A A
15 2257 a A A 189,77 a B B 2032 a B A
Coeficiente de variagdo (%) 10,8
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Tabela 7. Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™.dia™) de embrides de Inga vera
ssp. affinis do estadio IV, submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10
4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de hidratacdao (sem secagem:
65+2%; 17 secagem: 53+2%; 2° secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a
-2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra
(mindsculas para comparacdo entre temperaturas, maidsculas entre pré-
tratamentos e itdlico entre os niveis de hidratacdo) ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos

Temperatura (°C) Controle ABA Estresse
Sem secagem
-2 460 d A A 461 d A A 416 ¢ A A
2 1436 ¢ A A 1230 ¢ B A 1438 ab A A
5 14990 ¢ A A 1180 ¢ C A 1367 b B A
10 1743 b A A 1456 b B A 1448 ab B A
15 1948 a A A 1674 a B A 1576 a B A
Temperatura (°C) 1* secagem
-2 3005”,. 4 A B 333 d A B 174 d B B
2 393 d B B 666 ¢ A B 410 ¢ B B
5 668 ¢ B B 936 b A B 672 b B B
10 1023 b B B 1278 a A B 1045 a B B
15 1233 a A B 1259 a A B 1050 a B C
Temperatura (°C) 2* secagem
-2 180 d ABC 299 d A B 144 d B B
2 16 d B C 485 ¢ A C 162 d B C
5 3834 ¢ B C 789 b A C 400 ¢ B C
10 77,77 b B C 955 a A C 893 b AB C
15 1207 a A B 1009 a B C 1290 a A B
Coeficiente de variacdo (%) 7,1
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Tabela 8. Producao de diéxido de carbono (pmolCOz.gMS'l.dia'l) de embrides de
Inga vera ssp. affinis do estadio IV, submetidos a pré-tratamentos com solugdo de
ABA ( 10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de hidratacdo (sem
secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2* secagem: 45+2%) e incubados durante
15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma
letra (mindsculas para comparagdo entre temperaturas, maidsculas entre pré-
tratamentos e itdlico entre os niveis de hidratacdo) ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos
Temperatura (°C) Controle ABA Estresse
Sem secagem

-2 254 d A AB 286 d A A 213 d A A
2 312 d ABA 40,8 d A A 285 d B A
5 528 ¢ B A 699 ¢ A A 459 ¢ B A
10 1166 b A A 1127 b A A 975 b B AB
15 1513 a A A 1535 a A A 1304 a B B
1* secagem
-2 297 d A A 263 d ABA 183 ¢ B A
2 348 d AB A 422 ¢ A A 280 ¢ B A
5 521 ¢ B A 647 b A A 463 b B A
10 875 b B B 1051 a A A 903 a B B
15 1138 a A C 1132 a A B 94 a B C
2% secagem
-2 169 e A B 236 d A A 142 e A A
2 307, d B A 459 ¢ A A 305 d B A
5 509 ¢ B A 7,1 b A A 544 ¢ B A
10 90,6 b B B 1064 a A A 1078 b A A
15 1379 a B B 1182 a C B 1545 a A A

Coeficiente de variacdo (%) 8,4

Ap6s o primeiro nivel de secagem, observa-se que o consumo de O, e a produgdo de
CO,, se aproximaram, assumindo um comportamento mais préximo do esperado (valores de
QR entre 0,8 e 1,0). Essa menor taxa de oxidagdo poderia explicar os resultados observados
por Bilia et al. (1998), pelos quais se verificou que a desidratagdo parcial das sementes até
atingirem teor de dgua préximo a 50% favorece sua conservacao.

Comparando-se os valores da segunda secagem com os da primeira secagem, observa-
se, em geral, a intensificacdo da liberacdo de didxido de carbono, independente do pré-
tratamento e do estddio de maturagdo, elevando o valor de QR até 2,1. Segundo Marcos Filho

(2005), quando o QR ¢ superior a 1,0 estd ocorrendo fermentacao (anaerobiose).
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Tais resultados ajustam-se aos elevados valores de condutividade elétrica dos
embrides submetidos ao segundo nivel de secagem (tabelas 9 e 10) e correspondem a
embrides com baixa viabilidade (Barbedo & Cicero 1998). De fato, pelos resultados do teste
de germinacdo e capacidade de produzir plantulas normais pode-se verificar que a
manuten¢do da viabilidade dos embrides foi influenciada pelo segundo nivel de secagem
demonstrando a sensibilidade dos embrides, a dessecacdo, com efeito mais evidente para

estadio III (tabelas 11 a 14).

Tabela 9. Condutividade elétrica (uS.g”'.cm™) de embrides de Inga
vera ssp. affinis do estddio III, submetidos a pré-tratamentos com
solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés
niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2°
secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas
demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas
para comparagdo entre temperaturas, maidsculas grau de hidratacao)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Niveis de secagens

Temperaturas (°C) Inicial 1* secagem 2% secagem

-2 330 a B 222 a B 51,2 d A

2 216 ab B 21,1 a B 84,1 ¢ A

5 195 ab B 227 a B 1057 b A

10 172 ab B 232 a B 1284 a A

15 13 b B 233 a B 1094 ab A

Pre-tratamento

Controle 23,1 a B 267 B 1075 a A
ABA 245 a B 205 B 999 a A
Estresse 151 a B 203 a B 799 b A

Coeficiente de varia¢do (%) 31,5




Tabela 10. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga
vera ssp. affinis do estaddio IV, submetidos a pré-tratamentos com
solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés
niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2*
secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas
demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas

dentro das colunas, maidsculas dentro das linhas) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%.
Niveis secagens
Temperaturas (°C) Inicial 1* secagem 2% secagem
-2 166 a B 195 a B 308 b A
2 146 a B 209 a B 34 b A
5 149 a B 157 a B 413 b A
10 135 a B 177 a B 629 a A
15 126 a B 182 a B 610 a A
Pre-tratamento
Controle 158 a B 206 a B 38,8 A
ABA 151 a B 20,1 a B 498 A
Estresse 123 a B 145 a B 494 A
Pré-tratamentos
Temperaturas (°C) Controle ABA Estresse
-2 242 a AB 279 a A 147 b B
2 250 a A 261 a A 183 b A
5 216 a A 283 a A 219 b A
10 281 a A 306 a A 353 a A
15 2604 a A 288 a A 366 a A

Coeficiente de variagdo (%) 35,1
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Tabela 11. Germinagdo (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis do
estadio III, submetidos a pré-tratamentos com solucio de ABA
(10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de
hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem: 53+2%; 2* secagem:
45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais
temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro

das colunas, maidsculas dentro das linhas) ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%.
Niveis de secagens
Temperatura (°C) Sem secagem 1% secagem 2% secagem
-2 694 b B 950 a A 350 a B
2 8,7 a A 91,1 a A 228 bc B
5 894 a A 91,1 a A 150 cd B
10 850 a A 91,7 a A 83 d B
15 944 a A 90,5 a A 344 ab B
Pré-Tratamentos
Controle 823 a A 80 b A 170 b B
ABA 84,0 a B 930 ab A 177 C
Estresse 887 a B 967 a A 347 a C
Coeficiente de variagdo (%) 13,6
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Tabela 12. Plantulas normais (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis do estadio III,

submetidos a pré-tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa),

submetidos a trés niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1° secagem: 53+2%; 2°

secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.

Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro das colunas, maitsculas dentro das

linhas) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Temperaturas (°C)

Pré-Tratamentos -2 2 5 10 15
Controle 478 b A 561 a A 555 ab A 478 b A 594 A
ABA 50,0 B 539 a B 494 b B 60,0 a AB 66,7 A
Estresse 650 a A 60,0 A 628 a A 583 ab A 67,2 A

Niveis de secagens

Sem secagem 539 b C 755 a B 80,0 a AB 778 B 91,7 A
1° secagem 894 a A 828 a A 833 a A 828 a A 800 A
2° secagem 194 ¢ A 11,7 b AB 44 b B 55 b B 217 A

Coeficiente de variacio (%) 16,8




Tabela 13. Germinagdo (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis do estddio IV,
submetidos a pré-tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5
MPa), submetidos a trés niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem:
53+2%; 2* secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas
demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para
comparacao entre temperaturas, maidsculas entre pré-tratamentos e itdlico entre os

niveis de hidratacdo) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos

Temperatura (°C) Controle ABA Estresse
Sem secagem
-2 90,0 a A AB 967 a A A 1000 a A A
2 950 a A A 91,7 a A A 983 a A A
5 96,7 a A A 91,7 a A A 950 a A A
10 850 a A A 983 a A A 9,7 a A A
15 83 a A A 96,7 a A A 91,7 a A A
1* secagem
-2 96,7 a A A 83 a A A 900 a A A
2 1000 a A A 81,7 a B A 983 a A A
5 933 a A A 80,0 a A A 950 a A A
10 933 a A A 8,0 a A A 86,7 a A A
15 96,73 a A A 91,7 a A A 967 a A A
2* secagem
-2 783 a A B 50 ab B B 61,7 ab B B
2 733 ab A B 46,7 bc B B 767 a A B
5 66,7 ab A B 31,7 ¢ C B 500 b B B
10 600 b A B 383 bc B B 500 b AB B
15 183 ¢ C B 650 a A B 483 b B B

Coeficiente de variagdo (%) 9,7
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Tabela 14. Plantulas normais (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis do estadio
IV, submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5
MPa), submetidos a trés niveis de hidratacdo (sem secagem: 65+2%; 1* secagem:
53+2%; 2* secagem: 45+2%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas
demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas para
comparacdo entre temperaturas, maidsculas entre pré-tratamentos e itdlico entre os

niveis de hidratacdo) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Pré-tratamentos

Temperatura (°C) Controle ABA Estresse
Sem secagem
-2 80O a A A 83 a A A 8,7 a A A
2 933 a A A 80 a A A 933 a A A
5 91,7 a A A 91,7 a A A 933 a A A
10 850 a A A 91,7 a A A 90,0 a A A
15 83 a A A 950 a A A 83 a A A
1* secagem
-2 %090 a A A 61,7 b B B 81,7 a A A
2 933 a A A 683 ab B A 900 a A A
5 86,7 a A A 700 ab A B 850 a A A
10 833 a A A 800 ab A A 800 a A A
15 91,7 a A A 8,0 a A A 950 a A A
2* secagem
-2 550 a A B 83 b B C 383 a A B
2 433 a A B 11,7 b B B 433 a A B
5 46,7 a A B 133 b B C 250 a B B
10 433 a A B 200 b B B 267 a AB B
15 11,7 b B B 467 a A B 300 a A B
Coeficiente de varia¢do (%) 13,5

Taxas respiratorias de embrioes em dois niveis de hidratacdo apds aplicacdo de dcido
abscisico e estresse osmotico por 24 e 48 horas - os embrides de 1. vera colhidos em trés
épocas diferentes, com aproximadamente 15 dias de intervalo entre as colheitas, apesar de
visualmente distintos, apresentaram inicialmente 65,6%, 64,1% e 60,9% de agua e 0,24, 0,29
e 0,28 g.semente' de massa seca, respectivamente. Considerando o teor de dgua e contetdo de
matéria seca como indice de maturacdo aparentemente temos dois estddios de maturagdo
devido a proximidade dos teores de dgua e matéria seca dos embrides das duas primeiras
coletas, porém, analisando os testes de condutividade elétrica e capacidade de producdo de

plantulas normais, observam-se dois materiais distintos, com respostas diferentes a condicdes
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de estresse, como descrito a diante. Considerando a classificacdo de Bonjovani e Barbedo
(2008), as duas primeiras colheitas estariam préximas ao estddio III. Diante do exposto
considerou-se a primeira colheita como estadio I (65,6%), a segunda como estadio II (64,1) e

a terceira como estadio III (60,9%).

O elevado teor de dgua inicial dos embrides (60,9% a 65,6%), correspondem a agua
retida com tensdes de aproximadamente -1,5 MPa, indicando que, por ocasido da colheita,
tinham ainda dgua livre, ou seja, dgua do tipo 5, retida em potencial de 0 a -1,5 MPa (Vertucci
1993). As caracteristicas deste tipo de dgua correspondem a solugdes diluidas, ndo se ligando
as macromoléculas e sendo suficiente para germinacao (Vertucci & Farrant 1995, Castro et al.

2004, Marcos Filho 2005).

Considerando a incubagdo nas solugdes de dcido abscisico, observou-se, nos trés
estddios de maturacdo, sutil acréscimo no teor de dgua, passando de 63,2% para 65,6% e
66,3%, respectivamente para os embrides incubados por 24 e 48 horas, o que sugere absorcao
da solucdo. Esse teor de dgua dos embrides correspondeu a dgua retida com tensdes proximas

a -1MPa, ainda 4gua tipo 5.

A incubacdo em PEG (-2MPa), por 24 e 48 horas, promoveu a migracdo da dgua dos
embrides, que apresentavam inicialmente dgua retida com tensdes de -1,5MPa, para a solucdo
e conseqiientemente promoveu alteracdes nos niveis de hidratacdo dos embrides. A maior
movimentacdo da dgua foi observada nos embrides que permaneceram incubados por 48
horas, registrando teor de dgua de 60,9%. Ambos os periodos de incubacdo em PEG levaram
os embrides a um potencial mais negativo e dgua retida com tensdes de -2MPa,
correspondente as caracteristicas de solu¢do concentrada, ocupando espagos intercapilares
entre as macromoléculas e ndo interagindo com sua superficie, ou seja, dgua tipo 4. Este tipo
de 4gua inclui os graus de hidratacdo favordveis ao armazenamento de vdrias espécies de

sementes recalcitrantes (Vertucci 1993, Marcos Filho 2005).

As alteracdes no teor de dgua e no potencial hidrico desses embrides, decorrentes da
secagem, segundo a andlise de variancia, ndo foram influenciadas pelos pré-tratamentos. Apds
a secagem, os embrides apresentaram, em média, 54% de 4dgua, correspondendo a dgua retida
com tensdes de cerca de -3,0MPa, ou seja dgua tipo 4. Segundo Marcos Filho (2005), varios
eventos fisioldgicos e bioquimicos ocorrem nas sementes, em func¢do de seu grau de
hidratacdo; nas recalcitrantes, a maior parte desses processos ocorre quando as sementes

apresentam predominio das dguas tipos 3 e 4.
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Os resultados de condutividade elétrica da solu¢do de embebi¢cdo dos embrides, que
avalia a integridade das membranas celulares (Marcos Filho 2005), demonstraram os danos
promovidos a essas membranas com a remog¢do de dgua, apds a secagem, uma vez que, de
modo geral, aumentaram com o progresso da secagem (tabela 15). Deve-se destacar o maior
prejuizo aos embrides do estddio I, supostamente mais imaturo e com sistemas de reparo de
membranas menos eficientes (Marcos Filho 2005). Interessante também sdo os valores da
condutividade elétrica dos embrides submetidos aos tratamentos de ABA e PEG, por 48
horas, que sugerem, melhor sistema de reparos de membranas em relacdo aos embrides nio
tratados (controle) ou tratados por 24 horas, como pode ser observado na tabela 15, para os

estadios I e II.

Tabela 15. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga vera ssp. affinis
de trés estadios de maturacdo (I, II e III), submetidos a pré-tratamentos com solugao
de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de
hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com secagem: 53+1%). Médias seguidas pela
mesma letra (mindsculas entre pré-tratamentos, maidsculas entre estidios de
maturagdo e itdlico entre os niveis de hidratacdo) ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%.

Estadio | Estddio 11 Estddio III

Pré-tratamentos Sem secagem
Controle 13,7 A B 9,8 a A B 12,0 a A B
ABA 24h 11,6 A B 10,7 a A B 7,2 a A B
ABA 48h 13,2 A B 11,7 a A A 6,8 a A B
Estresse 24h 23,6 ab A B 18,6 a A B 9,9 a A B
Estresse 48h 32,6 a A A 23,9 a AB A 11,6 a B B

Com secagem
Controle 69,8 ab A A 48,3 a B A 30,5 C A
ABA 24h 76,4 a A A 42,0 a B A 28,8 b B A
ABA 48h 36,5 c A A 192 b B A 478 ab A A
Estresse 24h 57,4 b A A 319 ab B A 23,9 b B A
Estresse 48h 35,9 c A A 16,3 b A A 374 ab B A

Coeficiente de variagdo (%) 26,8
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N3ao se observaram mudangas significativas na capacidade de germinar e de produzir
plantulas normais dos embrides apds os tratamentos com ABA e PEG, exceto para os
embrides incubados em PEG por 48 horas (tabela 16). Esses resultados corroboram com os
obtidos por Bonjovani (2007) em que apds a secagem, os embrides demonstraram
comportamento diferenciado. Diversos autores consideram que o méximo actimulo de matéria
seca nas sementes caracteriza o ponto de maturidade fisiolégica (Carvalho & Nakagawa 2000,
Marcos Filho 2005, Mai-Hong et al. 2006). No caso das sementes em estudo, que nao
apresentam a cldssica dessecacdo ao final da maturacdo (Barbedo & Marcos Filho 1998),
poderia-se supor, portanto, que os embrides do estddio III j4 teriam condi¢des de iniciar o
processo de germinacgdo, tendo suficiente maturidade e 4dgua disponivel. Essa informagao
concorda com a hipétese de Faria (2006) de que essas sementes ndao t€m comportamento
tipico, aproximando-se mais ao comportamento de plantulas em crescimento. A maxima
qualidade fisioldgica das sementes de Inga vera subsp. affinis, dessa forma, ocorreria bem

antes de sua dispersao.



Tabela 16. Germinagdo (%) e plantulas normais (%) de embrides de Inga vera ssp.
affinis de trés estadios de maturacdo (I, II e III), submetidos a pré-tratamentos com
solucdo de ABA ( 10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de
hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com secagem: 53+1%). Médias seguidas pela
mesma letra (mindsculas entre pré-tratamentos, maildsculas entre estidios de
maturagdo e itdlico entre os niveis de hidratacdo) nao diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%.

Estadio | Estadio 11 Estadio 111

Pré-tratamentos Sem secagem

Germinagdo (%)

Controle 1000 a A A 1000 a A A 97,0 a A A
ABA 24h 1000 a A A 1000 a A A 1000 a A A
ABA 48h 1000 a A A 1000 a A A 98,0 a A A
Estresse 24h 98,0 a A A 1000 a A A 95,0 A A
Estresse 48h 1000 a A A 1000 a A A 83,0 b B B

Com secagem
Controle 97,0 a A A 1000 a A A 83,0 b B B
ABA 24h 98,0 a A A 97,0 a A A 93,0 A B
ABA 48h 98,0 a A A 1000 a A A 95,0 a A A
Estresse 24h 97,0 a A A 1000 a A A 90,0 ab B A
Estresse 48h 1000 a A A 93,0 a B B 93,0 a B A
Coeficiente de variacio (%) 3,4

Pléntulas normais (%)

Sem secagem
Controle 97,0 a A A 1000 a A A 93,0 a A A
ABA 24h 95,0 a A A 98,0 a A A 1000 a A A
ABA 48h 1000 a A A 1000 a A A 97,0 a A A
Estresse 24h 98,0 a A A 95,0 a A A 92,0 a A A
Estresse 48h 93,0 a A A 98,0 a A A 58,0 b B A

Com secagem
Controle 83,0 a A B 95,0 ab A A 580 ab B B
ABA 24h 78,0 a AB B 82,0 b A B 67,0 a B B
ABA 48h 87,0 a A B 950 ab A A 43,0 b B B
Estresse 24h 77,0 a B B 98,0 a A A 53,0 ab C B
Estresse 48h 73,0 a B B 880 ab A A 570 ab C A

Coeficiente de variagio (%) 8,3
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Os embrides acondicionados em diferentes temperaturas, para avaliar o consumo de
oxigénio e produgdo de diéxido de carbono, apresentavam inicialmente o mesmo nivel de
hidrata¢do. Ao final do periodo de incubagdo, observaram-se pequenas altera¢des no teor de
agua entre os pré-tratamentos, que variou entre 64% a 68%, para os embrides incubados em
ABA e entre 61% e 63% os embrides que foram submetidos ao estresse osmotico.
Considerando os niveis de hidratacdo o teor de 4gua variou entre 63% e 64%, para 0s

embrides sem secagem e entre 54% e 58% apOs a secagem.

De modo geral, o potencial hidrico exibido pelos embrides demonstrou
comportamento andlogo ao periodo que antecedeu a incubacdo para andlise do consumo de O,
e liberacdo de CO,, Apds a secagem, os embrides apresentaram, dgua retida com tensoes entre
-2,0 a -4,0 MPa.

As variacoes na taxa respiratéria com as modificacdes na temperatura foram
semelhantes para os embrides, nos trés estddios de maturacdo, considerando os pré-
tratamentos e a secagem. A medida que se diminuiu a temperatura, houve correspondente

redugdo também para o consumo de O, e a liberagdo de CO, (Tabelas 17 a 22).



79

Tabela 17. Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™.dia™) de embrides de Inga vera ssp. affinis
do estddio I submetidos a pré-tratamentos com solu¢dao de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5
MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintsculas entre temperaturas e italico entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio |
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 363 e B 359 d B 282 e A 263 e A 2606 e A
2 1176 d A 689 ¢ B 766 d B 663 d B 805 d A
5 1446 ¢ A 99 b B 933 ¢ B 9,1 ¢ A 1075 ¢ B
10 1899 b A 1363 a B 141,1 b B 137,77 b A 1514 b B
15 2374 a A 1507 a B 1578 a B 1649 a A 1798 a A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 752 e A 542 d A 337 e A 31,1 e A 332 e A
2 1070 d A 1452 ¢ A 89 d A 8,1 d A 788 d A
5 1433 ¢ A 15277 ¢ A 1282 ¢ A 1054 ¢ A 1197 ¢ A
10 18866 b A 1767 b A 1773 b A 1443 b A 1632 b A
15 2313 a A 2191 a A 1946 a A 17277 a A 1814 a A

Coeficiente de variagdo (%) 5,7
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Tabela 18. Liberacao de di6xido de carbono (pmolCOz.gMS'l.dia'l) de embrides de Inga vera
ssp. affinis do estddio I submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10*M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacao (Sem secagem: 63+3%;
Com secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintsculas entre temperaturas e italico entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estidio |
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 244 e B 270 e B 208 e B 215 e A 213 e B
2 406 d B 463 d B 529 d B 381 d B 482 d B
5 665 ¢ B 80 ¢ B 814 ¢ B 749 ¢ B 844 ¢ B
10 1203 b B 1351 b B 1410 b B 1251 b B 1414 b A
15 172,7 a B 1591 a B 1636 a B 1619 a B 1778 a A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 688 e A 418 e A 333 e A 297 e A 322 e A
2 95,1 d A 1070 d A 795 d A 790 d A 682 d A
5 1306 ¢ A 1240 ¢ A 1134 ¢ A 988 ¢ A 1019 ¢ A
10 180,1 b A 1670 b A 1657 b A 1425 b A 14877 b A
15 2365 a A 2191 a A 2069 a A 1791 a A 1849 a A

Coeficiente de variagdo (%) 6,3
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Tabela 19. Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™.dia™) de embrides de Inga vera ssp. affinis
do estadio II submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5
MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintusculas entre temperaturas e italico entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estidio 11
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 320 e A 346 e B 312 e A 258 e A 237 e A
2 929 d A 639 d B 83 d A 51 d B 703 d A
5 1133 ¢ A 873 ¢ B 1020 ¢ A 731 ¢ B 868 ¢ A
10 1451 b A 1182 b B 1423 b A 1059 b B 1216 b A
15 177,1 a A 1393 a B 1700 a A 1244 a B 1382 a A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 3830 e B 448 d A 204 d B 318 d A 173 e A
2 639 d B 1218 ¢ A 613 ¢ B 888 ¢ A 504 d B
5 878 ¢ B 12777 ¢ A 83 b B 999 ¢ A 825 ¢ A
10 1299 b B 1679 b A 1208 a B 1382 b A 111,1 b B
15 1630 a B 2089 a A 1224 a B 1668 a A 1326 a A

Coeficiente de variagcdo (%) 6,3
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Tabela 20. Liberacao de di6xido de carbono (pmolCOz.gMS'l.dia'l) de embrides de Inga vera
ssp. affinis do estddio II submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10*M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacao (Sem secagem: 63+3%;
Com secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintusculas entre temperaturas e italico entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estidio 11
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 222 d B 267 e A 232 e A 188 e A 185 e A
2 330 d B 440 d B 569 d A 351 d B 420 d A
5 558 ¢ B 738 ¢ B 843 ¢ A 597 ¢ B 1702 ¢ A
10 958 b B 1175 b B 1395 b A 1020 b B 1157 b A
15 1326 a B 1469 a B 1754 a A 1286 a B 1382 a A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 365 e A 352 d A 219 d A 283 e A 194 e A
2 576 d A 90,2 ¢ A 542 ¢ A 737 d A 423 d A
5 826 ¢ A 1024 ¢ A 798 b A 892 ¢ A 718 ¢ A
10 1286 b A 1574 b A 1195 a B 131,8 b A 1038 b B
15 17377 a A 2216 a A 1287 a B 1710 a A 1370 a A

Coeficiente de variagdo (%) 7,2
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Tabela 21. Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™.dia™) de embrides de Inga vera ssp. affinis
do estadio III submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5
MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintsculas entre temperaturas e italico entre os niveis de

hidrata¢do) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estidio 11
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 476 e A 371 ¢ A 387 d A 360 d A 423 e A
2 1393 d A 1030 b A 937 ¢ B 1141 ¢ B 1419 d A
5 1623 ¢ A 1203 b A 1084 ¢ B 1350 ¢ B 1634 ¢ A
10 2113 b A 1822 a B 1667 b B 1765 b B 180 b A
15 2412 a B 1902 a B 1989 a B 2116 a B 2104 a B
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 476 d A 388 e A 529 d A 486 d A 480 d A
2 1186 ¢ B 802 d B 1416 ¢ A 1641 ¢ A 1377 ¢ A
5 1254 ¢ B 1157 ¢ A 1577 ¢ A 1673 ¢ A 1482 ¢ B
10 2092 b A 1994 b A 2325 b A 2064 b A 1926 b A
15 2747 a A 2283 a A 2843 a A 2716 a A 2553 a A

Coeficiente de variagdo (%) 6,3
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Tabela 22. Liberacdo de didéxido de carbono
(umolCO,.gMS ™" .dia™") de embrides de Inga vera
ssp. affinis do estddio III, pré- tratados, em dois
niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a
-2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas entre
temperaturas e itdlico entre os niveis de hidratagdo)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio III
Temperatura (°C) Sem Secagem Com Secagem
-2 220 e B 310 e A
2 478 d B 672 d A
5 702 ¢ B 975 ¢ A
10 1460 b B 1843 b A
15 1986 a B 2610 a A
Coeficiente de varia¢ao (%) 10,0

Considerando o consumo de O, e a liberacdo de CO, a 15°C, temperatura na qual
Bonjovani (2007), observou tolerancia térmica de embrides de I. vera para a germinagdo,
nota-se, para o estadio III, a equivaléncia entre o consumo de O, e a produciao de CO, e que
diferem dos estddios I e II, pois apresentaram elevado consumo de O, (figura 1A). O
desequilibrio nesse consumo, com valores de QR inferiores a 0,5, indicam a existéncia de
processos oxidativos que ndo propriamente a respiracdo. Tais processos poderiam ser, por
exemplo, a peroxidacdo de lipidios e a oxidacdo de compostos fendlicos, com a liberagcdo do
radical superéxido e que podem estar envolvidos com a deterioracdo das sementes (Hendry
1993, Bailly, 2004, Marcos Filho 2005, Berjak & Pammenter 2008, Berjak ef al. 2011). Nos
embrides que foram previamente tratados com dacido abscisico por 24 horas, observa-se a
equiparacdo do consumo de O, com a producdo do CO,, além do decréscimo dessas taxas
(figura 1 B). Deve-se destacar que a aplicacdo de estresse hidrico proporcionou efeito
semelhante nesses embrides (figura 1C) e que o aumento do periodo de incubacdo, dos
embrides nas solugdes de ABA e PEG, nao proporcionou nenhum ganho nessas taxas (figura
1 D e E). Com a aplicacdo da secagem, de modo geral, observa-se o aumento do consumo de

O, e principalmente da liberagio de CO,, promovendo a equiparacdo dessas taxas e
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aproximando-as do esperado para respira¢do. Segundo Marenco & Lopes (2007), a exposicado
subita de plantas sensiveis a estresse hidrico aumenta a respira¢do pela demanda de energia.
Deve-se destacar que os embrides do estddio II pré-tratados com solugdes de ABA e PEG por
48 horas, além da equiparacdo no consumo de O, e liberacdo de CO,, apresentaram reducdes

nessas taxas (figura2 A a E).
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Figura 1. Consumo de O, (colunas pretas), liberacio de CO, (colunas brancas) e

quociente respiratério - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de

trés estddios de maturagdo, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de

ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h

(E), incubadas a 15°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 2. Consumo de O; (colunas pretas), liberacao de CO, (colunas brancas) e quociente
respiratorio - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de trés estadios de
maturagdo, submetidos a secagem, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solugdo de
ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h (E),
incubadas a 15°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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A incubacdo a 10°C dos embrides sem pré-tratamento, dos trés estddios de maturacao,
também decorreu em consumo mais intenso de oxigénio (figura 3 A). Nota-se, novamente que
os embrides dos estadios I e II, pré-tratados com ABA e PEG apresentaram decréscimo no
consumo de oxigénio, equiparando a produc¢do de diéxido de carbono (figura 3 B e C) e que o
aumento do periodo de incuba¢io ndo proporcionou nenhum ganho nessas taxas (figura3 D e

E).

Deve-se destacar o maior consumo de O; e liberagao de CO; nos embrides do estadio
Il (figura 3). Tal fato pode ser explicado por que, no desenvolvimento das sementes
recalcitrantes, ndo se verifica a desidratacdo tdo acentuada pré-maturidade, de modo que
passam quase que diretamente da fase de desenvolvimento para a de germinagdo. Contudo,
tem sido sugerido que, préximo a maturidade, o metabolismo das sementes dessas espécies
torna-se menos sensivel aos niveis de ABA (Marcos Filho 2005). Além disso, sementes
recalcitrantes sdo metabolicamente ativas e devido o alto grau de hidratacdo podem até
mesmo germinar. Porém, sem o suporte adicional de dgua necessdrio para a germinacao,
acaba numa condi¢do de estresse hidrico (Pammenter et al. 1994), que culminaria com
prejuizos as sementes colhidas distantes do ponto de maturidade fisioldgica. Apds o processo
de secagem, os embrides, sem tratamento prévio, dos trés estadios, equipararam seu consumo
de oxigénio e producdo de didéxido de carbono (figura 4 A), concordando com os resultados
obtidos por Bilia et al. (1998), que a desidratagao parcial das sementes até atingirem teor de
dgua proximo a 50% favorece sua conservacao. Nota-se, também, que se comparado com o0s
embrides que ndo foram submetidos a secagem essa equiparagao se deu devido a

intensificacdo da producio de didxido de carbono (Figuras 3A e 4A).
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Figura 3. Consumo de O, (colunas pretas), liberacio de CO, (colunas brancas) e
quociente respiratério - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de
trés estddios de maturagdo, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de
ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h
(E), incubadas a 10°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 4. Consumo de O, (colunas pretas), liberacdo de CO, (colunas brancas) e quociente

respiratorio - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de trés estadios de

maturacdo, submetidos a secagem, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solugdo de

ABA 10"M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h (E),

incubadas a 10°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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A 5°C, destaca-se a ampliacdo do consumo de oxigénio para todos os embrides que
nao foram tratados previamente (figura 5 A). Observa-se, nos embrides dos estadios I e II pré-
tratados, reducdo na taxa de consumo de O,. Para os embrides do estddio III nota-se um
decréscimo, no consumo de O,, apenas para os embrides tratados com ABA (figura 5 B a E).
A secagem elevou a producdo de CO, aproximando-a do consumo de oxigénio nos embrides,
sem tratamento prévio, principalmente dos estddios I e II (figura 6 A). Destaca-se que o
consumo de O, e producdo de CO,, adquiridos com tratamento de ABA por 48 horas e PEG
por 24 e 48 horas, no estddio II, se assemelham aos atingidos para os embrides ndo tratados
(controle) (figuras 6A, 6C, 6D e 6E). A secagem pouco alterou o comportamento oxidativo

dos embrides do estadio III, incubados a 5°C (figura 6).
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Figura 5. Consumo de O, (colunas pretas), liberacio de CO, (colunas brancas) e

quociente respiratério - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de

trés estddios de maturagdo, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de

ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h

(E), incubadas a 5°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 6. Consumo de O, (colunas pretas), liberacdo de CO, (colunas brancas) e quociente

respiratorio - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de trés estadios de

maturacdo, submetidos a secagem, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solugdo de

ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h (E),

incubadas a 5°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos) nao diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5%.



94

Os embrides, dos trés estddios de maturagdo, incubados a 2°C que ndo receberam
tratamento prévio, apresentaram elevado consumo de oxigénio (figura 7 A). Igualmente, esse
consumo elevado também se manifestou nos embrides pré-tratados do estadio III (figura 7 B a
E). Nota-se, ainda nos embrides dos estadios I e II, pré-tratados, tendéncia a um aumento do
consumo de O, (figura 7 B a E). Considerando o processo de secagem observa-se a elevacao
da produgao de CO,, aproximando-a do consumo de oxigénio nos embrides nao tratados, dos
estadios I e II (figura 8 A). Exceto para os embrides tratados com ABA por 24 horas, 0s
embrides do estddio III mantiveram o elevado consumo de O,. Observa-se, ainda, que os
embrides submetidos a secagem, ndo tratados, do estddio II, apresentaram comportamento

semelhante aos tratados com ABA e PEG por 48 (figura 8).
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Figura 7. Consumo de O, (colunas pretas), liberacio de CO, (colunas brancas) e
quociente respiratério - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de
trés estddios de maturagdo, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de
ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h
(E), incubadas a 2°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 8. Consumo de O, (colunas pretas), liberacdo de CO; (colunas brancas) e quociente

respiratorio - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de trés estadios de

maturacao, submetidos a secagem, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solugdo de

ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h (E),

incubadas a 2°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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De modo geral, a -2°C houve uma padronizacdo para o consumo de oxigénio e
producdo de diéxido de carbono, independente de tratamento prévio dos embrides. Deve-se
destacar ainda, maior consumo de oxigénio para os embrides do estddio III que os demais
(figura 9). Considerando o processo de secagem observa-se a elevacdo da producdo de
di6éxido de carbono aproximando-a do consumo de oxigénio nos embrides dos estddios I e II,

sem tratamento prévio (figura 10).
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Figura 9. Consumo de O, (colunas pretas), liberacio de CO, (colunas brancas) e
quociente respiratério - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de
trés estddios de maturagdo, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de
ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h
(E), incubadas a -2°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 10. Consumo de O; (colunas pretas), liberagao de CO, (colunas brancas) e quociente

respiratorio - QR (CO,/O,, colunas em cinza), de embrides de Inga vera de trés estadios de

maturacdo, submetidos a secagem, sem tratamento prévio (A) ou embebidos em solucdo de

ABA 10*M por 24 h (B) e por 48 h (D) ou de PEG a -2,5 MPa por 24 h (C) e por 48 h (E),

incubadas a 15°C. Valores seguidos pela mesma letra (dentro de pré-tratamentos) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Considerando a capacidade germinativa apds o periodo de incubagdo para avaliacdo
do consumo de O; e a liberagdo de CO,, nota-se um comportamento semelhante, para os trés
estddios de maturacdo com perda nessa capacidade apds a secagem (tabelas 23 a 27). O
mesmo comportamento pode ser observado para a capacidade de produzir plantulas normais
com a reducdo nessa capacidade apds a secagem, exceto para os embrides do estadio III que
apresentaram uma reducdo acentuada na capacidade de produzir plantulas normais, de 88%
para 22%. Este fato evidencia a intolerancia das sementes dessa espécie a dessecacdo e seu

comportamento recalcitrante (Roberts 1973).

Tabela 23. Germinagdo (%) de embrides de Inga vera ssp. affinis do estddio I submetidos a
pré-tratamentos com solucao de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em
dois niveis de hidratagao (Sem secagem: 63+3%; Com secagem: 53+1%) e incubados durante
15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra
(minusculas entre temperaturas, maidsculas entre pré-tratamentos e itdlico entre os niveis de

hidratacdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio I
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Som Secagem
-2 933 a A A 950 a A A 1000 a A A 1000 a A A 967 a A A
2 950 a A A 983 a A A 983 a A A 1000 a A A 1000 a A A
5 1000 a A A 1000 a A A 1000 a A A 1000 a A A 1000 a A A
10 1000 a A A 1000 a A A 1000 a A A 983 a A A 9,7 a A A
15 983 a A A 1000 a A A 1000 a A A 967 a A A 1000 a A A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 733 b B B 91,7 a A A 750 ¢ B B 933 a A A 81,7 b B B
2 933 a AB A 91,7 a AB A 8,0 b B B 983 a A A 83 ab B B
5 8,7 a AB B 950 a A A 783 bc B B 950 ¢ A A 900 ab A A
10 883 a A B 933 a A A 867 A B 91,7 a A A 91,7 a A A
15 933 a A A 933 a A A 983 a A A 1000 a A A 967 a A A

Coeficiente de variacio (%) 4,6




Tabela 24. Plantulas normais (%) de embrides de
Inga vera ssp. affinis do estadio I submetidos a pré-
tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois
niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a
-2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas entre
temperaturas, maidsculas entre niveis de
hidratacdo) nao diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%.

Estadio |
Temperatura (°C) Sem Secagem Com Secagem
2 89,0 b A 410 d B
2 950 ab A 570 ¢ B
5 970 a A 61,0 bc B
10 940 ab A 680 b B
15 970 a A 770 a B

Coeficiente de variagdo (%) 9,6
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Tabela 25. Germinacdo (%) de embrides de Inga
vera ssp. affinis do estddio II submetidos a pré-
tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis
de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) incubados em diferentes
temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra
(minusculas entre pré-tratamentos e maidsculas entre

os niveis de hidratacdo) ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%.
Estddio II

Pré-tratamentos Sem Secagem Com Secagem
Controle 9,0 a A 940 a B
ABA24h 9,0 a A 900 b B
ABA48h 1000 a A 940 a B
Estresse24h 9,0 a A 970 a B
Estresse48h 9,0 a A 960 a B

Coeficiente de variagdo (%) 4,0
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Tabela 26. Plantulas normais (%) de embrides de
Inga vera ssp. affinis do estadio II submetidos a pré-
tratamentos com solucdo de ABA (10"4M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis
de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a
-2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro das
colunas, maitsculas dentro das linhas) ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estddio 11
Pré-tratamentos Sem Secagem Com Secagem
Controle 980 a A 840 ab B
ABA24h 980 a A 670 ¢ B
ABA48h 1000 a A 880 a B
Estresse24h 980 a A 850 ab B
Estresse48h 97,0 a A 790 b B
Temperatura (°C)

-2 980 a A 660 c B
2 9,0 a A 840 ab B
5 980 a A 800 b B
10 1000 a A 850 ab B
15 90 a A 8.0 a B

Coeficiente de variagdo (%) 7,5
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Tabela 27. Germinacdo (%) de embrides de Inga
vera ssp. affinis do estddio III submetidos a pré-
tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de
PEG (-2,5 MPa), por 24 e 48 horas e em dois niveis
de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com
secagem: 53+1%) e incubados durante 15 dias a -
2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro das
colunas, maitsculas dentro das linhas) ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio I
Pré-tratamentos Sem Secagem Com Secagem
Controle 850 b A 450 ¢ B
ABA24h 90,0 ab A 600 b B
ABA48h 930 ab A 470 ¢ B
Estresse24h 920 ab A 630 b B
Estresse48h 940 a A 730 a B

Temperatura (°C)

-2 980 a A 770 a B
2 940 ab A 680 b B
5 89,0 b A 480 ¢ B
10 770 ¢ A 31,0 d B
15 97,0 ab A 620 b B

Coeficiente de variacdo (%) 11,8

De modo geral, observa-se, com os resultados obtidos pelo teste de condutividade
elétrica da solugdo, apds o periodo de avaliagdo da respiracdo, que os embrides do estadio II,
conservaram melhor sua qualidade fisiol6gica do que os demais. Isso sugere sua proximidade
do ponto de maturidade fisiologica, pois, segundo Marcos Filho (2005), o sistema de
membranas se organiza gradativamente durante a maturacdo e que a maxima organizacao é

alcangada proximo da maturidade fisioldgica (tabelas 28 a 30).
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Tabela 28. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga vera ssp. affinis do
estadio I submetidos a pré-tratamentos com solugdao de ABA ( 10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa),
por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com secagem:
53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (minudsculas entre temperaturas, maidsculas entre pré-tratamentos e

itdlico entre os niveis de hidratacao) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estddio [
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 3341 a A B 253 a A B 230 a A B 358 a A B 319 a A B
2 36 a A B 153 a B B 135 a B B 140 a B B 283 a B B
5 222 a A B 166 a A B 151 a A B 134 a A B 224 a A B
10 239 a A B 133 a A B 139 a A B 179 a A B 180 a A B
15 189 a A B 112 a A B 4,7 a A B 134 a A B 181 a A A
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 749 a A A 764 a A A 762 a A A 70,7 a A A 695 a A A
2 639 ab A A 642 ab A A 598 a A A 688 a A A 485 ab A A
5 747 a A A 672 a AB A 578 a AB A 464 ab B A 434 ab B A
10 613 ab A A 553 ab A A 648 a A A 409 b A A 492 ab A A
15 441 b AB A 401 b AB A 506 a A A 339 b AB A 236 b B A

Coeficiente de variacdo (%) 29,4

Tabela 29. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga vera ssp. affinis do
estddio II submetidos a pré-tratamentos com solu¢do de ABA (10*M) ou de PEG (-2,5 MPa),
por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com secagem:
53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro das colunas, maitsculas dentro das linhas) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio II
Secagens Controle ABA24h ABA48h Estresse24h Estresse48h
Sem Secagem 18,7 b AB 135 b B 119 b B 17,7 b AB 240 b A
Com Secagem 560 a AB 600 a A 429 a B 347 a B 368 a B
Temperaturas (°C)
2 2 5 10 15

40,8 A 30,3 B 30,8 B 31,3 B 24,6 B

Coeficiente de variacdo (%) 31,3
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Tabela 30. Condutividade elétrica (pS.g'l.cm'l) de embrides de Inga vera ssp. affinis do
estadio III submetidos a pré-tratamentos com solu¢do de ABA (10'4M) ou de PEG (-2,5 MPa),
por 24 e 48 horas e em dois niveis de hidratacdo (Sem secagem: 63+3%; Com secagem:
53+1%) e incubados durante 15 dias a -2°C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas entre temperaturas, maidsculas entre pré-tratamentos e

itdlico entre os niveis de hidratacao) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Estadio 111
Temperatura (°C) Controle ABA 24h ABA 48h Estres 24h Estres 48h
Sem Secagem
-2 259 a A B 175 a A B 150 a A B 213 a A B 241 a A B
2 433 a A A 160 a A B 155 a A B 241 a A A 243 a A A
5 280 a A B 225 a A B 271 a A B 21,7 a A B 428 a A A
10 4928 a A B 374 a A B 254 a A B 382 a A B 328 a A B
15 180 a A B 176 a A B 152 a A B 212 a A B 243 a A B
Temperatura (°C) Com Secagem
-2 739 b A A 492 b AB A 397 ¢ B A 583 a AB A 504 a AB A
2 562 b A A 399 b A A 625 ¢ A A 41 a A A 420 a A A
5 1130 a A A 603 b B A 11,8 b A A 5001 a B A 526 a B A
10 1406 a A A 963 a B A 1659 a A A 744 a B A 740 a B A
15 588 b B A 552 b B A 1070 b A A 592 a B A 688 a B A
Coeficiente de variacdo (%) 30,0

Diante do exposto pode se concluir que a escolha do estddio de maturacio é decisivo
para melhor conservar esses embrides. A sensibilidade desses embrides a dessecacdo e a
reducdo de temperatura estd relacionada diretamente com estddio de maturacdo. Devido a
intensa atividade metabdlica desses embrides, observaram-se processos que nao o
respiratorio, que podem ser responsaveis pela dificuldade de sua conservacdo. O tratamento
com &cido abscisico promoveu modificacdes nesse comportamento, resultado igualmente
obtido com a aplicagcdo de estresse osmético. A dessecagdo mostrou-se eficiente na reducao
dos processos nao respiratérios, porém, aumentam a taxa respiratoria desses embrides. Por

fim a reducdo da temperatura a -2°C diminui os processos respiratorios € nao respiratorios,

desses embrides.
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5. Consideracoes Finais

No presente trabalho, foi possivel observar que os embrides de Inga vera ssp. affinis
em diferentes estddios de maturacdo com diferentes niveis de hidratacdo apresentam uma
elevada taxa respiratéria. O mesmo comportamento pode ser observado nos embrides recém
colhidos incubados até mesmo nas temperaturas proximas de congelamento e s6 cessam

quando congeladas, provavelmente com a semente morta.

Além da elevada taxa respiratoria, observada pela produgdo de CO,, nota-se a entrada
excessiva de O,, proveniente de processos nao respiratérios. O tratamento com &cido
abscisico e estresse hidrico, aparentemente, promoveu modificacdes nesse comportamento,
equiparando o consumo de O, e a liberagao de CO,. Talvez esses procedimentos nao estejam
regulando a respiracdo, porém reduziu-se o desequilibrio entre a entrada de O, e a liberacdo
de CO,. Ficou evidente, também, a influéncia do grau de maturidade fisiolégica das sementes

sobre esses processos.

Apesar da existéncia de processos que ndo a respiracdo na semente totalmente
hidratada, seus efeitos ndo foram imediatos, pois, ndo foram observados no periodo de

incubacgdo desses embrides.

Portanto, a dificuldade em conservar a viabilidade fisiologica dessas sementes,
provavelmente, se dd devido ao seu elevado metabolismo e dos processos nao respiratorios
observados. Em vista disso, para conservar sementes com elevado conteido de dgua devem-se

conter processos nao respiratorios.
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6. Conclusoes

Os estudos realizados permitem concluir que:

uma pequena reducdo no teor de 4gua, por secagem direta ou pela utilizacdo de
solucdes osmoticas, de sementes recém-colhidas pode melhorar a sua tolerancia tanto

a dessecagdo quanto as baixas temperaturas;

a redu¢do da temperatura de armazenamento, até niveis que ndo permitam o
congelamento dos tecidos, € realmente eficiente na reducdo do metabolismo,
diminuindo as taxas respiratorias das sementes e ampliando o seu potencial de
armazenamento. Contudo, mesmo com essa reducdo da temperatura ocorrem
processos nao respiratorios ainda nao identificados;

a reducdo parcial no teor de dgua, por secagem e tratamentos de estresse induzido tém
potencial para reduzir os processos ndo respiratérios observados mas podem,
simultaneamente, aumentar as taxas respiratorias e prejudicar a capacidade
germinativa dessas sementes;

o grau de maturidade dessas sementes influi nos resultados observados.
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8. Anexo

8.1. Fluxograma do experimento: Taxas respiratorias de embrides sob diferentes

temperaturas.
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8.2. Fluxograma do experimento: Taxas respiratorias de embrioes com diferentes

niveis de hidratagao.
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Fluxograma do experimento: Taxas respiratorias de embrioes apos aplicacdo

de dcido abscisico e estresse osmdotico.
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Fluxograma do experimento: Taxas respiratorias de embrides em diferentes

niveis de hidratacdo apos aplicagdo de dcido abscisico e estresse osmotico.
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8.5. Fluxograma do experimento: Taxas respiratorias de embrioes em dois niveis

de hidratacdo apds aplicagcdo de dcido abscisico e estresse osmotico por 24 e 48

horas.
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