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BONJOVANI, M.R. ARMAZENAMENTO DE EMBRIOES DE Inga vera subsp. affinis (DC.)
T.D. PENNINGTON (LEGUMINOSAE) SOB BAIXA TEMPERATURA. 2007. 89p.
DISSERTACAO (MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo: A conservagdo da biodiversidade inclui métodos in situ ¢ ex situ, o primeiro normalmente
demandando grandes areas. A conservagdo ex Situ demanda menor quantia de recursos financeiros do
que a conservagao in situ e inclui a manutengdo de bancos de sementes como meio de conservagao da
diversidade genética. Este método, porém, sé é possivel para as sementes denominadas ortodoxas, ou
seja, as tolerantes a dessecacdo. Muitas espécies apresentam comportamento diferente, sendo
intolerantes a dessecacdo e, consequentemente, apresentam curta longevidade natural. A conservagdo
destas sementes em armazenamento tem sido o grande desafio para os fisiologistas de sementes,
principalmente pela compreensdo de sua sensibilidade e do desenvolvimento de tecnologias para sua
preservacao. Atualmente, novas tecnologias de re-inducao de tolerancia a dessecagdo em sementes
ortodoxas e estudos de tolerancia ao congelamento tém apresentado alguma perspectiva para a
conservagdo de sementes recalcitrantes, mas muito pouco tem sido desenvolvido para as espécies
arboreas tropicais. No presente trabalho, sementes de Inga vera ssp. affinis, intolerantes a dessecagao,
foram analisadas em relacdo a sua sensibilidade a estresses ambientais, bem como aos beneficios
desses estresses a ampliagdo da tolerancia a dessecagdo e ao congelamento. Foi possivel verificar que
o estresse hidrico reduziu a sensibilidade dessas sementes a dessecagdo e que secagens brandas podem
melhorara a tolerancia ao congelamento. Os resultados obtidos reavivam a idéia de inducdo de
tolerancia a dessecagdo e ao congelamento das sementes recalcitrantes e traz novas perspectivas para o
armazenamento a longo prazo dessas sementes.

Palavras-chave: conservagao, espécie arborea tropical, armazenamento de sementes, recalcitrante.



2

BONJOVANI, M.R. STORAGE OF EMBRYOS OF Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D.
PENNINGTON (LEGUMINOSAE) AT LOW TEMPERATURE. 2007. 89p. DISSERTACAO
(MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract: Conservation of biodiversity includes in situ and ex situ methods, the first one frequently
demanding extensive areas. EX Situ conservation is less expensive method than in situ one and uses
seed banks as the main source of maintenance of gene diversity. This method, however, is possible
only for the seeds that are tolerant to desiccation, or the so-called orthodox seeds. Several tropical tree
species produce seeds that are intolerant to desiccation and, consequently, show short lifespan, that so-
called recalcitrant seeds. The conservation of the seeds with this kind of behaviour is one of the
biggest challenges in seed physiology, mainly the understanding of this sensitivity and alternative
methods for their conservation. Nowadays, re-induction of desiccation tolerance in orthodox seeds and
freezing tolerance have shown new approaches on the conservation of recalcitrant seeds, but there is
not enough information concerning the tropical tree species. In this work, seeds of Inga vera ssp.
affinis, intolerant to desiccation, were analysed as for their sensibility to stress environment conditions
and, then, to the benefits of stress conditions to the desiccation and freezing tolerance. It was observed
that water stresses can reduce desiccation sensitivity of these seeds and soft drying can reduce freezing
tolerance. The results obtained in this research bring to mind the idea of induction of both desiccation
and freezing tolerance to recalcitrant seeds and the perspective of any kind of long term storage.

Keywords: conservation, tropical tree, seed storability, recalcitrant



1. Introducao

Conservar uma espécie nao significa apenas garantir sua sobrevivéncia e ndo deixar que ela seja
extinta. Esse papel seria reducionista e poderia ser desempenhado simplesmente mantendo poucos
individuos de cada espécie em jardins botanicos, zoologicos e outros tipos de colegdes de seres vivos,
a semelhanca da histéria da Arca de Noé¢. Essa conservaciao das espécies também deve implicar na
manutengdo de sua variabilidade genética intra-especifica (Rocha 2004).

A Mata Atlantica, um dos biomas com maior diversidade bioldgica do planeta mas, também, um
dos mais devastados por atividades antrépicas, ¢ exemplo mundial da necessidade de criagdo de
bancos de germoplasma visando, principalmente, a conservacao do patriménio genético (Mittermeier

et al. 1999). Existem, basicamente, duas estratégias de conservagao:

e in situ ou local é aquela realizada dentro dos proprios ecossistemas e habitats naturais
conservados; objetiva "permitir e propiciar que a biodiversidade se mantenha dentro do
contexto do ecossistema no qual é achada" (Botanic Gardens Conservation International 2001).
Esse tipo de conservagao mantém os seres vivos '"nas mesmas condi¢des sob as quais foram
originadas as adapta¢des ao meio ambiente" (Lleras 1992).

e ex situ ¢ a manuten¢do de amostras de organismos fora de seu habitat natural na forma de
individuos inteiros, sementes, polen, propagulos vegetativos e culturas de células ou tecidos

(Botanic Gardens Conservation International 2001).

A conservagao in situ e ex situ do germoplasma foi proposta como medida de prevengdo contra
perda da variabilidade genética. Seu principal objetivo € a conservagao a longo prazo do germoplasma
de espécies vegetais com a maxima integridade genética possivel (Bajaj 1995). A conservaciao de
sementes ¢ a forma mais comum de conservagdo ex situ, ja que a semente ¢ a unidade de propagacao
natural da maioria das espécies de plantas superiores (Santos 2001)

A metodologia convencional de conservacao de sementes utilizada em bancos de germoplasma
compreende a secagem e armazenamento em camaras a temperaturas abaixo de zero (Santos 2001).
Entretanto, existem sementes sensiveis a desidratacdo e ao congelamento, que ndo sobrevivem ao

armazenamento nessas condigdes, denominadas inicialmente, por Roberts (1973), recalcitrantes.
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A vida curta de sementes recalcitrantes causa sérios problemas para a conservacido de
germoplasma dessas espécies a longo prazo (Castro et al. 2004), necessitando, até os dias atuais,
estudos de conservacao (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 condic¢des ideais de armazenamento.

Grande parte desse curto periodo de viabilidade em armazenamento deve-se a falta de estudos
basicos sobre a sensibilidade e tolerancia dessas sementes as condi¢des ambientais, como a reducao do
seu teor de dgua e da temperatura, sobre metabolismo durante a maturagdo e germinagao, entre outros
(Barbedo & Marcos Filho 1998, Bilia et al. 2003).

Apenas de posse desses conhecimentos se possa, talvez, desenvolver tecnologia que permita
armazenar essas sementes por periodo longo o suficiente para permitir sua inclusdo em bancos de
germoplasma.

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral fornecer informagdes
para subsidiar estudos de armazenamento de sementes de Inga vera ssp. affinis. Para tanto, foram
definidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a germinacdo de embrides de ingé sob diferentes condi¢des de estresse;

e Analisar a transi¢do fisioldgica da maturagdo a germinagao;

e Avaliar a temperatura para a germinagdo e o nivel de secagem para o armazenamento de
embrides de inga;

e Avaliar a sensibilidade de embrides de ing4d de diferentes estadios de maturacdo a
reducdo de temperatura até niveis de congelamento;

e Avaliar a inducdo a tolerancia a dessecacdo em embrides de ingd de diferentes estadios

de maturacao.



2. Revisdo de Literatura

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

Uma espécie que apresenta sementes com comportamento recalcitrante, presente na Mata
Atlantica ¢ em areas de vegetagdo riparia, ¢ Inga uruguensis Hook. & Arn., popularmente conhecida
por inga, 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 ¢ 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 imidos e até
brejosos ou terrenos periodicamente inundaveis (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 sao
vistosas, brancas, hermafroditas, com cerca de trés centimetros de comprimento, agrupadas em
inflorescéncias. A floracdo ocorre de agosto a novembro, com matura¢do dos frutos de dezembro a
margo (Custddio Filho & Mantovani 1986, Carvalho 1994, Figliolia & Kageyama 1994).

Seu fruto ¢ um legume tomentoso, comprido, reto ou curvo, de cor rubro-bronzeada, com
margens espessadas caracteristicas, de 10 a 20 centimetros e comprimento e 2,5 a 3 centimetros de
largura (Carvalho 1994). As sementes aparecem em nimero 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 dispersdo das sementes além da
dispersdo pela d4gua. Em condic¢des naturais, as sementes de ingd, ap6s a dispersdo, ndo ultrapassam 15
dias de armazenamento (Lorenzi 1992, Carvalho 1994, Bilia & Barbedo 1997). As sementes das
espécies deste género apresentam elevada porcentagem de germinagdo verificando-se, inclusive,
viviparidade (germinacdo das sementes dentro do proprio fruto) em algumas delas (Oliveira & Beltrati

1992, Pritchard et al. 1995, Bilia & Barbedo 1997).
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O sistema radicular é pivotante, superficial, com numerosas raizes secundarias que tém
excelente atuacdo no controle da erosdo, protegendo o solo contra a degradacdo, o que assegura
importante papel no reflorestamento ao longo de rios evitando o assoreamento (Sanchotene 1989, Bilia
& Barbedo 1997).

Outra espécie deste género ¢ |. affinis, que apresentou efeito possitivo na recuperagdo da
fertilidade de solos, através da fixacao de nitrogénio, da adigdo de carbono (pela grande produgado de
serapilheira) e do aumento dos niveis de fosforo, 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 ¢ moderadamente pesada, pouco resistente e de baixa durabiliadade, podendo ser empregada
em caixotaria, obras internas, confec¢do de brinquedos, lenha e outros. Nas formacgdes florestais
heterogéneas participa da fitomassa voltada a geracdo de energia. Pode ser, também, fonte alimentar e
fitoterapica (Lorenzi 1992, Bilia & Barbedo 1997, Bilia et al. 2003).

A espécie ¢ recomendada para plantio nas faixas mais proximas aos cursos d’agua, em locais
sujeitos a inundagdes periddicas de média a longa duragdo e com periodos de encharcamento longo. E,

também, recomendada para recuperacao de ecossistemas degradados (Carvalho 1994).

2.2. Agua em tecidos vegetais

O conhecimento das relagdes hidricas pode contribuir para explicar o comportamento
fisiolégico das sementes (Villela 1998, Villela & Marcos Filho 1998). O potencial de agua ¢
considerado o indicador mais seguro do comportamento da semente, pois o teor de agua se altera
continuamente durante o acimulo de matéria seca, além de ndo permitir a identificacdo de efeitos
fisiologicos da 4gua (Marcos Filho 2005).

Considerando-se o estado energético da agua, durante a maturagdo da semente, verifica-se que
a variagao do potencial hidrico ¢ menos acentuada que as verificadas para o grau de umidade de
diferentes espécies (Egli & Tekrony 1997). Segundo esses autores, as sementes de milho, soja e trigo
apresentaram, durante a maturidade fisiologica, teores de dgua de 37,7%, 59,0% e 43,7% enquanto os
potencias hidricos foram de -1,61 MPa, -1,52 MPa e -1,66 MPa, respectivamente, evidenciando a ag¢ao
regulatoria do estado da 4gua na semente.

O potencial quimico representa a quantidade de energia livre da agua (Taiz & Zeiger 2004),

expresso em unidades de pressao (MPa), como potencial hidrico (¥) (Castro & Hilhorst 2004). A 4gua
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pura tem um potencial quimico elevado, podendo dissolver solutos e hidratar substancias. Pela
defini¢do, a agua 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 sera a
disponibilidade de 4gua 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
agua, mas impedem a de solutos. Por causa disso existem gradientes de potencial hidrico entre o meio
externo e interno & membrana, que propiciam o movimento da agua, sempre do potencial hidrico mais
elevado para o mais baixo ou mais negativo (Castro & Hilhorst 2004).

Em geral, as sementes consistem de um embrido e de tecidos circunvizinhos. Todas as células
dos tecidos embrionarios e dos demais tecidos apresentam potencial hidrico, que pode ser especifico a
cada célula. Conseqiientemente, a semente como um todo pode comportar-se como uma célula,
apresentando relagdes hidricas especificas (Castro & Hilhorst 2004).

O potencial hidrico caracteriza o estado energético da dgua 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 (V) pode ser expresso pela
soma de trés componentes: de pressdo (¥p), osmotico () e matricial (W), isto &, ¥ =¥, + Vs + ¥
(Villela et al. 1991, Villela & Marcos Filho 1998).

Segundo Castro & Hilhorst (2004), o potencial de pressdo numa célula ocorre porque, a medida
que a agua entra na célula, o volume aumenta, mas ¢ contido pela rigida parede celular, resultando na
pressao hidrostatica. O potencial osmotico, por sua vez, ¢ condicionado pelas ligacdes entre a agua e
os solutos, pois a concentra¢do de solutos dissolvidos na célula influencia a absor¢do de agua. O
potencial matrico resulta das interagdes interfaciais, tais como forcas capilares das sementes e ¢ a
capacidade das moléculas reterem agua.

Sob pressao atmosférica normal, o potencial osmodtico da dgua da semente ¢ normalmente
negativo, devido a presenca de solutos. O mesmo ocorre com o potencial matrico, em fungdo dos
coldides presentes na semente, pois as forgas capilares e de adsor¢do ndo sdo despreziveis, enquanto a
pressdo de turgescéncia € postiva e ndo se desenvolve em substancia ndo confinada. Assim, o potencial
hidrico tem valor negativo, a ndo ser em células turgidas, em que se iguala a zero, de modo que os
decréscimos dos potenciais matrico e osmotico da célula reduzem o potencial de agua, tornando-o

mais negativo (Marcos Filho 2005).



8

As propriedades da superficie das moléculas, especialmente das proteinas, sdo modificadas
pela quantidade de agua associada. As proteinas sao compostos organicos constituidos de seqiiéncias
de aminoacidos, apresentando multiplos sitios de sor¢do de d4gua. Com base no potencial hidrico e no
modo de ligacdo da agua com as macromoléculas, sdo identificados os tipos ou formas de dgua na
semente (Vertucci 1993, Vertucci & Farrant 1995, Villela & Marcos Filho 1998).

As modificagdes na atividade metabolica da semente, em resposta a variagdes do teor de agua,
parecem estar associadas a alteracdes discretas nas propriedades fisicas da 4gua (Marcos Filho, 2005).
Vertucci & Farrant (1995) descreveram cinco tipos de 4gua considerando o modelo de sor¢ao de agua
pelas macromoléculas.

Agua tipo 1, é a agua considerada estrutural, nio apresenta propriedades de solvente,
fortemente associada a macromoléculas, ocorre em teores de 4gua inferiores a 7,5%, na base timida, e -
150 MPa. Esté presente em sementes muito secas e, neste nivel fisiologico, a atividade metabolica ¢é
restrita (Marcos Filho 2005).

A 4gua tipo 2 passa a ter papel de solvente e adquire propriedades mais proéximas as de seu
estado livre do que a do tipo 1. Essa agua forma uma pelicula fina na superficie da matriz,
apresentando intera¢do com os sitios polares de macromoléculas, ocorre entre teores de agua de 7,5%
a 20% (base umida) exibindo potencial hidrico de -150 a -11 MPa. Neste nivel, as rea¢cdes quimicas
mediadas por sistemas enzimdaticos simples comegam a ser observadas, enquanto as atividades
oxidativas se relacionam as taxas de deterioracao (Marcos Filho 2005).

Tanto a dgua tipo 1 quanto a tipo 2 ndo sdo congelaveis, em razao da formagdo dos estados
vitreos, em temperaturas abaixo do ponto de congelamento da agua pura (Villela & Marcos Filho
1998).

A 4gua tipo 3 se associa aos sitios hidrofobicos das macromoléculas, formando pontes de
unido. E observada entre os teores de agua de 20% a 33% na base umida e potencial hidrico de -11 a -4
MPa. Neste nivel de hidratagdo, a atividade fisiolégica da semente se altera sensivelmente. O
transporte de elétrons na mitocondria ¢ facilitado, a respiragdo ¢ 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 deterioracdo semelhantes aos das ortodoxas
expostas a niveis elevados de umidade relativa do ar. A 4gua se torna congelavel quando atinge niveis
mais proximos do limite superior estabelecido para o nivel 3 de hidratagcao (Marcos Filho 2005).

Agua tipo 4 nio interage diretamente com a superficie das proteinas e ocupa poros e capilares.

Verifica-se sua ocorréncia entre os teores de agua de 33% a 41% correspondendo aos potenciais
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hidricos de -4 a -1,5 MPa. Nessa fase, o metabolismo das sementes ¢ pouco conhecido. Esse tipo de
agua inclui os teores de agua favoraveis 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 solugdo diluida, ndo se liga as
macromoléculas, podendo ser considerada agua livre. Sua ocorréncia ¢ observada sob teor de agua
superior a 41% e esta retida com tensdes superiores a -1,5 MPa (Villela & Marcos Filho 1998).

O estado da 4gua afeta a natureza e a cinética das reagdes metabolicas, 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).

A relacdo entre os diferentes tipos de dgua e os teores de dgua criticos para a sobrevivéncia
pode conduzir & compreensdo da funcdo essencial da dgua como fator limitante para a tolerancia a

dessecacao (Marcos Filho 2005).

2.3. Modificaces hidricas nas sementes

O teor de agua para o o6vulo recém-fecundado é de cerca de 80% (base imida), decrescendo
durante o processo de maturagcdo. A desidratacdo ¢ acelerada a partir da época em que as sementes
ortodoxas atingem a maxima matéria seca (Carvalho & Nakagawa 1983). As sementes recalcitrantes
permanecem com teores de dgua superiores a 60%, pois ndo sofrem dessecacdo ao final da maturagao
(Barbedo & Marcos Filho 1998, Marcos Filho 2005). A desidratacdo, em muitas ortodoxas, faz com
que a semente mude seu programa de expressao de genes do modo de desenvolvimento para o0 modo
germinativo (Kermode 1995).

Além do seu envolvimento no processo de desenvolvimento, a 4gua geralmente ¢ o fator
limitante para a germinacdo de sementes ndo dormentes. Estd associada a mobilizag@o de reservas e a
liberacao de energia através da respiragdo, incentivando também a atividade de enzimas e reguladores
de crescimento. Atua na diluicdo do protoplasma, favorecendo o metabolismo para a retomada do
crescimento embrionario (Carvalho & Nakagawa 1983, Marcos Filho 2005).

Uma vez iniciado o crescimento, as sementes perdem rapidamente sua tolerancia a desidratagado
(Leprince et al. 2000). O inicio da protrusdo da raiz primaria marca um “ponto sem retorno” para a
semente, que se encontra comprometida com a germinagdo € com o desenvolvimento da plantula

(Castro & Hilhorst 2004). Segundo Bewley & Black (1994), a absor¢do de agua pelas sementes
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freqlientemente obedece a um padrio trifdsico e a tolerancia das sementes a dessecagdo diminui
gradativamente com o decorrer das Fases I e II de embebigao, sendo perdida no inicio da Fase III.

O inicio da embebicdo (fase I) ou absor¢do de dgua ¢ um processo dirigido pelo gradiente de
potencial hidrico entre a semente e seu ambiente, sobretudo pelo potencial matricial da semente seca.
E um processo puramente fisico, que depende da ligagio da agua & matriz da semente, tal qual em
qualquer outro material, vivo ou morto, que contenha sitios de ligagdo ou de afinidade pela agua
(Castro & Hilhorst 2004). A fase II € representada pela reducdo drastica da velocidade de embebigdo e
da intensidade de respiracao (Marcos Filho 2005). O potencial osmotico se torna a forca que faz a 4gua
continuar se movendo para dentro da semente até que seja balanceada pelo potencial de turgor.
Durante a fase II, sdo ativados os processos metabolicos requeridos para o crescimento do embrido e a
conclusdo do processo germinativo (protrusdo raiz primaria). O osmocondicionamento, dependendo do
potencial hidrico da solu¢do osmocondicionadora, pode prolongar a duracdo dessa fase. A fase Il da
embebicdo ¢ marcada por um aumento no conteudo de agua da semente, que acontece devido a
absor¢ao associada ao inicio do crescimeto do embrido (Castro & Hilhorst 2004).

A embebicdo ocorre gradativamente, com o umedecimento inicial dos tecidos mais proximos
da superficie e o estabelecimento de uma “frente de hidratagdo”, a medida que a 4gua caminha para o
interior da semente (Marcos Filho 2005). As partes constituintes da semente absorvem agua com
velocidades distintas, podendo-se verificar uma dire¢do da dgua nas sementes a medida que embebem
(McDonald et al. 1994). Estudos recentes indicam que ha, aparentemente, um fluxo direcionado de
agua, dependente da espécie (Terskikh et al. 2005, Kikuchi et al. 2006, Meyer et al. 2007,
Garnczarska et al. 2007).

A captagdo de quantidade consideravel de 4gua ¢ imprenscindivel para o reinicio de atividades
metabolicas da semente apds a maturidade (Marcos Filho 2005). Dessa captacdo resulta a
intensificagdo da respiracdo e de todas as outras atividadeds metabodlicas, que culminam com o
fornecimento de energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento, por parte do eixo
embrionario (Carvalho & Nakagawa 1983).

O oxigénio ¢ considerado o combustivel necessario para oxidacdo dos materiais de reserva.
Embora fundamental, a maioria das espécies ndo exige concentracdes de oxigénio superiores a 10%
para que ocorra a oxidagdo, mas niveis inferiores podem causar problemas dependendo da fase da
germinagdo. Durante o inicio da embebicdo a energia ¢ obtida através da respiragdo anaerdbica
(Marcos Filho 2005). Essa situagdo nao persiste por um periodo prolongado. Ao atingirem

determinado grau de hidratacdo, as sementes passam a permitir a entrada do oxigénio que, dissolvido
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em agua, se difunde pelos tecidos e a respiracdo se torna aerodbica. No entanto, em solos encharcados
ou excessivamente imidos, as limitagaoes a difusdo do oxigénio podem promover a paralizagdo da
germinagdo (Marcos Filho 2005).

Supde-se que o decréscimo ou fracasso da germinagdo em condi¢des de anaerobiose se da
porque a auséncia ou escassez de oxigénio favorece a producdo de etanol nas células e este produto ¢
toxico ao metabolismo normal (Marcos Filho 2005). Porém a maioria das sementes ¢ equipada com
enzimas capazes de neutralizar o potencial toxico do etanol (Castro & Hilhorst 2004).

Okamoto & Joly (2000) relataram que sementes de Inga sessilis (Vell.) Mart., submetidos a
normoxia, hipoxia e anoxia, apresentaram 40% de germina¢do mesmo sob hipoxia. A anoxia, por

outro lado, foi letal para as sementes.

2.4. Comportamento das sementes durante o armazenamento

A agua assume importante papel no periodo de formacao e maturacao das sementes e, ao final
da maturacdo, dois tipos de comportamento sdo observados: nas sementes ortodoxas ha reducgdo
consideravel do teor de agua e, nas recalcitrantes, mantém-se o elevado teor de dgua (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 ha uma fase
intermediaria de maturacdo, na qual a semente aumenta de tamanho devido, principalmente, a
expansao celular e a deposicao de reservas. Finalmente, o desenvolvimento da maioria das sementes
termina com uma fase pré-programada da secagem de matura¢do ou dessecacdo. Caracteristicamente,
essas sementes sdo chamadas ortodoxas porque se submetem a algum grau de dessecacdo (Bewley &
Black 1994, Castro et al. 2004). Isso resulta numa redu¢do gradual no metabolismo da semente € o
embrido passa para um estado quiescente. As sementes ortodoxas sdao exclusivas quanto a tolerancia a
dessecacdo, 90 a 95% da 4gua ¢ removida durante o desenvolvimento e a dessecagcdo (Black &
Pritchard 2002).

No entanto, para as espécies com sementes recalcitrantes, pode ocorrer passagem direta da fase
de desenvolvimento para a germinativa, sem a dessecagdo, podendo germinar quando ainda esta ligada

a planta-mae (Barbedo & Marcos Filho 1998). Portanto, ndo apresentam periodo de transi¢dao entre a
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maturagdo ¢ a germinagdo e raramente apresentam dorméncia (Marcos Filho 2005). Estas tém, em
geral, periodos de vida muito limitados, morrendo devido a secagem (Castro et al. 2004).

As sementes podem ser classificadas, em relacdo ao seu comportamento no armazenamento,
como recalcitrantes, intermediarias e ortodoxas, podendo ser conservadas, respectivamente, por curto,
médio e longo prazo (Roberts 1973, Eira 1996).

A tolerancia fisioldgica das sementes a dessecacao, no periodo pos-colheita, ¢ variavel entre as
espécies. As sementes classificadas como ortodoxas toleram graus de dessecag¢do 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, ja 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 tolerdncia a dessecagdo e de
armazenamento entre as espécies classificadas como recalcitrantes (Kermode & Finch-Savage 2002).

A comparagdo entre as propriedades da dgua em embrides maduros de sementes ortodoxas e
recalcitrantes nao mostra diferengas acentuadas, levando a conclusao de que a tolerancia a dessecagao
ndo resulta apenas da quantidade de dgua estruturada, mas envolve a habilidade de perder uma
quantidade consideravel de agua (Marcos Filho 2005).

As sementes ortodoxas podem tolerar desidratacdo quase completa, o que ndo ocorre com as
sementes recalcitrantes. Apds a histo-diferenciacdo, as células de sementes ortodoxas completam os
vacuolos com proteinas, acumulam agucares, alteram a composi¢cdo da membrana, produzem proteinas
LEA (“late-embryogenesis-abundant™) e entram no estado vitreo. Essas modifica¢des hipoteticamente
seriam responsaveis por conferir tolerancia a desidratacdo. No entanto, estes mesmos processos podem
ocorrer nos mesmos graus em sementes recalcitrantes, dificultando a demonstragao de que atuariam
como protetores (Walters 2000).

A aquisicdo da tolerancia a dessecagdo ¢ um fenomeno complexo, envolvendo a interagdo de
ajustes metabolicos e estruturais, permitindo que as células resistam a perdas consideraveis de agua
sem a ocorréncia de prejuizos. A menor eficiéncia de um dos fatores envolvidos pode acarretar a
forma¢do de sementes com diferentes niveis de tolerancia; ¢, porém, impossivel a completa protegcdo
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 conservagao de germoplasma dessas espécies a

longo prazo (Castro et al. 2004).
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2. 5. Controle da mobilizacdo de agua em sementes

A 4gua tem um papel-chave no desenvolvimento e na germinacdo, a medida em que a semente
muda de um estado metabolicamente ativo para um estado inativo apds a maturacdo, por efeito da
dessecacdo, retornando depois ao estado metabolicamente ativo durante a germinag¢do (Bewley &
Black 1994, Kermode 1995).

A sobrevivéncia ou a conservacdo do potencial fisiologico durante o armazenamento dependem
diretamente da manutencdo das sementes com teor de d4gua adequado e especifico. Esse requisito estd
associado a intensidade das reagdes que caracterizam a atividade fisiologica verificada quando o teor
de agua das sementes ultrapassa os limites de seguranca, tanto para as ortodoxas como para as
recalcitrantes (Marcos Filho 2005).

As relagdes entre a ativiadade metabolica e a presenca de agua, embora fornecam subsidios
suficientes para o estabelecimento de praticas de manejo das sementes, ainda ndo estdo perfeitamente
definidas (Marcos Filho 2005).

O condicionamento fisiologico envolve a absor¢do de 4gua pela semente, sob condigdes
controladas, permitindo as atividades metabolicas das sementes durante as fases I e II da embebigao,
mas impedindo que ocorra a protrusdo da raiz primaria. Dessa maneira, ativam-se a digestdo das
reservas € a sua translocacdo e assimilagdo, para que as sementes componentes do mesmo lote
alcancem estado metabdlico relativamente uniforme quando o acesso a dgua ¢ interrompido (Castro &
Hilhorst 2004, Marcos Filho 2005).

De acordo com McDonald (1999) trés técnicas sdo empregadas para realizar o
condicionamento fisiologico de sementes: a) hidrocondicionamento, que consiste na hidratacao das
sementes apenas com a utilizagdo de 4gua; b) osmocondicionamento, envolve a hidratacdo das
sementes com solu¢des de baixo potencial osmotico, utilizam-se geralmente substancias como
polietilenoglicol (PEG), nitrato de potassio (KNO3), ortofosfato de potassio (KH,PO4) e manitol, e c)
matricondicionamento, no qual ha controle da hidratacdo das sementes utilizando material s6lido com
baixo potencial matrico como vermiculita, argila, areia ou turfa.

No condicionamento fisiologico, além do fornecimento de 4gua as sementes, devem ser
controlados, a temperatura, o suprimento de oxigénio, o pH do meio, a luminosidade e para que nao
haja colonizagdo por fungos (Heydecker & Coolbear 1977).

O osmocondicionamento (priming) baseia-se em colocar as sementes para embeber em uma

solugdo osmotica, na qual a hidratagdo acontece, mas de forma restrita, limitada, permitindo que
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alguns eventos metabolicos do processo germinativo acontegam sem que a germinagdo seja
completada (Castro & Hilhorst 2004).

No osmocondicionamento o soluto mais utilizado tem sido o polietilenoglicol 6000 (PEG
6000) por ser quimicamente inerte ¢ ndo apresentar toxidade sobre as sementes (Villela et al. 1991).

A principal desvantagem da utilizagdo de solugdo de polietilenoglicol € a possivel necessidade
de aeragdo artificial, pois a baixa solubilidade do oxigénio ¢ inversamente proporcional a concentragao
de PEG; o baixo nivel de oxigénio, induzindo a anaerobiose, favorece a producdo de etanol, toxico a
semente (Brocklehurst et al. 1984). Agentes como o manitol e outros de peso molecular mais baixo
podem ser absorvidos e metabolizados durante a germinagdo e promover efeitos toxicos (Parmar &

Moore 1996).
2.6. Armazenamento de sementes intolerantes a dessecacdo

A principal técnica de conservagdo de sementes durante o armazenamento ¢ a reducao do seu
metabolismo por meio da remocdo da dgua. Porém, sementes de varias espécies nativas apresentam
um limite letal de umidade, abaixo do qual hé perda total de viabilidade do lote, apresentando grande
dificuldade em sua conservagdo (Kohama et al. 2006). As sementes dessas espécies geralmente
apresentam atividade metabolica intensa, tanto durante sua formagao, quanto apos sua colheita, por
serem mantidas com teores de dgua relativamente elevados (Barbedo & Marcos Filho 1998, Castro et
al. 2004). Portanto, métodos alternativos para o armazenamento dessas sementes devem
obrigatoriamente considerar a redu¢do do metabolismo (Andréo et al. 2006), ou a indugdo da
tolerancia a dessecacao em sementes sensiveis, por exemplo com a adicdo de ABA. O armazenamento
de sementes com teores de 4agua relativamente altos, mas ainda insuficientes para permitir a
germinacdo, tem permitido obtencdo de resultados favordveis, embora haja dificuldades para a
manutengdo 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 acido
abscisico 10*M em camara fria, podem apresentar germinagio superior a 80% apés 40 dias. Uma
outra op¢do que comeca a se apresentar promissora para o controle do metabolismo ¢ a regulacdo da
mobilizagdo da agua na semente. Embrides de Inga vera mantidos em substratos com solugdes de PEG

a-2,4 MPa a 10°C apresentaram germinagdo superior a 80% aos 90 dias, enquanto os armazenados em
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substrato umidecido com agua pura (0 MPa), na mesma temperatura, apresentaram germinacao
inferior a 60% (Andréo et al. 2006).

Outra opg¢ao seria a desidrata¢do parcial, ou seja, a secagem até atingir o menor teor de agua
suportavel pela semente, sem acelerar a deterioragdo e manter a semente nessa condi¢ao (Marcos Filho
2005). A secagem pode ampliar a logevidade das sementes, reduzindo as reagdes metabolicas e
dificultando a acdo de microrganismos e insetos prejudiciais a sua conservagao (Carvalho &
Nakagawa 2000, Villela & Peres 2004).

A tolerancia a dessecagdo vem sendo estudada, mas, até o presente momento, as pesquisas nao
apontam para o sucesso na utilizacdo 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 fisiologica, desde
que seja reduzido o teor de dgua até niveis de 50%.

A capacidade de armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a reducao do teor de
agua das sementes estd associada a diminui¢do de temperatura do ambiente (Walters et al. 1998).
Contudo, ha espécies que ndo toleram grande reducdo da temperatura principalmente o congelamento
(Chin et al. 1989). Sementes com elevados teores de agua, ortodoxas ou recalcitrantes, sdo suscetiveis
a danos causados por temperaturas negativas, devido a formagao de cristais de gelo nos tecidos,
provocando perda da viabilidade (Fonseca & Freire 2003). A principal conseqiiéncia da formagao de
cristais de gelo ¢ a ruptura mecanica, tanto da estrutura citoplasmatica quanto da membrana celular,
pela expansdo da dgua congelada, resultando na desagregacao celular (Fujikawa 1980). Pode ocorrer,
ainda, enorme tensdo e estresse fisico em células vegetais submetidas ao congelamento. Isso porque,
durante a transicdo de fase do liquido extracelular, com a conseqiiente formacdo de gelo, ha
dessecacdo dos tecidos vegetais pela migragcdo da dgua do interior da célula para o meio extracelular

(Guy 2003).
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Germination of embryos of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington (Leguminosae)

under different stress conditions

ABSTRACT - The germination of seeds of embryos of Inga vera subsp. affinis under different stress
conditions, as temperature, flooding and drying, was analysed. Results showed that maturity stage was
important for the main stress tolerances. Embryos tolerate until 20 days of flooding, with low but
present germination until 30 days. They showed germination in an large amplitude of temperature,
where 25-30°C were the best ones. Drying was deleterious for the embryos but it depended on the
maturity stage.

Key words - temperature, seed germination, tropical tree, flooding
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Germinacao de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington

(Leguminosae) sob diferentes condicdes de estresse

RESUMO - A germinagdo de embrides de Inga vera subsp. affinis sob diferentes condi¢des de
estresse foi avaliada. Foram testadas diferentes temperaturas, niveis de secagem e imersdao em agua por
diferentes periodos. Os resultados mostraram que o estddio de maturagdo dos embrides foi
fundamental para o nivel de estresse suportado. Embrides toleraram até 20 dias de imersdo em agua,
mas com germinagdo presente até os 30 dias, embora diminuida. os embrides demonstraram ampla
faixa térmica para germinagdo, mas 25-30°C se mostraram as melhores temperaturas. A secagem foi
prejudicial mas dependeu do estadio de maturagdo dos embrides.

Palavras-chave - temperatura, germinacao de semente, espécie tropical, imersao
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Introducéo

A compreensdo dos processos fisiologicos subjacentes aos danos provocados por estresse ¢ dos
mecanismos de adaptacdo e aclimatagdo dos vegetais a estresses ambientais ¢ de grande importancia
para o meio ambiente. Em condi¢des naturais, as plantas estdo freqlientemente expostas ao estresse
ambiental, que desempenha um papel importante na determina¢do de como o solo e o clima limitam a
distribuicdo de espécies vegetais (Taiz & Zeiger 2004).

Estresses podem ocorrer ainda no inicio da vida vegetal, ou seja, na germinagdo das sementes.
A germinacdo ¢ uma seqiiéncia de eventos fisioldgicos influenciada por varios fatores intrinsecos e
extrinsecos as sementes (Borges & Rena 1993). Para que o processo de germinagdo ocorra, ¢
necessario que a disponibilidade de agua, a temperatura e a concentragdo de oxigénio no meio nao
limitem o metabolismo germinativo (Carvalho & Nakagawa 2000, Cardoso 2004). Contudo, para
espécies tropicais arboreas, principalmente as nativas do Brasil, poucos estudos sdo desenvolvidos e as
informagdes sdo, ainda, pouco conclusivas.

As diferengas entre os potenciais hidricos do solo e da semente determinam a direcdo do fluxo
de movimentacdo da dgua (Borges & Rena 1993). O processo da embebi¢cdo é puramente fisico e
depende somente da ligacdo da agua a matriz da semente, ocorrendo em qualquer material, morto ou
vivo, que contém sitios de ligacdo ou afinidade pela agua (Castro & Hilhorst 2004). A agua se move
do meio de maior potencial para o de menor (Taiz & Zeiger 2004) e potenciais hidricos muito
negativos, especialmente no inicio da embebi¢do, podem influenciar a absorcdo de agua pelas
sementes, levando a estresse hidrico e, conseqiientemente, inviabilizando a seqiiéncia de eventos do
processo germinativo (Mikusinsk 1987, Avila et al. 2007). A diminuigdo da germinagio de sementes
sob esse estresse ¢ atribuida a redugdo da atividade enzimatica, resultando em menor movimento

meristematico (Popinigis 1985, Hadas 1976 apud Avila et al. 2007).
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O oxigénio ¢ considerado necessario para a oxidagdo dos materias de reserva e, conseqiiente,
para o suprimento de energia necessario ao desenvolvimento do eixo embrionario. Ainda que
necessario, a maioria das espécies ndo exige concentracdes elevadas de oxigé€nio para que ocorra a
oxidacdo da matéria organica. Durante o inicio da embebigao a energia é obtida através da respiragdo
anaerobica. Esta situagdo ndo persiste por um periodo prolongado, pois, ao atingeirem determinado
grau de hidratagdo, as sementes passam a permitir a entrada do oxigénio que, dissolvido em agua, se
difunde pelos tecidos e a respiragdo se torna aerobica. No entanto, em solos encharcados ou
excessivamente umidos, as limitacdoes a difusdo do oxigénio podem promover a paralizacdo da
germinac¢ao (Figliolia et al. 1993, Carvalho & Nakagawa 2000, Marcos Filho 2005).

As razdes para o decréscimo ou fracasso da germinagdo em condi¢des de anaerobiose ainda
ndo sd3o bem conhecidas; supde-se que o decréscimo ou fracasso da germinagdo em condig¢des de
anaerobiose se da porque a auséncia ou escassez de oxigénio favorece a produgdo de etanol nas células
e este produto ¢ toxico ao metabolismo normal (Marcos Filho 2005).

Estudos referentes a germinagdo e ao metabolismo respiratorio de sementes de Inga sessilis
(Vell.) Mart. submetidos a normoxia, hipoxia e anoxia, mostraram que, apesar de ser uma espécie
tipica de ambientes com solos drenados, 40% germinam sob hipoxia. A anoxia, por outro lado, ¢ letal
para as sementes (Okamoto & Joly 2000).

De todos os estresses possiveis as sementes, a temperatura certamente figura entre os
principais. Na auséncia de outros fatores limitantes, a germinagdo ocorre sob limites relativamente
amplos de temperatura, cujos extremos dependem, principalmente, da espécie ¢ suas caracteristicas
genéticas, das condigdes do ambiente durante a producdo, do manejo durante e apos a colheita e da
sanidade (Marcos Filho 2005).

As temperaturas inferiores ou superiores a 6tima tendem a reduzir a velocidade do processo

germinativo, expondo as plantulas por maior periodo a fatores adversos, o que pode levar a reducdo na
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porcentagem total de germinagdo (Carvalho & Nakagawa 2000). Em fun¢ao disso, ha a necessidade de
serem determinadas temperaturas em que a eficiéncia do processo ¢ total, bem como a maxima e
minima toleradas pelas sementes (Marcos Filho 2005).

Diante do exposto, considerando a auséncia de informagdes sobre a tolerancia de embrides de
Inga vera ssp. affinis a estresses ambientais, o presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito dos
estresses hidrico, aerobico e térmico na germinac¢do, com vistas a ampliar o conhecimento sobre os

fatores limitantes a germinac¢ao dos embrides dessa espécie.

Material e Métodos

Obtencéo do material vegetal - Frutos de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington foram
coletados no més de janeiro de 2007, a partir de 10 matrizes plantadas no municipio de Santo André,
SP (23°37'S, 46°31'W) e de 20 matrizes plantadas na area pertencente ao Centro de Exposi¢des
Imigrantes, Sao Paulo, SP (23°38°S e 46°32°W), areas representadas na figura 1.

Os frutos foram levados ao Laboratorio de Sementes do Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP
(23°37'S, 46°32'W), abertos manualmente e, em seguida, realizou-se a retirada das suas sementes.
Estas foram classificadas segundo o estddio de maturag¢do, baseando-se em informacdes de Figliolia
(1993) e Barbedo (1997), sendo agrupadas em quatro estadios (figura 2). A seguir, a sarcotesta
(tegumento) que as reveste foi removida, obtendo-se os embrides excisados utilizados nos
experimentos. Os embrides foram, entdo, avaliados quanto a sua qualidade fisioldgica, por meio da
determinag@o do seu teor de agua e o seu potencial hidrico e, ainda, por testes de germinagao e vigor,

conforme descrito abaixo.
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Figura 1 — Foto de satélite da localizagdo geografica dos locais de coleta: (A) Centro de Exposigoes
Imigrantes, Sao Paulo e (B) Santo André, Sdo Paulo. Fonte: Google Earth, 2005.



Figura 2. Embrides de Inga vera ssp. affinis de diferentes estadios de maturagdo. A separagdo visual em

quatro estadios de maturagdo foi baseada nos aspectos gerais da sarcotesta das sementes. A)
sementes do estadio I sarcotesta fortemente aderida ao embrido; B) sementes do estadio II sarcotesta
pouco espessa e fortemente aderida ao embrido; C) sementes do estadio III sarcotesta espessa e D)

sementes do estadio IV, sarcotesta com maior volume.
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Tolerancia a estresse hidrico e dessecacdo - apds retirada amostra controle (sem estresse), os
embrides foram submetidos a dois niveis de estresse hidrico, -2,0 (estresse leve) e -3,0 MPa (estresse
severo). Para tanto, utilizaram-se solu¢des de polietileno glicol 6000 (PEG), calculando-se as
quantidades de PEG segundo formula descrita por Michel & Kaufmann (1973), para a temperatura de
20 °C.

Os embrides foram incubados em bandeja plastica (26,5cm comprimento x 19,5cm largura x
Scm de altura), com a base transparente e a tampa esbranquicada e opaca, com duas folhas de papel
tipo Germitest para base e uma para cobertura. Essas folhas foram previamente umedecidas com 250
ml das solucdes. Para a incubagdo, os embrides permaneceram submersos até sua metade.

As bandejas foram devidamente tampadas e mantidas no interior de camaras incubadoras tipo
BOD, com temperatura constante regulada para 20+£1°C, por 24 horas. Ao final da incubagdo, os
embrides foram lavados em agua corrente, para a retirada superficial da solugdo de PEG (Pertel et al.
2001), inclusive os embrides do controle e, em seguida, submetidos as secagens.

Ap6s a retirada de amostra sem secagem, o restante dos embrides foi submetido a secagem em
estufa, a 30£1°C com circulagdo forcada de ar (Bilia et al. 1998), até dois niveis, doravante
denominados secagem leve e secagem severa, procurando-se levar os embrides aos teores de agua de,
respectivamente, 50% e 35% (base umida), 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 estresse e de secagem, os embrides foram novamente avaliados
quanto a sua qualidade fisiologica, conforme descrito abaixo.

Tolerancia a estresse aerdbico - apés retirada de amostra controle (sem estresse aerdbico), o restante

dos embrides foi submetido a quatro niveis (periodos) de estresse aerdbico. Para tanto, foram



25

colocados em copos plasticos (200ml) contendo 75ml de agua deionizada e incubados, sob
temperatura constante de 20+2°C, por 5, 10, 20 e 30 dias.

Ao final de cada periodo, os embrides foram analisados quanto a sua qualidade fisioldgica,
conforme descrito abaixo.

Tolerancia a estresse térmico - para esse estresse, os embrides foram submetidos a testes de
germinagdo em diferentes temperaturas, desde 4°C até 38°C, com intervalos de 3°C.

Os testes de germinagdo tiveram duragdo de 45 dias, até que ndo houvesse germinagdo por dez

dias seguidos. Foram consideradas como temperaturas cardeais as limitrofes, superior e inferior, para
que ocorresse germinacao (Labouriau 1983, Marcos Filho 2005).
AvalicGes fisicas e fisioldgicas - o teor de agua dos embrides foi avaliados pelo método da estufa a
103+£2°C/17 horas ISTA (1985). O potencial hidrico dos embrides foi avaliado em potenciometro WP4
(Dewpoint PotentiaMeter, Decagon), baseando-se na temperatura de espelho no ponto de orvalho da
atmosfera, apds equilibrio higroscopico com a amostra. Para aferi¢do do potencial hidrico real dos
embrides e do potencial registrado pelo potencidmetro, amostras foram incubadas em solugdes de
polietileno glicol 6000 com diferentes potenciais osmoticos, segundo Michel & Kaufmamm (1973),
até peso constante, sendo entdo avaliadas no potenciémetro.

O teste de germinagao foi realizado em rolo de papel Germitest, com duas folhas para a base e
outra para cobertura, pré-umedecidas na propor¢do de duas vezes ¢ meia o peso do papel (Brasil
1992), colocados em germinadores Marconi tipo MA400, com circulagdo interna de agua, regulados
para a temperatura constante de 25 °C (exceto para o experimento de estresse térmico) e luz constante
(Bilia & Barbedo 1997). As avaliacdes foram realizadas a cada dois dias, sendo computados os
embrides germinados (protrusdo de raiz primdria com, no minimo, 1 cm) e as plantulas normais
(plantulas com sistema radicular e eofilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes). Particularmente

para o experimento de estresse térmico, foram também calculados o tempo médio de germinagdo e a



26

variancia desse tempo médio (Labouriau 1983) e o indice de velocidade de germinacdo (IVG),
segundo formula de Maguire (1962, apud Barbedo 1990). Como a espécie produz sementes
poliembridnicas, os embrides contidos em cada semente foram mantidos juntos em todas as
avaliagdes. Mesmo quando houve protrusdo de mais de uma raiz primaria ou surgimento de mais de
uma plantula por embrido, apenas uma raiz e¢/ou plantula por embrido foram registradas (Bilia &
Barbedo 1997).

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados - O delineamento experimental utilizado
para as avaliacdes fisiologicas foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigdes de 20 embrides
para todos os testes de todos os experimentos, exceto para estresse térmico no qual se utilizaram 50
embrides por repeti¢do. Particularmente o experimento de estresse hidrico foi realizado em esquema
fatorial 4x3x3 (estddio de maturac¢do x niveis de estresse hidrico x niveis de secagem). Os resultados
obtidos foram analisados pelo teste F ¢ as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% (Santana & Ranal 2004). Particularmente para o experimento de estresse térmico foram
ajustadas, quando pertinentes, equagdes polinomiais até o nivel de terceiro grau. A correcdo da
normalidade e da heterogeneidade dos dados em porcentagem, quando necessaria, foi feita pela

transformagdo para arc sen (x/100)*".

Resultados e Discussao

Tolerancia a estresse hidrico e dessecacgao - O teor de agua dos embrides de Inga vera ssp. affinis sem
estresse e sem secagem foi bastante elevado, sendo maior para o estadio I (76,4%) e menor para os
estadios III e IV (tabela 1). Segundo Figliolia & Kageyama (1994), as sementes de Inga uruguensis

(sinonimia da espécie utilizada no presente trabalho) tendem a perder umidade a medida que



27

amadurecem, o que poderia indicar que, do estadio I ao estadio III, no presente trabalho, os embrides

estavam amadurecendo.

Tabela 1. Teor de agua (%) e potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis, de quatro
estadios de maturagdo, sem secagem ou apds dois niveis de secagem (SemS: sem secagem; Slev:
secagem até que os embrides atingissem teor de dgua proximo a 50% de agua; Ssev: secagem até que
os embrides atingissem teor de agua proximo a 35% de 4gua), sem estresse prévio a secagem ou
submetidos a dois niveis de estresse osmotico (estresse leve: -2,0 MPa/24 horas, a 20°C; estresse
severo: -3,0 MPa/24 horas, a 20°C). Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas dentro das colunas,
entre niveis de secagem; maiusculas dentro de linhas, entre estddios de maturacdo; italico entre niveis
de estresse) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Nivel de Nivel de Estadio de maturacao dos embrides
Estresse Secagem Estadio | Estadio 11 Estadio 111 Estadio 1V
Teor de agua (%)
Sem estresse Sem secagem 76,4 aAa 71,8 aBa 66,0 aCa 66,9 aCa
Secagem leve 57,3 bAa 51,9 bBa 48,5 bBa 41,8 bCb
Secagem severa 27,6 cCb 32,5 cBa 31,4 cBCa 41,3 cAa
Estresse leve Sem secagem 73,5 aAab 68,9 aBa 62,8 aCab 61,1 aCb
Secagem leve 51,0 bAb 42 8 bCb 45,3 bBCa 48,4 bABa
Secagem severa 32,6 cAa 23,9 cBb 25,4 cBb 35,8 cAb
Estresse severo Sem secagem 70,5 aAb 68,0 aAa 61,7 aBa 62,2 aBb
Secagem leve 37,8 bBc 40,7 bBb 45,1 bAb 48,9 bAa
Secagem severa 14,2 cDc 18,6 cCc 26,2 cBc 37,7 cAab
Coeficiente de variagdo (%) 4,58
Potencial hidrico (-MPa)
Sem estresse Sem secagem 1,7 bAa 1,2 bAa 1,6 cAa 1,4bAa
Secagem leve 3,2 bBb 3,6 bBa 5,2 bBa 8,0 aAa
Secagem severa 11,0 aAb 9,2 aAc 11,2 aAb 6,3 aBb
Estresse leve Sem secagem 1,6 bAa 1,8 bAa 2,2 cAa 1,4 cAa
Secagem leve 3,8 bADb 5,0 bAa 5,5bAa 5,4 bAb
Secagem severa 10,0 aBb 16,2 aAb 14,7 aAa 8,9 aBa
Estresse severo Sem secagem 1,7 cAa 19 cAa 2,4 cAa 1,8 bAa
Secagem leve 6,1 bAa 5,4 bAa 5,3bAa 5,4 aAb
Secagem severa 52,1 aAa 28,4 aBa 13,6 aCa 7,6 aDab
Coeficiente de variagao (%) 18,14
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De maneira geral, estes teores de dgua dos embrides corresponderam a dgua retida com tensdes
proximas a -1,5MPa, porém sem tendéncias evidentes, sendo as diferencas nao significativas (tabela
1). Nessa faixa de potencial hidrico, a 4gua ¢ classificada como tipo 5 (Vertucci 1993), ou seja,
apresenta caracteristicas de uma solu¢ao diluida e ndo se liga as macromoléculas (Marcos Filho 2005).
E interessante ressaltar que, nesse nivel de hidratagdo e de disponibilidade de agua, os embrides
podem até mesmo germinar.

Considerando-se os estresses hidricos, nota-se que o estresse leve (-2,0 MPa) reduziu o teor de
agua dos embrides de todos os estadios de maturacdo (tabela 1). J& quando se considera o estresse
severo (-3,0 MPa), apenas os embrides do estadio I continuaram a perder significativa quantidade de
agua, chegando a atingir um teor de 70,5% (base timida). Esses resultados sdo, de certa forma,
interessantes pois, segundo Taiz & Zeiger (2004), a 4gua se move do meio com maior potencial para o
de menor. Como os embrides apresentavam, inicialmente, valores proximos a -1,5 MPa, seria esperado
que a maior movimentagdo de agua ocorresse justamente do estresse leve para o severo. Tal fato
poderia ser explicado, talvez, por um periodo insuficiente de exposicao as solucdes de PEG. De fato,
nota-se, pelos resultados de potencial hidrico (tabela 1) que, mesmo apds exposicao ao estresse severo
(-3MPa), os embrides mantiveram potencial hidrico entre -1,5 ¢ -2,5 MPa.

Em relacdo a secagem, apos o primeiro nivel (secagem leve) os embrides apresentaram teores
de 4agua entre 41,8% a 57,3%, o estadio I permanecendo com valor superior aos demais. Os estadios II
e III por sua vez ndo apresentaram diferencas significativa nos seus teores de agua, mas foram
superiores ao valor obtido para o estadio I'V (tabela 1). Semelhante comportamento foi observado apos
o segundo nivel de secagem (severa), desta vez o teor de agua situando-se em torno de 30-40%, com
potencial hidrico variando de -6,3MPa a -11,2MPa entre os estadios, mas todos situados dentro do tipo

3 de 4gua (Vertucci 1993).
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Os embrides de todos os estadios de maturacao apresentaram 100% de germinacgao inicial e 97-
100% de desenvolvimento de plantulas normais, valores caracteristicos para a espécie (Bilia &
Barbedo 1997, Bilia et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000). Com as secagens, contudo, notou-se
diferenga entre estes estadios. Assim, ainda que ndo tenha apresentado diferenga significativa nos
teores de agua, os estadios II e IV apresentaram reducdo na capacidade de germinagdo e no
desenvolvimento de plantulas normais ap6s a secagem leve (tabela 2).

Os embrides do estadio IV poderiam ter apresentado essa queda, ndo observada nos do estadio
II1, em fun¢do de sua maior remogao de agua (tabela 1). Contudo, os do estadio II atingiram, apos a
secagem leve, teor de agua significativamente igual aos do estddio III. Portanto, essa diferencga
observada na germiagdo sugere que o estadio II seja mais imaturo, pois sementes imaturas sao mais
sensiveis a dessecagdo (Marcos Filho 2005). O mesmo raciocinio poderia ser aplicado aos embrides do
estadio I, que perderam a capacidade de produzir plantulas normais (tabela 2).

De modo geral, observa-se, na tabela 2, que ha o comprometimento na germinacdo ¢ na
capacidade de produzir plantulas normais quando os embrides tiveram seus teores de dgua reduzidos a
valores proximos a 27% e 30%, respectivamente para germinacgao e para plantulas normais (tabelas 1 e
2), o que confirma descri¢ao de Bilia et al. (1998).

Igualmente, os embrides comecaram a perder sua viabilidade quando apresentaram agua retida
com tensdes, em média, entre -5,0 e -6,0 MPa. Nessa faixa, a agua, classificada como tipo 3 (-4 a -11
MPa), esta presente nos embrides associando-se aos sitos hidrofobicos das macromoléculas (Vertucci
1993). Além disso, sementes intolerantes a desseca¢do apresentam mecanismos de deterioragdo

quando desidratadas até esse nivel (Marcos Filho 2005).
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Tabela 2. Germinagdo e desenvolvimento de plantulas normais (%) de embrides de Inga vera ssp.
affinis, de quatro estadios de maturagdo, sem secagem ou apods dois niveis de secagem (SemS: sem
secagem; Slev: secagem até que os embrides atingissem teor de agua proximo a 50% de agua; Ssev:
secagem até que os embrides atingissem teor de dgua proximo a 35% de agua), sem estresse prévio a
secagem ou submetidos a dois niveis de estresse osmotico (estresse leve: -2,0 MPa/24 horas, a 20°C;
estresse severo: -3,0 MPa/24 horas, a 20°C). Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas dentro das
colunas, entre niveis de secagem; maiusculas dentro de linhas, entre estddios de maturacdo; itlico
entre niveis de estresse) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Nivel de Nivel de Estadio de maturacao dos embrides
Estresse Secagem Estadio | Estadio 11 Estadio 111 Estadio 1V
Germinacao (%)

Sem estresse Sem secagem 100 aAa 100 aAa 100 aAa 100 aAa

Secagem leve 93 aAa 88 bBCa 100 aAa 78 bCa

Secagem severa 0 bCa 18 cBa 20 bBCa 85 bAa

Estresse leve Sem secagem 100 aAa 100 aAa 100 aAa 100 aAa

Secagem leve 85 bABa 93 aAa 93 aAab 78 bBa

Secagem severa 0 cBa 0 bBb 0 bBb 40 cAb

Estresse severo Sem secagem 70 aBb 100 aAa 100 aAa 96 aAa
Secagem leve 18 bCb 68 bBb 88 bAb 72 bABa

Secagem severa 0 cBa 0 cBb 0 cBb 40 cAb

Coeficiente de variagdo (%) 13,12
Potencial hidrico (-MPa)

Sem estresse Sem secagem 97 aAa 100 aAa 98 aAa 100 aAa

Secagem leve 80 bBa 76 bBa 100 aAa 48 cCa

Secagem severa 0 cBa 0 cBa 0 bBCa 80 bAa

Estresse leve Sem secagem 87 aBa 100 aAa 100 aAa 92 aAb

Secagem leve 62 bBa 70 bABa 86 bAb 58 bBa

Secagem severa 0cBa 0 cBa 0cBa 15 cADb

Estresse severo Sem secagem 7 aCb 98 aAa 100 aAa 85 aBb

Secagem leve 2 aCb 44 bBb 68 bAC 37 bBa

Secagem severa 0 aAa 0cAa 0 cAa 5cAb

Coeficiente de variagao (%) 19,73
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A remocao de agua retida com tensdes abaixo de -11MPa, ou seja, agua do tipo 2 (entre -12 ¢ -
150 MPa), segundo Verticci (1993), se mostrou letal para os embrides. Essa agua, interage com os
sitios polares das macromoléculas, ligando-se através de pontes de hidrogénio. Assim, aparentemente
a remog¢ao de agua com algum tipo de ligagdo a matriz das sementes € a que provoca danos a embrides
de Inga vera ssp. affinis.

Apbs o estresse leve, os embrides sem secagem dos estadios III e IV, que ndo haviam
apresentado diferenca significativa no teor de adgua, também o fizeram com relagdo a germinagao.
Nota-se, porém, que o estadio III apresentou desenvolvimento de plantulas normais superior ao do
estadio IV apds secagem leve (tabela 2). Quando se analisa a germinagdo e o desenvolvimento de
plantulas normais dos embrides dos estadios III e IV apos estresse leve e secagem severa verifica-se
que os deste ultimo estadio apresentaram melhor comportamento. Contudo, tal fato pode ser atribuido
ao seu teor de dgua que, diferentemente do outro estadio, ndo atingiu os valores considerados letais por
Bilia et al. (1999). Assim sendo, sugere-se que o estadio III esta mais préximo do ponto de maturidade
fisioloégica do que o estadio IV, pois a tolerdncia a dessecagdo acentua-se proximo ao ponto de
maturidade fisiologica (Castro et al. 2004).

Tolerancia ao estresse aerobico - os embrides de |. vera ssp. affinis mostraram-se muito tolerantes a
submersao, ou seja, a reducdo da disponibilidade de ar. Pelos resultados observados na tabela 3 nota-se
que a submersdo em agua por até¢ 20 dias ndo modificou os principais valores de germinac¢do. Apds 30
dias de submersao, contudo, a porcentagem de germinagdo foi prejudicada, mas o maior prejuizo foi

observado na velocidade de germinagdo, visto pelo IVG (tabela 3).
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Tabela 3.Tolerancia de embrides de Inga vera ssp. affinis a submersdao em agua por diferentes
periodos, avaliada pela germinacdo, desenvolvimento de plantulas normais, velocidade e sincronismo
de germinagao. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tempo Germinacdo Desenvolvimento Indice de Primeira Variancia do
de de plantulas velocidade Contagem da tempo médio
submersao normais de Germinacdo de germinacéo
(%) (%) germinacéo (%) (dias™)
Inicial (0 dia) 100 a 98 a 3,39a 100 a 4,60 a
5 dias 98 a 92 a 2,47 ¢ 98 a 4,03 b
10 dias 98 a 90 a 2,96 b 98 a 3,48 ¢
20 dias 100 a 95a 2,58 bc 100 a 3,92 bc
30 dias 88 Db 82 a 2,01d 88 Db 4,46 ab
Coeficiente de
variagao (%) 4,01 8,40 7,10 4,01 6,13

Andréo et al. (2006) obtiveram sugnificativa ampliagdo da capacidade de armazenamento
desses embrides quando mantidos em solucdo de PEG a -2,4MPa, controlando a mobilizacao de agua e
reduzindo, provavelmente, o seu metabolismo. Contudo, foi mantido controle de aeracdo desses
embrides. No presente trabalho fica evidenciado que, de fato, apesar da grande tolerancia a submersao
dos embrides e plantulas dessa espécie (Lieberg & Joly 1993, Okamoto & Joly 2000), eles
provavelmente ndo suportariam armazenamento prolongado submersos nas solugdes de PEG.
Contudo, fica também evidenciado que tratamentos de imersao por até 20 dias ndo comprometem a
capacidade germinativa ou o vigor desses embrides.

Essa tolerancia a submersao talvez esteja relacionada a propria evolugao e selecao natural da
espécie, uma vez que sua ocorréncia ¢ freqliente as margens de rios, ou seja, areas sujeitas a
alagamentos periodicos (Bilia et al. 2003). Também pode estar relacionada a propria dispersdo natural
da espécie que, entre outros mecanismos, utiliza a dispersao pelo rio (Bilia et al. 2003).

Tolerancia a estresse térmico - as figuras 3 e 4 apresentam os resultados de germinagdo ¢ de
desenvolvimento de plantulas normais dos embrides de Inga vera ssp. affinis nas temperaturas de 7 a
38°C. Por esses resultados, ficou evidente a ampla tolerdncia térmica desses embrides para a

germinagao (acima de 60% entre 13 e 35°C, acima de 80% entre 16 e 28°C).
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Sementes de plantas nativas do Brasil podem germinar em ampla faixa térmica, dependendo do
bioma e da regido e parecem apresentar uma relagdo positiva entre a temperatura 6tima € o regime
térmico da regido de sua ocorréncia natural, mas geralmente ndo germinam acima de 45°C e abaixo de
15°C (Borghetti 2005).

Apesar dessa ampla tolerancia, hd algum prejuizo na velocidade e no sincronismo de
germinagdo, conforme demonstrado nas figuras 5, 6 e 7, identificando-se as temperaturas proximas a
25-30°C como as de germinagdo mais rapida e mais uniforme. Marcos Filho (2005) considera a
velocidade e o sincronismo de germinagdo como indicativos do vigor de lotes de sementes.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se considerar que as temperaturas de 25 a
30°C sejam as mais indicadas para apontar diferengas entre lotes de sementes de diferentes qualidades

fisiologicas e, portanto, sdo as que devem ser utilizadas nos testes de germinagao.
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Figura 3. Germinagdo de embrides de Inga vera ssp. Affinis, em func¢do da temperatura
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Figura 4. Desenvolvimento de plantulas normais de embrides de Inga vera ssp.
affinis, em fungdo da temperatura
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Figura 5. Indice de velocidade de germinagio (IVG) de embrides de Inga vera
ssp. affinis, em funcdo da temperatura.



Figura 6. Tempo médio para germinagdo de embrides de Inga vera ssp. affinis, em

y = 0,0567%- 3,1985x + 50,135
R®=0,9139

T I

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

funcdo da temperatura

Dias?

70

60 -

50 -

40 -

30 -

20 7

10 7

O_
3 16 19 22 25 28 32 35

Temperatura (°C)

Figura 7. Variancia do tempo médio para germinagdo de embrides de
Inga vera ssp. affinis, em fungio da temperatura

35



36

Agradecimentos - Os autores agradecem a Fapesp (Proc. 2005/04139-7) pelo apoio financeiro ao
projeto; a Secretaria de Educagdo do Estado de Sao Paulo/Projeto Bolsa-Mestrado, pela bolsa
concedida a M.R. Bonjovani; ao CNPq, pela bolsa de produtividade em pesquisa concedida a C.J.
Barbedo; a Prefeitura do Municipio de Santo André e ao Centro de Exposi¢des Imigrantes, pela

permissdo para as coletas de sementes.

Referéncias Bibliograficas

ANDREO, Y., NAKAGAWA, J. & BARBEDO, C.J. 2006. Mobilizagdo de 4gua e conservagio da
viabilidade de embrides de sementes recalcitrantes de inga (Inga vera Will. subsp. affinis (DC.)
T.D. Pennington). Revista Brasileira de Botanica 29:309-318.

AVILA, M.R., BRACCINL, A.L., SCAPIM, J.R.F. & SANTOS, J.L. 2007. Influéncia do estresse
hidrico simulado com manitol na germina¢dao de sementes e crescimentode plantulas de canola.
Revista Brasileira de Sementes 29:98-106.

BARBEDO, C.J. 1990. Influéncia da idade e do repouso pds-colheita de frutos na qualidade de
semetnes de pepino (Cucumis sativus L.). Dissertagdo de mestrado. Universidade Estadual Paulista,
Botucatu.

BARBEDO, C.J. 1997. Armazenamento de sementes de Inga uruguensis Hook. & Arn.. Tese de
doutorado. Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba.

BARBEDO, C.J. & CICERO, S.M. 2000. Effects of initial quality, low temperature and ABA on the
storage of seeds of Inga uruguensis, a tropical species with recalcitrant seeds. Seed Science and
Technology 28:793-808.

BILIA, D.A.C. & BARBEDO, C.J. 1997. Estudos de germina¢do e armazenamento de sementes de

Inga uruguensis Hook. et Arn. Cientifica 25:379-391.



37

BILIA, D.A.C., MARCOS FILHO, J. & NOVEMBRE A.D.C.L. 1998. Conservacao da qualidade
fisiologica de sementes de Inga uruguensis Hook. et Arn. Revista Brasileira de Sementes 20:48-54.

BILIA, D.A.C., MARCOS FILHO, J. & NOVEMBRE A.D.C.L. 1999. Desiccation tolerance and seed
storability of Inga uruguensis Hook. et Arn. Seed Science and Technology 27:77-89.

BILIA, D.A.C., BARBEDO, C.J., CICERO, SM. & MARCOS FILHO, J. 2003. Inga: uma espécie
importante para recomposicdo vegetal em florestas riparias, com sementes interessantes para a
ciéncia. Informativo ABRATES 13:26-30.

BORGES, E.E.L. & RENA, A.B. 1993. Germinagdo de sementes. In Sementes florestais tropicais
(I.B. Aguiar, F.C.M. Pina-Rodrigues & M.B. Figlioglia, eds.). ABRATES, Brasilia, p.83-135.

BORGHETTI, F. 2005. Temperaturas extremas e a germinagao das sementes. In Estresses ambientais:
danos e beneficios em plantas (R.M.C. Nogueira, E.L. Aragjo, L.G. Willadino & U.M.T.
Cavalcante, eds.). UFRPE, Imprensa Universitaria, Recife, p.207-218.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. 1992. Regras para analise de sementes.
SNDA/DNDU/CLAV, Brasilia.

CARDOSO, V.J.M. 2004. Dorméncia: estabelecimento do processo. In Germinagdo: do basico ao
aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.). Artmed, Porto Alegre, p.95-108.

CARVALHO, N.M. & NAKAGAWA, J. 2000. Sementes: ciéncia, tecnologia e producdo. 4.ed.
Funep, Jaboticabal.

CASTRO, R.D. & HILHORST, HW.M. 2004. Embebicdo e reativacdo do metabolismo. In
Germinagdo: do basico ao aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.). Artmed, Porto Alegre,
p-149-162.

CASTRO, R.D., BRADFORD, K.J. & HILHORST, H.W.M. 2004. Desenvolvimento de sementes e
conteudo de agua. In Germinacdo: do basico ao aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.).

Artmed, Porto Alegre, p.51-67.



38

FIGLIOLIA, M.B. 1993. Maturagao de sementes de Inga uruguensis Hook. et Arn. associada a
fenologia reprodutiva e a dispersdo de sementes em floresta riparia do rio Moji-Guagu, municipio
de Moji-Guagu, SP. Dissertagdo de mestrado, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

FIGLIOLIA. M.B. & KAGEYAMA, P.Y. 1994. Maturagdo de sementes de Inga uruguensis Hook. et
Arn. em floresta riparia do rio Moji-Guagu, Municipio de Moji-Guacu. Revista do Instituto
Florestal 6:13-52.

FIGLIOLIA, M.B., OLIVEIRA, E.C. & PINA-RODRIGUES, F.C.M. 1993. Analise de sementes. In
Sementes Florestais Tropicais (I.B. Aguiar, F.C.M. Pina-Rodrigues & M.B. Figliolia, orgs.).
ABRATES, Brasilia, p.137-174.

HONG , T.D. & ELLIS, R.H. 1996. A protocol to determine seed storage behaviour. Technical
Bulletin. International Plant Genetic Resources Institute, Rome.

ISTA. 1985. International rules for seed testing. Seed Science and Technology 13:356-513.

LABOURIAU, L.G. 1983. A germinagdo das sementes. OEA, Washington.

LIEBERG, S.A. & JOLY, C.A. 1993. Inga affinis DC. (Mimosaceae): germinagdo ¢ tolerancia de
plantulas a submersdo. Revista Brasileira de Botanica 16:175-179.

MARCOS FILHO, J. 2005. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. Fealq, Piracicaba.

MICHEL, B.E. & KAUFMANN, M.R. 1973. The osmotic potential of polyethylene glicol 6000. Plant
Physiology 51:914-916.

MIKUSINSK, O.M. 1987. Testes de embebicdo e germinacdo em sementes de Ipomoea
aristolochiaefolia. Revista Brasileira de Sementes 9:103-108.

OKAMOTO, JM. & JOLY, C.A. 2000. Ecophysiology and respiratory metabolism during the
germination of Inga sessilis (Vell.) Mart. (Mimosaceae) seeds subjected to hypoxia and anoxia.
Revista Brasileira de Botanica 23:51-57.

PENNINGTON, T. D. 2000. The genus Inga. Royal Botanic Gardens, Kew.



39

PERTEL, J., DIAS, D.C.F., DIAS, L.A.S. & ALVARENGA, E.M. 2001. Efeito do condicionamento
fisioldgico na germinagdo ¢ no vigor de sementes de café (Coffea arabica L.). Revista Brasileira de
Armazenamento 3 (especial):39-45.

POPINIGIS, F. 1985. Fisiologia da semente. AGIPLAN, Brasilia.

SANTANA, D.G. & RANAL, M. 2004. Analise da germinagdo: um enfoque estatistico. Ed.
Universidade de Brasilia, Brasilia.

TAIZ, L. & ZEIGER, E. 2004. Fisiologia vegetal. 3.ed. Artimed, Porto Alegre.

VERTUCCI, C.W. 1993. Predicting the optimum storage conditions for seeds using thermodynamic

principles. Journal of Seed Technology 17:41-53.



40

4. Capitulo 11

Tolerancia de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington (Leguminosae)

submetidos a secagem e a reducéo da temperatura de armazenamento

(nas normas da Revista Brasileira de Botanica)
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Tolerance of embryos of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington (Leguminosae)

submitted to the drying and to storage at low temperature.

ABSTRACT - The storage of desiccation-sensitive seeds of many species like Inga vera subsp. affinis
are difficult due to their desiccation sensitivity, since drying is one of the important mechanism of seed
conservation. Methods others that drying should be analysed for the conservation of these seeds, as
cold storage. This work was carried out to evaluate the tolerance of the I. vera embryos from different
stages of maturity to storage at cold temperatures. Non-dried embryos and both dried to -4MPa and -
6MPa were stored at temperatures from 8 to -18°C for until 45 days. Embryos were evaluated as for
water content, water potential, gemination and vigour. Results showed that, besides all embryos died
at -18°C, some cold tolerance was obtained by mature embryos dried to -4MPa when stored at -2°C.

Key words - freezing, recalcitrant, seed germination, storability, tropical tree
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Tolerancia de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington (Leguminosae)

submetidos a secagem e a reducdo da temperatura de armazenamento

RESUMO - O armazenamento de sementes de muitas espécies, como Inga vera subsp. affinis, é
dificultado pela sua sensibilidade a dessecagdo, uma vez que a secagem ¢ o principal método de
conservacdo de sementes. Métodos alternativos para essa conservagdo, como 0 armazenamento sob
baixas temperaturas, devem ser estudados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia de
embrides de I. vera de diferentes estddios de maturagao a redugdo da temperatura de armazenamento.
Os embrides foram submetidos a dois niveis de secagem, até -4,0 e -6,0MPa, além dos ndo submetidos
a secagem, seguindo-se de armazenamento por até 45 dias, nas temperaturas de 8°C a -18°C. Os
embrides foram avaliados quanto ao teor de agua, potencial hidrico, germinagao e vigor. Os resultados
permitiram observar que, embora nenhum tratamento tenha proporcionado resisténcia a temperatura de
-18°C, a secagem dos embrides maduros a -4MPa proporcionou maior tolerancia a reducdo de
temperatura até niveis de congelamento da agua (-2°C).

Palavras-chave - congelamento, recalcitrante, germinacdo de semente, armazenamento, espécie

tropical
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Introducéo

A conservacdo de uma espécie implica, entre outros aspectos, na manutencdo de sua
variabilidade genética e pode ser realizada in situ ou ex situ. Dentre as técnicas de conservacao ex situ,
a manuten¢do de germoplasma ¢ a forma mais comum e pode ser feita, por exemplo, com o
armazenamento de sementes. Contudo, a metodologia convencional de conservagao de sementes em
bancos de germoplasma freqiientemente utiliza a secagem e o armazenamento em camaras a
temperaturas abaixo de zero como forma de preservar a viabilidade das sementes, praticas nem sempre
possiveis para as sementes de muitas espécies tropicais (Barbedo & Bilia 1998, Santos 2001, Rocha
2004).

Dentre as espécies da Mata Atlantica que produzem sementes intolerantes a dessecagdo, Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington, popularmente conhecida por inga, pertence a familia
Leguminosae e ocorre desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais (Joly 1993, Figliolia & Kageyama
1994). E recomendada para plantio nas faixas mais proximas aos cursos d’agua, visando a recuperagéo
de areas degradadas (Carvalho 1994), uma vez que seu sistema radicular é pivotante, superficial, com
numerosas raizes secundarias que tém excelente atuagdo no controle da erosdo e evitando o
assoreamento (Bilia & Barbedo 1997). Suas sementes, 2 a 13 por fruto, sdo revestidas pela sarcotesta,
muitas vezes bastante adocicada (Oliveira & Beltrati 1993, Barbedo & Bilia 1997). Em condicdes
naturais, essas sementes, apos a dispersdo, perdem a viabilidade em menos de 15 dias (Carvalho 1994,
Bilia & Barbedo 1997).

Acima de determinados niveis de hidratagdo, a agua torna-se congelavel, tanto nas sementes
intolerantes a dessecacdo quanto nas tolerantes, podendo ocasionar danos devido a formacdo de
cristais de gelo nos tecidos e levando a perda da viabilidade (Fonseca & Freire 2003). A principal

conseqiiéncia da formagdo de cristais de gelo ¢ a ruptura mecanica, tanto da estrutura citoplasmatica
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quanto da membrana celular, pela expansao da dgua congelada, resultando na desagregacdo celular
(Taiz & Zeiger 2004). Pode ocorrer, ainda, enorme tensdo e estresse fisico em células vegetais
submetidas ao congelamento. Isso porque, durante a transicdo de fase do liquido extracelular, com a
conseqiiente formacdo de gelo, ha dessecacdo dos tecidos vegetais pela migragdo da dgua do interior
da célula para o meio extracelular (Guy 2003).

As sementes que toleram desidratacdo quase completa podem suportar, conseqiientemente,
temperaturas extremamente baixas, o que supostamente ndo ocorre com as sementes intolerantes a
dessecacdo. Contudo, ainda ndo foram estabelecidos os limites de redug¢do da temperatura para estas
sementes.

A aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo ¢ um fendmeno complexo, envolvendo a intera¢dao de
ajustes metabolicos e estruturais, permitindo que as células resistam a perdas consideraveis de agua
sem a ocorréncia de prejuizos. A maior ou menor eficiéncia desses fatores poderia, dessa forma,
acarretar a formagdo de sementes com diferentes niveis de tolerdncia a dessecacdo (Marcos Filho
2005). Possivelmente, tal fato poderia ocorrer, também, em relacdo a tolerancia a redugdo da
temperatura.

A baixa capacidade de manutencdo da viabilidade durante o armazenamento das sementes
intolerantes a dessecagdo vem causando problemas para a conservacdo de germoplasma dessas
espécies a longo prazo (Castro et al. 2004) e dificultando sua inclusdo em programas de restauragio
vegetal (Bilia et al. 2003). Isso porque as principais técnicas de conservacdo de sementes durante o
armazenamento envolvem a redug¢do do seu metabolismo por meio da remo¢do da agua e/ou da
reducdo da temperatura de armazenamento. Essas sementes geralmente apresentam atividade
metabolica intensa, tanto durante sua formagdo, quanto apods sua colheita (Barbedo & Marcos Filho
1998, Castro et al. 2004). Assim, métodos para o armazenamento das sementes recalcitrantes devem

obrigatoriamente considerar a redugdo do metabolismo (Andréo et al. 2006).
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Estudos realizados por Barbedo & Cicero (2000) mostraram que sementes de Inga uruguensis
armazenadas hidratadas e embebidas em solucio de 4cido abscisico 10*M, a 10°C, podem apresentar
germinag¢do superior a 80% apos 40 dias. Andréo et al. (2006), por sua vez, controlando a mobilizagdo
de dgua entre a semente ¢ 0 meio, obtiveram embrides com germinagao superior a 80% apds 90 dias
de armazenamento, também a 10°C, quando mantidos em substratos com solu¢des de PEG a -2,4 MPa.
Bilia et al. (1998), estudando os limites de tolerancia a dessecagdo dessas sementes, conseguiram
armazena-las, na mesma temperatura utilizadas por aqueles autores, por até¢ 60 dias quando o teor de
agua foi reduzido até 50%.

A capacidade de armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a reducgdo do teor de
agua das sementes esta associada a diminuicao de temperatura do ambiente (Walters 1998). Contudo,
ha espécies que nao toleram grande reducdo da temperatura principalmente o congelamento (Chin et
al. 1989). Considerando a dificuldade no armazenamento de sementes intolerantes a dessecagdo e,
ainda, o fato de ndo terem sido estabelecidos os limites inferiores de temperatura suportados por essas
sementes, no presente trabalho foram avaliados os limites de tolerdncia a baixa temperatura de
embrides de Inga vera ssp. affinis de diferentes estadios de maturagdo, com vistas a ampliar o periodo

de armazenamento das sementes dessa espécie.

Material e Métodos

Obtencéo do material vegetal - frutos de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington foram
coletados no més de janeiro de 2007, a partir de dez matrizes plantadas no municipio de Santo André,
SP (23°37' S, 46°31' W).

Os frutos foram levados ao Laboratério de Sementes do Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP

(23°37' S, 46°32' W), abertos manualmente e, em seguida, realizou-se a retirada das suas sementes.
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Estas foram classificadas segundo o estddio de maturag¢do, baseando-se em informacdes de Figliolia
(1993) e Barbedo & Cicero (2000); assim, as sementes foram agrupadas em quatro estadios conforme
a espessura da sarcotesta (tegumento) que as reveste. A seguir essa sarcotesta foi removida, obtendo-se
os embrides excisados utilizados nos experimentos. Os embrides foram, entdo, avaliados quanto a sua
qualidade fisiologica, por meio da determinacgdo do seu teor de dgua e o seu potencial hidrico e, ainda,
por testes de germinagdo e vigor, conforme descrito abaixo.

Secagem - os embrides obtidos, separados por estadio de maturagdo, apos retirada da amostra controle
(sem secagem), foram submetidos a dois niveis de secagem, em estufa a 30 + 1 °C com circulagdo de
ar forgada (Bilia et al. 1998), denominadas secagem leve e secagem severa, procurando-se levar os
embrides aos potenciais hidricos de, respectivamente, -4 ¢ -6 MPa. Para tanto, amostras de embrides
foram retiradas periodicamente e avaliadas quanto ao seu potencial hidrico, até que atingissem valores
préximos aos desejados.

Ao final de cada nivel de secagem, os embrides foram novamente avaliados quanto a sua
qualidade fisioldgica, conforme descrito anteriormente.

Temperaturas de armazenamento — apos a obteng@o dos niveis de secagem desejados, os embrides
foram embalados em sacos de polietileno (0,05 mm) fechados, etiquetados e armazenados nas
temperaturas de 8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C e -18 °C.

Apds 15, 30 e 45 dias, amostras dos embrides foram removidas das camaras de
armazenamento, mantidas em ambiente de laboratério com temperatura constante de 20 + 2 °C por 24
horas para aclimatagdo e, em seguida, avaliados novamente quanto a sua qualidade fisioldgica.
Avaliacdes fisicas e fisioldgicas - o teor de agua dos embrides foi avaliados pelo método da estufa a
103 + 2 °C/ 17 horas (ISTA 1985). O potencial hidrico dos embrides foi avaliado em potenciometro
WP4 (Dewpoint PotentiaMeter, Decagon), baseando-se na temperatura de espelho no ponto de orvalho

da atmosfera, ap6s equilibrio higroscopico com a amostra. Para afericdo do potencial hidrico real dos
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embrides e do potencial registrado pelo potencidmetro, amostras foram incubadas em solugdes de
polietileno glicol 6000 (PEG) com diferentes potenciais osméticos, segundo Michel & Kaufmamm
(1973), até peso constante, sendo entdo avaliadas no potencidmetro.

O teste de germinagdo, com 20 embrides por repeticdo, foi realizado em rolo de papel
germitest, com duas folhas para a base e outra para cobertura, pré-umedecidas na propor¢ao de duas
vezes ¢ meia o peso do papel (Brasil 1992), colocados em germinadores Marconi tipo MA400, com
circulagdo interna de dgua, regulados para a temperatura constante de 25 °C e luz constante (Bilia &
Barbedo 1997). As avaliagdes foram realizadas aos 7 e aos 14 dias, sendo computados os embrides
germinados (protrusdo de raiz primaria com, no minimo, 1 cm) e 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
avaliagdes. Mesmo quando houve protrusao de mais de uma raiz primaria ou surgimento de mais de
uma plantula por embrido, apenas uma raiz e¢/ou plantula por embrido foram registradas (Bilia &
Barbedo 1997).

A condutividade elétrica da solugdo de embebi¢do dos embrides foi avaliada em
condutivimetro de bancada Marconi CA-150, pela imersdo de 10 embrides em 75 ml de agua
deionizada, no interior de copos plasticos com capacidade para 200 ml. Estes embrides imersos
permaneceram no interior de camaras incubadoras tipo BOD, com temperatura regulada para 20°C
constante, por 24 horas, para posterior realizagdo da leitura (Barbedo & Cicero 1998).

Delineamento experimental e anélise estatistica dos dados - o delineamento experimental utilizado
para as avaliagdes fisioldgicas foi o inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes para todos os testes,
em esquema fatorial 4 x 3 x 6 (estddio de maturagdo x niveis de secagem x temperatura de
armazenamento), para cada periodo de armazenamento. 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
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2004). A corregao da normalidade e da heterogeneidade dos dados em porcentagem, quando

necessaria, foi feita pela transformagéo para arc sen (x/100)*".

Resultados e Discussao

Os embrides de |. vera dos quatro estadios de maturagdo avaliados apresentaram elevado teor
de agua inicial (55,4% a 76,8%), correspondendo a potenciais hidricos de -1,3 MPa (tabela 1),
indicando que, por ocasido da colheita, tinham ainda agua livre, ou seja, agua do tipo 5, retida em
potencial de 0 a -1,5 MPa (Vertucci 1993). As caracteristicas deste tipo de agua correspondem a
solugoes diluidas, ndo se ligando as macromoléculas e sendo suficiente para germinagdo (Vertucci &
Farrant 1995, Castro et al. 2004, Marcos Filho 2005).

As alteragdes no teor de dgua e no potencial hidrico desses embrides, decorrentes das secagens,
segundo a analise de variancia, ndo foram influenciadas pelo estadio de maturacdo. Apds a secagem
leve, os embrides apresentaram, em média, 55,3% de agua, correspondendo a dgua retida com tensoes
de cerca de -3,9 MPa (tabela 1). Nesse potencial hidrico (-1,5 a -4,0 MPa), que caracteriza ainda agua
do tipo 4 (Vertucci 1993), tem-se solucdo mais concentrada, ocupando os espagos intercapilares entre
as macromoléculas, mas ainda ndo interagindo com sua superficie.

Essa 4gua tem importancia relevante, uma vez que é favoravel a conservagdo de sementes
intolerantes a dessecagdo (recalcitrantes) e sua remogdo pode prejudicar o armazenamento das
sementes intolerantes a dessecacdo (Marcos Filho 2005), como sdo as da espécie em estudo. A
remocao dessa agua, obtida com a secagem severa, levou os embrides a teores de agua e potenciais
hidricos proximos a, respectivamente, 47% e -6 MPa (tabela 1) caracterizando, portanto, presenca
apenas de agua do tipo 3 (-4 a -11 MPa, segundo Vertucci 1993). Essa dgua se caracteriza por ja se

associar aos sitios hidrofobicos das macromoléculas, formando pontes de unido (Marcos Filho 2005).



Tabela 1. Teor de agua (%, base umida), potencial hidrico (-MPa), conteudo de matéria seca
(g/embrido) germinacdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%) e condutividade elétrica
da solugdo de embebigdo (uS.cm™.g") de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou apos dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa).
Meédias seguidas pela mesma letra (minusculas entre secagens, maiusculas entre estddios de
maturacgao) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao Médias
Secagem Estadio I Estadio II Estadio 111 Estadio IV
Teor de agua (%)
Sem secagem 76,8 70,3 65,4 55,4 67,0a
Secagem leve 60,7 57,8 53,5 49,3 55,3b
Secagem severa 51,6 48,9 46,8 42,2 474 c
Médias 63,0 A 59,0 B 552 B 49,0 C
Coeficiente de variagdo (%) 3,85
Potencial hidrico (-MPa)
Sem secagem 15 1,1 0,9 1,6 1,3c¢c
Secagem leve 3,7 3,9 3,9 4.1 39D
Secagem severa 6,0 5,6 5,2 8,1 6,2 a
Médias 3,7 AB 35B 3,3B 46 A
Coeficiente de varia¢do (%) 19,29
Conteudo de matéria seca (g/semente)
Sem secagem 0,165 aC 0,255 aB 0,339 aA 0,308 bAB
Secagem leve 0,171 aB 0,212 aB 0,364 aA 0,354 bB
Secagem severa 0,154 aB 0,201 aB 0,332 aA 0,397 aA
Coeficiente de variagdo (%) 10,65
Germinacéo (%)
Sem secagem 100 100 100 100 100 a
Secagem leve 78 100 100 95 97 a
Secagem severa 60 91 98 84 77b
Médias 85B 98 A 97 AB 96 AB
Coeficiente de variagdo (%) 15,40
Plantulas normais (%)
Sem secagem 98 aA 100 aA 98 aA 100 aA
Secagem leve 73 bB 93 aA 96 aA 71bB
Secagem severa 47 bB 76 bAB 93 aA 73 bB
Coeficiente de varia¢do (%) 12,58
Condutividade elétrica (uS/cm.qg)
Sem secagem 20,1 cB 9,8 cC 6,8 bC 34,0 bA
Secagem leve 56,0 aA 35,4 bB 12,6 abC 38,3bB
Secagem severa 36,9 bC 71,0 aA 17,7 aD 52,0 aB
Coeficiente de variagdo (%) 13,70
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Dessa forma, pode-se assumir que as secagens dos embrides dos quatro estadios de maturacao
levaram a modificagdes nas propriedades da dgua, inicialmente do tipo 5 (sem secagem), para os tipos
4 (secagem leve) e 3 (secagem severa). Contudo, ¢ importante salientar que, mesmo no maior nivel de
secagem, os embrides nao atingiram o teor critico de agua descrito por Bilia et al. (1999), ou seja,
proximo a 37%.

Ainda pelos resultados da tabela 1 pode-se verificar que os embrides do estadio I apresentaram
teor de agua superior ao dos estadios II e III e estes, por sua vez, superiores ao do estadio IV. As
modifica¢des sugerem que, do estadio I ao IV, as sementes estivessem amadurecendo pois, segundo
Figliolia & Kageyama (1994), essa reducdo no teor de agua é comum entre as sementes de Inga
uruguensis (sinonimia da espécie em estudo no presente trabalho) a medida que amadurecem.
Contudo, os resultados de conteido de matéria seca desses embrides (tabela 1) demonstram que o
maximo acumulo foi obtido ja no estadio III. Diversos autores consideram que o maximo acumulo de
matéria seca nas sementes caracteriza o ponto de maturidade fisioldgica (Carvalho & Nakagawa 2000,
Marcos Filho 2005, Mai-Hong et al. 2006). No caso das sementes em estudo, que ndo apresentam a
classica dessecagdo ao final da maturagao (Barbedo & Marcos Filho 1998), poderia-se supor, portanto,
que os embrides do estadio IV ja teriam condi¢des de iniciar o processo de germinagdo, tendo
suficientes maturidade e agua disponivel. Essa informagao concorda com a hipdtese de Faria (2006) de
que essas sementes ndo tém comportamento tipico, aproximando-se mais ao comportamento de
plantulas em crescimento. A maxima qualidade fisiologica das sementes de Inga vera ssp. affinis,
dessa forma, ocorreria bem antes de sua dispersao, hipotese considerada, também, por Mai-Hong et al.
(2006) para sementes de Mimusopis elengis L.

Considerando os resultados do teste de germinagdo dos embrides dos quatro estddios e nos trés
niveis de desidratagcdo (tabela 1), pode-se verificar que todos apresentavam, inicialmente, a mesma

capacidade em germinar e produzir plantulas normais. Com a secagem, os embrides demonstraram
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comportamento diferenciado, sendo que os do estadio III foram os {inicos a suportar a secagem severa
sem apresentar alteragcdes na germinagdo ou na capacidade de desenvolver plantulas normais (tabela
1). Tal fato reforca a idéia de que esses embrides estariam mais proximos ao ponto de maturidade
fisiologica que os dos outros trés estadios.

Para sementes de Inga uruguensis, a identificagdo do estadio de maturidade fisilogica das
sementes e, conseqiientemente, o momento ideal para a colheita s3o condigdes ideais para a
conservagao da sua viabilidade durante o armazenamento (Barbedo & Cicero 2000).

Os resultados de condutividade elétrica da solu¢do de embebicdo dos embrides, que avalia a
integridade das membranas celulares (Marcos Filho 2005), demonstraram os danos promovidos a essas
membranas com a remoc¢ao de agua, principalmente apos a secagem severa (tabela 1), uma vez que, de
modo geral, aumentaram com o progesso da secagem. De acordo com a classificacdo de Barbedo &
Cicero (1998), baseada na condutividade elétrica, no presente trabalho apenas os embrides dos
estadios II e III seriam de elevada qualidade fisiologica.

Comparando-se os resultados de germinagdo, de plantulas normais ¢ de condutividade elétrica
com os de potencial hidrico dos embrides (tabela 1) nota-se que os embrides do estadio III
(supostamente na maturidade fisiologica) com agua ainda do tipo 4 mas ja sem a do tipo 5 (secagem
leve) ndo demonstraram qualquer perda na qualidade fisioldgica.

Ja com a remog¢ao da agua do tipo 4 (secagem severa) apresentaram os primeiros sinais de
danos nas membranas (condutividade elétrica), embora sem alteracdes nos valores de germinagio,
concordando com Marcos Filho (2005) quanto a necessidade da presenca de agua do tipo 4 para
conservacdo de sementes recalcitrantes.

Apo6s 15 dias de armazenamento, notou-se que o teor de dgua (tabela 2) e o potencial hidrico
(tabela 3), em geral, ndo apresentaram grandes diferencas entre as temperaturas utilizadas e, ainda, que

o teor de 4gua inicial (tabela 1) manteve-se praticamente constante apds esse periodo de
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armazenamento (tabela 2), o potencial hidrico apresentando pequenas alteragdes (tabelas 1 e 3). Entre
os estadios de maturacgdo, os embrides do estadio I mantiveram-se mais hidratados ¢ os do estadio IV
mais desidratados (tabela 2), conforme observado inicialmente (tabela 1), comportamento semelhante
ao observado para potencial hidrico, com os embrides do estadio I apresentando maiores valores

(menos negativos) e os do IV, menores (tabelas 1 e 3).

Tabela 2. Teor de agua (%, base imida) de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturagdo, sem secagem ou apos dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial préximo a -6 MPa), apds
armazenamento por 15 dias a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias
seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, entre niveis de secagem; maitsculas dentro
de linhas, entre estddios de maturagdo; italico entre temperaturas de armazenamento) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Estadios de maturacéo Niveis de secagem
Sem secagem Secagem leve Secagem severa
Estadio I 77,8 aA 62,0 aB 52,6 aC
Estadio 11 72,7 bA 57,4bB 48,1 bC
Estéadio III 65,5 cA 54,8 bcB 47,8 bC
Estadio IV 64,2 cA 53,4 cB 435 cC
Temperaturas de armazenamento Sem secagem  Secagem leve Secagem severa
8°C 70,9 aA 57,2 aB 49,6 aC
4°C 69,4 aA 56,1 aB 49,1 aC
2°C 70,8 aA 56,5 aB 48,5 abC
-2°C 70,2 aA 56,4 aB 47,3 abC
-18°C 69,1 aA 58,4 aB 45,6 bC
Coeficiente de variagao (%) 5,01

A manutencao da viabilidade dos embrides foi influenciada pela temperatura ja nos primeiros
15 dias de armazenamento (tabela 4), demonstrando a completa intolerdncia dos embrides de qualquer
estadio e qualquer nivel de desidratagdo a -18 °C. Esse resultado ja era esperado, uma vez que todos os
embrides apresentavam agua congelavel (tipos 3, 4 e 5), ou seja, com potencial hidrico igual ou
superior a -11 MPa (Vertucci & Farrant 1995, Marcos Filho 2005). Surpreendentemente, porém, os
embrides suportaram o armazenamento a -2 °C, principalmente os do estadio III (tabela 4), inclusive

mantendo elevada capacidade de desenvolver plantulas normais (tabela 5).
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Tabela 3. Potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou apos dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial préximo a -6 MPa), apds
armazenamento por 15 dias a 5 diferentes temperaturas constantes (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C).
Meédias seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, maiusculas dentro de linhas) nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Temperatura de Estadios de maturacao
armazenamento Estadio I Estadio 11 Estéadio II1 Estadio IV
8°C 2,34 aC 2,84 abBC 3,13 aAB 3,41 aA
4°C 2,54 aC 2,74 abBC 3,18 aAB 3,35aA
2°C 2,69 aB 2,76 abB 3,37 aA 3,78 aA
-2°C 2,64 aC 2,93 aBC 3,46 aA 3,24 aAB
-18°C 2,32 aB 2,29 bB 2,45 bB 3,35aA
Niveis de secagem Estadio | Estadio II Estadio III Estadio IV
Sem secagem 1,26 cB 1,65 cAB 1,61 cAB 1,88 cA
Secagem leve 2,36 bB 2,52 bB 3,48 bA 3,25 bA
Secagem severa 3,89 aB 3,96 aB 4,25 aB 5,15 aA
Temperatura de Niveis de secagem
armazenamento Sem secagem Secagem leve Secagem severa
8°C 1,51 aC 3,02 aB 4,26 abA
4°C 1,44 aC 3,02 aB 4,39 aA
2°C 1,63 aC 3,23 aB 4,59 aA
-2°C 1,67 aC 2,99 aB 4,54 aA
-18°C 1,75 aC 2,26 bB 3,79 bA
Coeficiente de variagdo (%) 14,72

Os embrides dos estddios I e IV apresentaram reducdo nos valores de germinacdo e de
desenvolvimento de plantulas normais nas temperaturas de 2 e -2 °C (tabelas 4 e 5), principalmente
nesta ultima. Em contraste, os embrides do estadio III, submetidos a secagens leve e critica,
apresentaram tolerdncia a reducdo da temperaura para -2 °C, com germinabilidade acima dos 80%
(tabela 4), porém apenas os submetidos a secagem leve mantendo elevada capacidade de produzir

plantulas normais (tabela 5).
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Tabela 4. Germina¢do de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de maturagdo, sem
secagem ou apds dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem potencial hidrico
proéximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa), apds 15 dias de
armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias seguidas pela
mesma letra (mintsculas dentro das colunas, entre niveis de secagem; maiusculas dentro de linhas,
entre estddios de maturacdo; itdlico entre temperaturas de armazenamento) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 47 aBab 98 aAa 100 aAa 95 aAa

Secagem leve 49 aBa 93 aAa 100 aAa 62 bBa

Secagem severa 17 bBa 27 bBa 83 bAa 37 cBa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 60 aBa 93 aAa 96 aAa 71 aBb

Secagem leve 40 aCa 85 aBab 100 aAa 58 abCa

Secagem severa 7 bCab 37 bBa 73 bAa 42 bBa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 47 aAab 36 bAb 49 bAD 36 bAC

Secagem leve 44 aCa 78 aBab 95 aAa 67 aBCa

Secagem severa 10 bCa 40 bABa 64 bAa 27 bBCab
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 31 aAb 47 aAb 33 bAb 0 bBd

Secagem leve 33 aCa 66 aBb 91 aAa 13 aCh

Secagem severa 13 aCa 47 aBa 82 aAa 7 aCbc

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAc 0 aAc 0 aAc 0 aAd

Secagem leve 0 aAb 0 aAc 0 aAb 0 aAc

Secagem severa 0 aAb 0 aAb 0 aAb 0 aAc

Coeficiente de variagdo (%)

19,67
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Tabela 5. Plantulas normais desenvolvidas de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou apos dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa), apds 15
dias de armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias seguidas
pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, entre niveis de secagem; maitsculas dentro de
linhas, entre estadios de maturagdo; itdlico entre temperaturas de armazenamento) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 42 aBab 33 aAa 100 aAa 49 aBa

Secagem leve 36 aCa 82 aBa 100 aAa 7 bDa

Secagem severa 7 bABa 3 bABa 13 bAa 0 bBa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 53 aBa 89 aAa 91 aAa 42 aBa

Secagem leve 25 bCa 56 bBb 100 aAa 2 bDa

Secagem severa 0 cBa 0 cBa 24 bAa 3bBa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 40 aAab 13 bBc 42 bADb 11 aBb

Secagem leve 27 abBa 62 aAab 84 aAb 9 abBa

Secagem severa 10 bAa 7 bABa 16 cAa 0 bBa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 29 aAb 46 aAb 27 bAb 0 aBc

Secagem leve 20 aBa 45 aBb 82 aAb 0 aCa

Secagem severa 0 bBa 7 bABa 18 bAa 0 aBa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAc 0 aAc 0 aAc 0 aAc

Secagem leve 0 aAb 0 aAc 0 aAc 0 aAa

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 aAb 0 aAa

Coeficiente de variagdo (%) 31,74

O agrupamento das sementes em dois tipos, proposto inicialmente por Roberts (1973),
considera, basicamente, a intolerdncia a desseca¢do, a curta longevidade e a intolerancia as
temperaturas baixas de um grupo de sementes, entdo denominadas recalcitrantes. Esse conceito ¢
aceito, ainda, por muitos autores, acrescentando-se a categoria das intermedidrias, que também seriam
intolerantes as temperaturas de congelamento e, ainda, intolerantes a secagem até 10% de agua (Ellis
et al. 1990, Mai-Hong et al. 2006, Usberti et al. 2006). Pelos conceitos utilizados por esses autores, as
sementes de Inga vera seriam enquadradas dentre as recalcitrantes, intolerando mesmo pequenas

redugdes do teor de agua e apresentando baixa capacidade de armazenamento (ndo superando alguns
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dias em condi¢des naturais, segundo Bilia & Barbedo 1997). Contudo, por essa classificacdo tais
sementes ndo suportariam baixas temperaturas (abaixo de 15 °C), o que ndo condiz com os resultados
obtidos no presente trabalho, pois suportaram temperaturas inferiores a de congelamento da agua.
Portanto, os resultados apresentados reforcam a hipotese da existéncia de niveis de recalcitrancia
(Berjak & Pammenter 1994, Pammenter & Berjak 1999, Pammenter et al. 2003), demonstrando a
diversidade de respostas das sementes enquadradas em apenas um ou dois grupos (recalcitrantes e/ou
intermediarias). De fato, parece mais apropriado o uso da categorizagdo das sementes apenas para fins
praticos de previsao de armazenamento (Kermode & Finch-Savage 2002, Dickie & Pritchard 2002).

A secagem leve aumentou, aparentemente, a resisténcia da maioria dos embrides a redugdo da
temperatura, diferentemente da secagem severa que prejudicou, principalmente, a capacidade dos
embrides em desenvolver plantulas normais (tabela 5). Esse comportamento pode estar relacionado
com o possivel teor de agua 6timo para a redugdo da temperatura, ou seja, com agua disponivel para
prevenir os danos por dessecacdo, mas em teor de dgua baixo o suficiente para prevenir os danos por
cristalizagdo da agua pelo congelamento (Eira et al. 1999). Os resultados obtidos para
desenvolvimento de plantulas normais, principalmente os do armazenamento a 2 °C e a -2 °C (tabela
5) sugerem, também, que os embrides do estadio II foram mais tolerantes ao frio do que os do estadio
IV, talvez indicando maior vigor. Tal fato reforca a idéia de que os embrides do estadio IV foram
colhidos em fase bem posterior a sua maturidade fisiologica, conforme discutido anteriormente.

Aos 30 dias de armazenamento o teor de 4gua apresentou tendéncia a uniformizacdo por
estadio e por nivel de secagem (tabela 6), praticamente nao sendo influenciado pela temperatura de
armazenamento. O potencial hidrico, por sua vez, que também foi pouco influenciado pela temperatura
de armazenamento, apresentou tendéncia a manter-se mais negativo, para embrides submetidos a
secagem severa, € menos negativos para os ndo submetidos a secagem, ficando os submetidos a

secagem leve em posicao intermediaria (tabela 7).
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A germinagao e a producdo de plantulas normais, apos 30 dias de armazenamento, decresceram
em todos os tratamentos, inclusive com a perda completa da viabilidade para os embrides dos estadios
I, IT e IV em temperatura igual ou inferior a -2 °C (tabelas 8 e 9), demonstrando a baixa longevidade
das sementes de Inga vera ssp. affinis, conforme ja descrito por outros autores (Bilia et al. 1999,
Barbedo & Cicero 2000, Andréo et al. 2006). Apds esse periodo de armazenamento, poucos
tratamentos apresentaram valores iguais ou superiores a 50% para germinacdo ¢ desenvolvimento de
plantulas normais (estadio III, secagem leve, 8 °C, 4 °C e 2 °C; estadio IV, sem secagem ou secagem
leve, 8 °C —tabelas 8 ¢ 9). Ap6s 45 dias de armazenamento, apenas dois tratamentos (estadios Il e IV,
submetidos a secagem leve) mantiveram germinagdo ¢ desenvolvimento de plantulas normais com

valores superiores a 50% (tabelas 10 e 11).

Tabela 6. Teor de agua (%, base umida) de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou apds dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial préximo a -6 MPa), apos
armazenamento por 30 dias a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias
seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, maiusculas dentro de linhas) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de secagem Estadio de maturacao

Estadio I Estadio 11 Estadio III  Estadio IV

Sem secagem 66,3 aC 74,8 aB 66,3 aC 66,3 aC
Secagem leve 65,8 bA 60,2 bB 57,9 bC 52,7 bD
Secagem severa 55,7 cA 52,6 cB 50,4 cB 442 cC
Temperaturas de armazenamento 8°C 4°C 2°C -2°C -18°C
Teor de agua (%) 61,4AB 619A 60,3BC 594C 59,4 C

Coeficiente de variacdo (%) 3,84




Tabela 7. Potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou ap6s dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial préximo a -6 MPa),
apods armazenamento por 30 dias a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C).
Meédias seguidas pela mesma letra (mintsculas dentro das colunas, entre niveis de secagem;
mailsculas dentro de linhas, entre estddios de maturacdo; itdlico entre temperaturas de
armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 1,68 aAa 1,29 bAa 2,29 bAa 1,57 bAa

Secagem leve 2,15 aBa 3,02 aBa 476 aAa 4,16 aAa

Secagem severa 2,43 aBb 2,55 aBb 2,90 bBab 444 aAa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 1,21 bBa 2,08 aABa 1,67 cABa 2,47 bAa

Secagem leve 2,22 aBa 2,34 aBa 4,33 aAab 4,33 aAa

Secagem severa 3,05 aBab 2,30 aBb 2,84 bBb 4,98 aAa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 2,00 bAa 1,74 bAa 1,76 bAa 2,20 bAa

Secagem leve 2,37 bBa 2,69 bBa 3,27 aABab 4,19 aAa

Secagem severa 3,51 aAab 3,81 aAa 4,06 aAa 458 aAa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 1,88 bAa 1,53 bAa 1,97 bAa 2,37 bAa

Secagem leve 2,27 bBa 2,90 aBa 4,12 aAbc 4,34 aAa

Secagem severa 3,69 aBa 3,73 aABa 3,92 aABab 4,83 aAa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 1,52 cAa 1,80 bAa 2,10 bAa 2,23 cAa

Secagem leve 2,59 bAa 2,75 bAa 2,72 abAc 3,25 bAa

Secagem severa 4,18 aBa 4,06 aBa 3,36 aBab 5,50 aAa

Coeficiente de variagdo (%) 17,68




Tabela 8. Germinagdo de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de maturacgao,
sem secagem ou apods dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem potencial
hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa), apos 30
dias de armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias
seguidas pela mesma letra (mindsculas dentro das colunas, entre niveis de secagem;
mailsculas dentro de linhas, entre estddios de maturagdo; itdlico entre temperaturas de
armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 47 aBa 0bCa 0bCb 70 bAa

Secagem leve 0 bCa 0 bCa 91 aAa 80 aBa

Secagem severa 0 bBa 50 aAa 0bBb 0 cBa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 0 aCa 0 aCa 33 bAa 13 bBb

Secagem leve 0 aCa 0 aCa 57 aAb 30 aBb

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 cAb 0 cAa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 0 aBb 0 bBa 0bBb 7 bAc

Secagem leve 0 aCa 0 bCa 60 aAb 33 aBb

Secagem severa 0aCa 40 aBb 53 aAa 0 cCa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 0 aAb 0aAa 0 bAb 0 aAd

Secagem leve 0 aBa 0 aBa 33 aAc 0 aBc

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 bAb 0 aAa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAb 0aAa 0 aAb 0 aAd

Secagem leve 0aAa 0aAa 0 aAd 0 aAc

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 aAb 0 aAa

Coeficiente de variagdo (%) 22,05

59



Tabela 9. Plantulas normais desenvolvidas de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro
estadios de maturacdo, sem secagem ou apods dois niveis de secagem (leve: até que os
embrides atingissem potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem
potencial proéximo a -6 MPa), apos 30 dias de armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8
°C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas dentro das
colunas, entre niveis de secagem; maitusculas dentro de linhas, entre estddios de maturacao;
italico entre temperaturas de armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 30 aBa 0bCa 0bCb 60 aAa

Secagem leve 0 bBa 0 bBa 67 aAa 63 aAa

Secagem severa 0 bBa 47 aAa 0bBb 0 bBa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 0 aChb 0 aCa 23 bAa 7 bBb

Secagem leve 0 aCa 0 aCa 50 aAb 17 aBb

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 cAb 0 cAa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 0 aAb 0 bAa 0 bAb 0 bAc

Secagem leve 0 aCa 0 bCa 53 aAb 27 aBb

Secagem severa 0aCa 23 aBb 47 aAa 0 bCa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 0 aAb 0aAa 0 bAb 0 aAc

Secagem leve 0 aBa 0 aBa 30 aAc 0 aBa

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 bAb 0 aAa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAb 0aAa 0 aAb 0 aAc

Secagem leve 0aAa 0aAa 0 aAd 0 aAc

Secagem severa 0 aAa 0 aAc 0 aAb 0 aAa

Coeficiente de variagdo (%)
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Tabela 10. Germinagdo de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de maturagéo,
sem secagem ou apOs dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem potencial
hidrico préximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa), apos 45
dias de armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias
seguidas pela mesma letra (mintsculas dentro das colunas, entre niveis de secagem,;
mailsculas dentro de linhas, entre estddios de maturacdo; itdlico entre temperaturas de
armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturagao

secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 bAa

Secagem leve 0 aBa 0 aBa 87 aAa 60 aAa

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 bAa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 17 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 bADb 10 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 23 aAb 0 aAa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 10 aAa 0 aAa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Coeficiente de variagdo (%) 41,98

61



62

Tabela 11. Plantulas normais desenvolvidas de embrides de Inga vera ssp. affinis de quatro estadios de
maturacdo, sem secagem ou apds dois niveis de secagem (leve: até que os embrides atingissem
potencial hidrico proximo a -4 MPa; severa: até que atingissem potencial proximo a -6 MPa), apos 45
dias de armazenamento a 5 diferentes temperaturas (8 °C, 4 °C, 2 °C, -2 °C, -18 °C). Médias seguidas
pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, entre niveis de secagem; maitusculas dentro de
linhas, entre estddios de maturacdo; italico entre temperaturas de armazenamento) nao diferem entre si

pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de Estadios de maturacao

Secagem Estadio I Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
Armazenamento a 8°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 bAa

Secagem leve 0 aBa 0 aBa 87 aAa 60 aAa

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 bAa
Armazenamento a 4°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 10 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa
Armazenamento a 2°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 bAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 bADb 10 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 20 bADb 0 aAa
Armazenamento a -2°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 7 aAa 0 aAa

Armazenamento a -18°C

Sem secagem 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Secagem leve 0 aAa 0 aAa 0 aAb 0 aAb

Secagem severa 0 aAa 0 aAa 0 aAa 0 aAa

Coeficiente de variagdo (%) 41,99

De maneira geral, a secagem leve (-4 MPa) proporcionou, aos embrides de Inga vera, maior

tolerancia a redu¢ao de temperatura até niveis de congelamento da agua (-2 °C), principalmente para

os estadios II e III. Contudo, tal tolerancia nao significou melhora na capacidade de armazenamento,

uma vez que embrides armazenados a 8 °C conservaram-se por periodo superior aos armazenados sob

temperaturas inferiores. Apesar disso, a possibilidade de submeter embrides dessa espécie a

temperaturas proximas a 0 °C, sugere que seja possivel reduzir substancialmente seu metabolismo,

principal fonte de sua deterioragdo durante o armazenamento (Barbedo & Marcos Filho 1998) e, ainda,
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fomenta a possibilidade de armazena-los por periodos superiores aos maiores obtidos até o presente
momento, ou seja, 90 dias (Andréo et al. 2006).

A remocgdo de toda a 4dgua do tipo 5, ou seja, dgua livre (Vertucci & Farrant 1995, Marcos
Filho 2005), parece ser fundamental para o sucesso da redugdo da temperatura de armazenamento,
assim como a identificagdo e obtengdo de embrides com a mdaxima qualidade fisioldgica e,
principalmente, antes de iniciarem a germinagdo dentro do préprio fruto, ainda que nao visivel.

Futuros trabalhos para identificagdo desse ponto de colheita, bem como estudos associando-se
niveis e tipos de secagem a temperaturas de armazenamento, podem trazer ainda maiores beneficios. A
associacdo de outros processos de controle do metabolismo desses embrides como, por exemplo, a
utilizagdo de inibidores da germinacdo (ABA, por exemplo) e o controle da mobilizagdo de dgua (em
solugdes osmoticamente controladas, com o uso de PEG, por exemplo), ja iniciados por alguns autores
(Bilia et al. 1999, Barbedo & Cicero 2000, Faria 2006, Andréo et al. 2006), também podem trazer
beneficios. Contudo, os resultados obtidos até o presente momento sdo, ainda, insuficientes para a

adequada conservagdo da viabilidade dessas sementes durante seu armazenamento.

Agradecimentos - Os autores agradecem a Fapesp (Proc. 2005/04139-7) pelo apoio financeiro ao
projeto; a Secretaria de Educagcdo do Estado de Sao Paulo/Projeto Bolsa-Mestrado, pela bolsa
concedida a M.R. Bonjovani; ao CNPq, pela bolsa de produtividade em pesquisa concedida a C.J.

Barbedo; a Prefeitura do Municipio de Santo André, pela permissao para as coletas de sementes.

Referéncias Bibliogréaficas
ANDREO, Y., NAKAGAWA, J. & BARBEDO, C.J. 2006. Mobilizagdo de 4gua e conservagio da
viabilidade de embrides de sementes recalcitrantes de inga (Inga vera Will. subsp. affinis (DC.)

T.D. Pennington). Revista Brasileira de Botanica 29:309-318.



64

BARBEDO, C.J. & BILIA, D.A.C. 1997. Germinagao de plantulas de Inga uruguensis Hook. & Arn.
em funcdo da remocgao da sarcotesta. Informativo ABRATES 7:54-56.

BARBEDO, C.J. & BILIA, D.A.C. 1998. Evolution of research on recalcitrant seeds. Scientia
Agricola 55(especial):121-125.

BARBEDO, C.J. & CICERO, S.M. 1998. Utilizacdo do teste de condutividade elétrica para previsdo
do potencial germinativo de sementes de ingd. Scientia Agricola 55:249-259.

BARBEDO, C.J. & CICERO, S.M. 2000. Effects of initial quality, low temperature and ABA on the
storage of seeds of Inga uruguensis, a tropical species with recalcitrant seeds. Seed Science and
Technology 28:793-808.

BARBEDO, C.J. & MARCOS FILHO, J. 1998. Tolerancia a desseca¢ao em sementes. Acta Botanica
Brasilica 12:145-164.

BERJAK, P. & PAMMENTER, N.W. 1994. Recalcitrant is not an all-or-nothing situation. Seed
Science Research 4:263-264.

BILIA, D.A.C. & BARBEDO, C.J. 1997. Estudos de germina¢do e armazenamento de sementes de
Inga uruguensis Hook. et Arn. Cientifica 25:379-391.

BILIA, D.A.C., MARCOS FILHO, J. & NOVEMBRE A.D.C.L. 1998. Conservacdo da qualidade
fisiologica de sementes de Inga uruguensis Hook. et Arn. Revista Brasileira de Sementes 20:48-
54.

BILIA, D.A.C., MARCOS FILHO, J. & NOVEMBRE A.D.C.L. 1999. Desiccation tolerance and seed
storability of Inga uruguensis Hook. et Arn. Seed Science and Technology 27:77-89.

BILIA, D.A.C., BARBEDO, C.J., CICERO, SM. & MARCOS FILHO, J. 2003. Inga: uma espécie
importante para recomposicao vegetal em florestas ripdrias, com sementes interessantes para a

ciéncia. Informativo ABRATES 13:26-30.



65

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. 1992. Regras para analise de sementes.
SNDA/DNDU/CLAYV, Brasilia.

CARVALHO, P.E.R. 1994. Espécies florestais brasileiras: recomendag¢des silviculturais,
potencialidades e uso da madeira. Embrapa/CNPF, Brasilia.

CARVALHO, N.M. & NAKAGAWA, J. 2000. Sementes: ciéncia, tecnologia e producdo. 4.ed.
Funep, Jaboticabal.

CASTRO, R.D., BRADFORD, K.J. & HILHORST, H.-W.M. 2004. Desenvolvimento de sementes ¢
contetido de agua. In Germinagdo: do basico ao aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.).
Artmed, Porto Alegre, p.51-67.

CHIN, H.F., KRISHNAPILLAY, B. & STANWOOD, P.C. 1989. Seed moisture: recalcitrant vs
orthodox seeds. In Seed moisture (P.C. Stanwood & M.B.McDonald, eds.). Crop Science Society
of America, Madison, p.15-22.

DICKIE, J.B. & PRITCHARD, H.W. 2002. Systematic and evolutionary aspects of desiccation
tolerance in seeds. In Desiccation and survival in plants: drying without dying (M. Black & H.W.
Pritchard, eds.). CABI Publishing, New York, p.239-259.

EIRA, M.T.S., WALTERS, C., CALDAS, L.S., FAZUOLI, L.C., SAMPAIO, J.B. & DIAS, M.C.L.L.
1999. Tolerance of Coffea spp. seeds to desiccation and low temperature. Revista Brasileira de
Fisiologia Vegetal 11:97-105.

ELLIS, R.H., HONG, T.D. & ROBERTS, E.H. 1990. An intermediate category of seed storage
behaviour? 1. Coffee. Journal of Experimental Botany 41:1167-1174.

FARIA, J.M.R. 2006. Desiccation tolerance and sensitivity in Medicago truncatula and Inga vera

seeds. PhD Thesis, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands.



66

FIGLIOLIA, M.B. 1993. Maturagao de sementes de Inga uruguensis Hook. et Arn. associada a
fenologia reprodutiva e a dispersdo de sementes em floresta riparia do rio Moji-Guagu, municipio
de Moji-Guacu, SP. Dissertagdo de mestrado, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

FIGLIOLIA. M.B. & KAGEYAMA, P.Y. 1994. Maturagdo de sementes de Inga uruguensis Hook. et
Arn. em floresta riparia do rio Moji-Guagu, Municipio de Moji-Guagu. Revista do Instituto
Florestal 6:13-52.

FONSECA, S.C.L. & FREIRE, H.B. 2003. Sementes recalcitrantes: problemas na pos-colheita.
Bragantia 62:297-303.

GUY, C.L. 2003. Freezing tolerance of plants: current understanding and selected emerging concepts.
Canadian Journal of Botany 81:1216-1223.

ISTA. 1985. International rules for seed testing. Seed Science and Technology 13:356-513.

JOLY, A.B. 1993. Botanica: introdugdo a taxonomia vegetal. 11.ed. Ed. Nacional, Sdo Paulo.

KERMODE, A.R. & FINCH-SAVAGE, B.E. 2002. Desiccation sensitivity in orthodox and
recalcitrant seeds in relation to development. In Desiccation and survival in plants: drying without
dying (M. Black & H.W. Pritchard, eds.). CABI Publishing, New York, p.149-184.

MAI-HONG, T., HONG, T.D., HIEN, N.T., HAIL, H.H., TUNG, T.D., LE-TAM, V.T., NGOC-TAM,
B. & ELLIS, R.H. 2006. Seed development, maturation and storage behaviour of Mimusops
elengi L. New Forest 32:9-19.

MARCOS FILHO, J. 2005. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. Fealq, Piracicaba.

MICHEL, B.E. & KAUFMANN, M.R. 1973. The osmotic potential of polyethylene glicol 6000. Plant
Physiology 51:914-916.

OLIVEIRA, D.M.T. & BELTRATI, C.M. 1993. Aspectos anatdmicos dos frutos e sementes em
desenvolvimento de Inga fagifolia (Fabaceae: Mimosoideae). Revista Brasileira de Biologia

53:625-636.



67

PAMMENTER, N.W. & BERJAK, P. 1999. A review of recalcitrant seed physiology in relation to
desiccation-tolerance mechanisms. Seed Science Research 9:13-37.

PAMMENTER, N.W., NAIDOO, S. & BERJAK, P. 2003. Desiccation rate, desiccation response and
damage accumulation: can desiccation sensitivity be quantified? In The biology of seeds: recent
research advances (G. Nicolas, K.J. Bradford, D. Come & H.W. Pritchard, eds.). CABI
Publishing, Oxon/Cambridge, p.319-325.

PENNINGTON, T. D. 2000. The genus Inga. Royal Botanic Gardens, Kew.

ROBERTS, E.H. 1973. Predicting the storage life of seeds. Seed Science and Technology 1:499-514.

ROCHA, Y.T. 2004. Ibirapitanga: historia, distribuicdo geografica e conservacdo do pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam., Leguminosae) do descobrimento a atualidade. Tese de doutorado.
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

SANTANA, D.G. & RANAL, M. 2004. Andalise da germinagdo: um enfoque estatistico. Ed.
Universidade de Brasilia, Brasilia.

SANTOS, LR.I. 2001. Criopreservacdo de germoplasma vegetal. Biotecnologia, Ciéncia e
Desenvolvimento 20:60-65.

TAIZ, L. & ZEIGER, E. 2004. Fisiologia vegetal. 3.ed. Artmed, Porto Alegre.

USBERTI, R., ROBERTS. E.H. & ELLIS, R.H. 2006. Prediction of cottonseed longevity. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 41:1435-1441.

VERTUCCI, C.W. 1993. Predicting the optimum storage conditions for seeds using thermodynamic
principles. Journal of Seed Technology 17:41-53.

VERTUCCI, C.W. & FARRANT, J.M. 1995. Acquisition and loss of desiccation tolerance. In Seed
development and germination (J. Kigel & G. Galili, eds.). Marcel Dekker Inc., New York, p.237-

271.



68

WALTERS, C. 1998. Understanding the mechanisms and kinetics of seed aging. Seed Science

Research 8:223-244.



5. Capitulo 111

Inducdo da tolerancia a dessecacdo de embrides de Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D.
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Induction of desiccation tolerance of the embryos of Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D.

Penningtonn (Leguminosae)

ABSTRACT: The storage of orthodox seeds is based on their ability to tolerate desiccation to very
low water content. However, seeds of several species are intolerant to desiccation. It was demonstrated
that it is possible to establish desiccation tolerance to germinating orthodox seeds with water stress
treatments. Therefore experiments should be carried out to analyse the effects of treatments of water
stress before the drying of recalcitrant seeds. In this work, embryos of Inga vera subsp. affinis were
incubated in -1,5 and -2,0 MPa solutions, at 20°C by 24 hours, washed and dried. They showed
increasing in desiccation tolerance after dried from the original 55,4% initial water content to 44,8%
when pre-stressed at -2,0 MPa, with high values of germination, whereas non-stressed embryos had
half of the initial values of germination.

Key words: water stress, recalcitrant seed, tropical tree
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Inducdo de tolerancia a dessecacao de embrides de Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D.

Pennington (Leguminosae)

RESUMO: A metodologia convencional de conservagdo de sementes ortodoxas compreende a
desidratagdo até teores de dgua extremamente baixos. Sementes de muitas espécies, denominadas
recalcitrantes, sdo sensiveis a essa dessecacdo. Pesquisas t€ém demonstrado que, uma vez colocadas
para germinar e apés perderem a tolerancia a dessecagdo, algumas sementes ortodoxas podem
readquirir tal tolerdncia se forem submetidas a estresses hidricos. Portanto, ¢ necessario que se
desenvolvam estudos analisando a possibilidade de indugdo de tolerancia a dessecagdo nas sementes
recalcitrantes, que foi o objetivo do presente trabalho. Embrides de Inga vera subsp. affinis foram
submetidos a estresses hidricos (-1,5 e -2,0 MPa), incubados a 20°C por 24 horas, lavados em agua
corrente ¢ submetidos a secagens. A possibilidade de indugdo de tolerincia a dessecagdo desses
embrides foi demonstrada apods a redugdo do seu teor de dgua de 55,4% (inicial) para 44,8% que,
quando submetidos a estresse de -2,0 MPa, mantiveram os maiores valores de germinagdo,
desenvolvimento de plantulas normais e IVG, enquanto que os ndo submetidos ao estresse perderam
cerca de metade da sua capacidade germinativa.

Palavras-chave: estresse hidrico, semente recalcitrante, arvore tropical



72

Introducéo

A metodologia convencional de conservacdo de sementes ortodoxas, utilizada em bancos de
germoplasma, compreende a desidratagdo até teores de dgua extremamente baixos, proximos a 5%, e
armazenamento em camaras a temperaturas abaixo de zero (Santos 2001).

Sementes de muitas espécies sdo sensiveis a dessecagdo a ao congelamento e, portanto, sua
inclusdo nesses bancos muitas vezes apresenta grandes dificuldades. Inicialmente, tais sementes foram
denominadas recalcitrantes, sendo acrescentada posteriormente a categoria das de comportamento
intermediario entre as recalcitrantes e as ortodoxas (Ellis et al. 1990, Roberts 1973).

A tolerancia a dessecacdo vem sendo estudada mas, até o presente momento, as pesquisas nao
apontam para o sucesso na utilizacdo da secagem como forma de armazenar essas sementes por
periodos prolongados (Barbedo & Marcos Filho 1998). Para sementes de Inga uruguensis, por
exemplo, Bilia et al. (1998) verificaram que o teor de agua critico (abaixo do qual iniciam-se prejuizos
a qualidade das sementes) ¢ bastante elevado. Contudo, com pequenas redugdes no conteudo de agua
(até valores proximos a 50%), conseguiram armazenar as sementes em sacos de polietileno a 10°C por
até 60 dias apds a colheita (periodo quatro vezes superior ao obtido até entdo), mantendo a qualidade
fisiologica.

Pesquisas demonstraram, também, que a reducdo da temperatura de armazenamento pode ser
importante para a conservacdo dessas sementes, mas ha limites térmicos inferiores suportado pelas
sementes principalmente pelo elevado grau de hidratagcdo dos tecidos (Chin et al. 1989). Portanto,
mesmo neste caso a reducdo do teor de agua assume fundamental importancia. A capacidade de
armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a redugdo do teor de d4gua das sementes esta

associada a diminuigdo de temperatura do ambiente (Walters et al. 1998).
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Sementes ortodoxas apresentam tolerancia a desseca¢ao em periodo determinado, do final da
maturacgdo até o inicio da germinagdo. Ainda que sejam, nesse periodo, tolerantes a dessecagao, nos
demais comportam-se como as recalcitrantes ou intermediarias. As sementes ortodoxas apds algum
periodo (variavel com a espécie) de germinacdo podem, portanto, fornecer importantes informagodes
quanto a intolerancia a dessecacdo. De fato, alguns estudos sobre intolerdncia a dessecacdo sdo
realizados com sementes ortodoxas em germinagdo. Por outro lado, as mesmas sementes ortodoxas no
inicio de sua formagdo apresentam intolerancia a dessecacdo e também sdo estudadas para que se
compreenda os fatores envolvidos no processo (Barbedo & Cicero 1998, Marcos Filho 2005, Faria
2000).

Desses estudos com sementes ortodoxas em germinagdo, uma perspectiva surge com a
possibilidade de re-inducdo da tolerdncia a dessecacdo. Em outras palavras, pesquisas tém
demonstrado que, uma vez colocadas para germinar e apds pederem a tolerdncia a dessecagdo,
algumas sementes ortodoxas podem readquirir tal tolerancia se forem submetidas a estresses hidricos,
normalmente feitos com solugdes de PEG de potencial osmoético conhecido (Faria 2006). Até o
presente momento ndo estd identificada, para sementes recalcitrantes, a origem de sua intolerancia a
dessecacdo, se ndo ha genes indutores ou se ndo estdo ativos. Portanto, ¢ necessario que se

desenvolvam estudos analisando a possibilidade de indugdo de tolerancia a dessecagdo nessas

sementes, que foi o objetivo do presente trabalho.

Material e Métodos

Obtencéo do material vegetal - Frutos de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington foram

coletados no més de mar¢co de 2006 de 20 matrizes plantadas na area pertencente ao Centro de

Exposi¢des Imigrantes, Sdo Paulo, SP (23°38°S e 46°32°W).
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Os frutos foram levados ao Laboratorio de Sementes do Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP

(23°37'S, 46°32'W), abertos manualmente e, em seguida, realizou-se a retirada das suas sementes. A
seguir, a sarcotesta (tegumento) que as reveste foi removida, obtendo-se os embrides excisados
utilizados nos experimentos. Os embrides foram, entdo, avaliados quanto as suas qualidades fisicas e
fisioldgicas, por meio da determinagdo do seu teor de agua e o seu potencial hidrico e, ainda, por testes
de germinagao e vigor, conforme descrito abaixo.
Estresse hidrico e tolerancia a dessecacao - apos retirada amostra controle (sem estresse), os embrides
foram submetidos a dois niveis de estresse hidrico, -1,5 (estresse leve) e -2,0 MPa (estresse
moderado). Para tanto, utilizaram-se solu¢des de polietileno glicol 6000 (PEG), calculando-se as
quantidades de PEG segundo formula descrita por Michel & Kaufmann (1973).

Os embrides foram incubados em bandeja plastica (26,5cm comprimento x 19,5cm largura x
Scm de altura), com a base transparente e a tampa esbranquicada e opaca, com duas folhas de papel
tipo Germitest para base e uma para cobertura. Essas folhas foram previamente umedecidas com 250
ml das solucdes. Para a incubagdo, os embrides permaneceram submersos até sua metade.

As bandejas foram devidamente tampadas e mantidas no interior de camaras incubadoras tipo
BOD, com temperatura constante regulada para 20+£1°C, por 24 horas. Ao final da incubagdo, os
embrides foram lavados em agua corrente, para a retirada superficial da solugdo de PEG (Pertel et al.
2001) e, em seguida, submetidos as secagens.

Ap6s a retirada de amostra sem secagem, o restante dos embrides foi submetido a secagem em
estufa, a 30+1°C com circulagdo forcada de ar (Bilia et al. 1998), até seis niveis, doravante
denominados pelo nivel de secagem (1* a 6* secagem), procurando-se levar os embrides a teores de
agua de 50% a 20% (base umida). Para tanto, amostras de embrides foram retiradas periodicamente e
avaliadas quanto a sua massa, até que atingissem valores proximos aos desejados, utilizando a equacao

descrita por Hong & Ellis (1996).
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Ao final de cada nivel de estresse e de secagem, os embrides foram novamente avaliados

quanto a sua qualidade fisiologica, conforme descrito abaixo.
AvalicGes fisicas e fisioldgicas - o teor de agua dos embrides foi avaliados pelo método da estufa a
103+£2°C/17 horas ISTA (1985). O potencial hidrico dos embrides foi avaliado em potenciometro WP4
(Dewpoint PotentiaMeter, Decagon), baseando-se na temperatura de espelho no ponto de orvalho da
atmosfera, apds equilibrio higroscopico com a amostra. Para aferi¢do do potencial hidrico real dos
embrides e do potencial registrado pelo potencidmetro, amostras foram incubadas em solugdes de
polietileno glicol 6000 com diferentes potenciais osmoticos, segundo Michel & Kaufmamm (1973),
até peso constante, sendo entdo avaliadas no potencidmetro.

O teste de germinagdo, com 20 embrides por repeticdo, foi realizado em rolo de papel
Germitest, com duas folhas para a base e outra para cobertura, pré-umedecidas na propor¢do de duas
vezes ¢ meia o peso do papel (Brasil 1992), colocados em germinadores Marconi tipo MA400, com
circulagdo interna de adgua, regulados para a temperatura constante de 25 °C e luz constante (Bilia &
Barbedo 1997). As avaliagdes foram realizadas a cada dois dias, sendo computados os embrides
germinados (protrusdo de raiz primaria com, no minimo, 1 cm) e as plantulas normais (plantulas com
sistema radicular e eofilos desenvolvidos e sem defeitos aparentes). Foi também calculado o indice de
velocidade de germinagdo (IVG), segundo formula de Maguire (1962, apud Barbedo 1990). Como a
espécie produz sementes poliembrionicas, os embrides contidos em cada semente foram mantidos
juntos em todas as avaliagdes. Mesmo quando houve protrusdo de mais de uma raiz primaria ou
surgimento de mais de uma plantula por embrido, apenas uma raiz e/ou plantula por embrido foram
registradas (Bilia & Barbedo 1997).

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados - O delineamento experimental utilizado
para as avaliagOes fisioldgicas foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigdes para todos os

testes de todos os experimentos, em esquema fatorial 3x7 (3 niveis estresses x 7 niveis secagens). Os
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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). A corre¢do da normalidade e da heterogeneidade dos

dados em porcentagem, quando necessaria, foi feita pela transformacdo para arc sen (x/100)>.

Resultados e Discussao

Os embrides de Inga vera ssp. affinis sem estresse e sem secagem tinham, inicialmente, teor de
agua bastante elevado, de 55,4% (tabela 1). Este teor de agua, como era esperado (Marcos Filho 2005),
correspondeu a agua retida com tensdes proximas a -1,5 MPa (tabela 1), sendo classificada como tipo
5 (Vertucci 1993), ou seja, apresenta caracteristicas de uma solugao diluida.

Com a secagem, os embrides apresentaram reducdo significativa no teor de adgua apenas a
partir da 2% secagem, ou seja, quando tiveram teor de dgua reduzido para valores iguais ou inferiores a
44,8%, chegando a 22,4% apds a ultima secagem secagem (tabela 1). Essas secagens proporcinaram
modificac¢des nas propriedades da dgua, chegando ao tipo 2 (Vertucci 1993), ou seja, d4gua que interage
com a matriz celular (Marcos Filho 2005).

Um aspecto importante a ser ressaltado, com a secagem dos embrides, ¢ que a completa
remocao de agua livre, ou seja, do tipo 5 (Vertucci 1993), considerada ndo fundamental mesmo para
sementes recalcitrantes (Castro et al. 2004), ndo prejudicou sua capacidade germinativa (tabelas 1 ¢ 2).
De fato, aparentemente a remogao desse tipo de dgua chegou a proporcionar aumentos na capacidade

germinativa dos embrides, passando de 44% a 82% (tabela 2).
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Tabela 1. Teor de agua (%, base umida) e potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera ssp.

affinis submetidos a sete niveis de secagem, antes ou apOs serem submetidos a estresse hidricoa -1,5 e

-2,0 MPa, a 20 °C, por 24 horas.

Niveis de secagem

Nivel de estresse

Sem estresse -1,5 MPa -2,0 MPa
Teor de agua (%)
Inicial 55,4 aA 56,6 aA 53,8 aA
1* secagem 52,1 aA 50,3 bA 53,7 aA
2% secagem 44 8 bA 41,8 cA 45,7 bA
3% secagem 38,7 cA 36,0 dA 39,6 cA
4* secagem 34,1 cdA 32,9dA 34,9 cA
5* secagem 31,2 dA 24,3 ¢B 29,3 dA
6" secagem 22,4 eA 19,0 fB 22,6 eA
Coeficiente de variagdo (%) = 3,49
Potencial hidrico (-MPa)

Inicial 1,5aA 1,2 aA 1,3 aA
1% secagem 3,3bA 4,0 bA 3,9 bA
2% secagem 6,1 bcA 7,7 cA 5,6 bcA
3% secagem 8,9 bcdA 9,7 cA 5,5 cdA
4% secagem 10,9 cdeA 9,0 cdA 11,8 cdA
5% secagem 15,7 deB 23,3 cdA 13,9dB
6* secagem 30,1¢eB 38,0 dA 25,2 dB

Coeficiente de variagado (%) = 29,83
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Tabela 2. Germinagdo, desenvolvimento de plantulas normais (%) e indice de velocidade de
germingdo (IVG) de embrides de Inga vera ssp. affinis submetidos a sete niveis de secagem, antes ou

apos serem submetidos a estresse hidrico a -1,5 e -2,0 MPa, a 20 °C, por 24 horas.

Niveis de secagem Nivel de estresse
Sem estresse -1,5 MPa -2,0 MPa
Germinacéo (%)
Inicial 44 bcB 82 aAB 58 bB
1% secagem 82 aB 90 aA 95 aA
2% secagem 62 bB 51bB 88 aA
3% secagem 38 cdAB 24 cB 46 bA
4* secagem 20 dA 0dB 21 cA
5% secagem OeA 0dA 0dA
6" secagem OeA 0dA 0dA

Coeficiente de variagdo (%) = 17,58
Desenvolvimento de plantulas normais (%)

Inicial 21 cdB 55 bA 39 bA
1% secagem 65 aB 79 aB 90 aA
2% secagem 52 abB 36 beB 78 aA
3% secagem 34 bcA 18 cB 38 bcA
4% secagem 15 dA 0dB 18 cA
5* secagem OeA 0dA 0dA
6" secagem OeA 0dA 0dA
Coeficiente de variagdo (%) =21,46
IVG

Inicial 1,07 cC 5,89 aA 2,32 cB
1% secagem 3,91 aB 4,29 bB 5,62 aA
2% secagem 2,51 bA 1,54 cC 3,50 bA
3% secagem 1,12 cAb 0,72 dB 1,38 dA
4% secagem 0,41 cdA 0dA 0,47 eA
5% secagem 0dA 0dA OeA
6" secagem 0dA 0dA OeA

Coeficiente de variacdo (%) = 20,99

Por outro lado, quando houve remocao de agua do tipo 4, restando apenas agua do tipo 3, os
embrides manifestaram evidente queda na germinagdo e no vigor (tabelas 1 e 2).

O estresse hidrico pela incubagdo em PEG ndo chegou a promover alteragdes no teor de dgua
dos embrides nem no seu potencial hidrico (tabela 1). Além disso, mesmo apos a incubacdo dos
embrides no estresse moderado (-2,0 MPa) nota-se que, de maneira geral, ndo houve grande alteragao

no teor de agua ou no potencial hidrico entre os niveis de secagem (tabela 1).
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Antes das secagens, os estresses leve (-1,5 MPa) e moderado (-2,0 MPa) promoveram aumento
significativo na germinagao e na capacidade de produzir plantulas normais dos embrides sem secagem.
O estresse leve (-1,5 MPa) aparentemente promoveu o mesmo efeito na germinacao da la secagem
(tabelas 1 e 2). Curiosamente, o estresse moderado (-2,0 MPa) parece ter promovido algum ganho em
tolerancia a dessecacdo, pois comparando-se os dados de teor de dgua e de potencial hidrico dos
embrides submetidos ou ndo ao estresse moderado (estatisticamente iguais, tabela 1), ap6s a la
secagem nota-se que estes apresentaram germinagdo e vigor inferiores aqueles (tabela 2). Tal fato ¢
comum para sementes recalcitrantes (Castro et al. 2004, Marcos Filho 2005).

De modo geral, observa-se, na tabela 2, que ha o comprometimento na germinacdo ¢ na
capacidade de produzir plantulas normais quando os embrides tiveram seus teores de dgua reduzidos a
valores proximos a 30% (tabelas 1 e 2), o que corrobora com os resultados obtidos por Bilia et al.
(1998). Esses valores corresponderam a agua retida com tensdes de aproximadamente -9,0MPa (tabela
1), ou seja, a agua classificada como tipo 3 (-4 a -11 MPa) que, nos embrides, provavelmente esta
associada aos sitos hidrofobicos das macromoléculas (Vertucci 1993). Além disso, sementes
intolerantes a dessecacdo apresentam mecanismos de deterioragdo quando desidratadas até esse nivel
(Marcos Filho 2005). De maneira geral a remog¢ao de dgua retida com tensdes abaixo de -11 MPa, ou
seja, agua do tipo 2 (entre -12 e -150 MPa, segundo Vertucci 1993), no presente trabalho, se mostrou
letal para os embrides. Essa agua interage com os sitios polares das macromoléculas, ligando-se
através de pontes de hidrogénio. Assim, aparentemente a remocao de agua com algum tipo de ligagdo
a matriz das sementes ¢ a que provoca danos a embrides de Inga vera ssp. affinis.

Finalmente, a possibilidade de indugdo de tolerancia a dessecagdo em embrides de Inga vera
ssp. affinis foi demonstrada ap6s a 2a secagem, quando os embrides tiveram reducdo do seu teor de
agua de 55,4% para 44,8% (tabela 1) que, segundo Bilia et al. (1999), ja causaria prejuizos a sua

qualidade fisioldgica, confirmado no presente trabalho para embrides ndo submetidos a estresse (tabela
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2). Contudo, quando submetidos a estresse leve (-2,0 MPa), esses embrides mantiveram os maiores
valores de germinagdo, desenvolvimento de plantulas normais e IVG (tabela 2). Tais resultados
assumem importancia ainda maior pelo fato de que, nesse nivel de hidratacdo, toda a dgua do tipo 4
havia sido removida, restando apenas agua do tipo 3 que, para muitos autores, representaria algum
grau de deterioracdo as sementes recalcitrantes.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo permitem, ainda, considerar que as sementes de
Inga vera ssp. affinis possam, apos algum tratamento de estresse, tolerar os niveis de dessecagdo
suportados pelas sementes ortodoxas. Contudo, tais resultados indicam a necessidade de estudos
aprofundando os efeitos do estresse hidrico sobre as sementes. Neste caso, vale ressaltar os
importantes resultados de re-indugdo da tolerdncia a dessecacdo obtidos para sementes ortodoxas,
como Medicago truncatula (Faria 2006), também com tratamentos de estresse osmatico previamente a

secagem.
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6. Considerac0es Finais

Com o desmatamento da Mata Atlantica, ¢ indispensavel a criagdo de bancos de germoplasma
desse bioma para programas de revegetacdo e conservagdo do patrimonio genético. Porém, existem
duas formas de conservacdo, a in situ, aquela realizada dentro dos proprios ecossistemas e habitats
naturais conservados ¢ a ex Situ, onde ha a manutengao de amostras de organismos fora de seu habitat
natural.

A conservacdo de sementes ¢ a forma mais comum de conservagao ex Situ, e a principal técnica
de conservacdo de sementes durante o armazenamento ¢ a redu¢do do seu metabolismo por meio da
remocao de agua. Porém, sementes de varias espécies nativas apresentam um limite letal de umidade,
abaixo do qual ha perda total de viabilidade do lote, apresentando grande dificuldade em sua
conservacao.

Tais sementes sdo denominadas recalcitrantes e, geralmente, apresentam atividade metabdlica
intensa por serem mantidas com teores de agua elevados.

A secagem ¢ uma opg¢ao que pode ampliar a longevidade das sementes, reduzindo as reagdes
metabolicas. Bilia et al. (1998), estudando os limites de tolerancia a dessecac¢do 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 fisiologica, desde que seja reduzido o teor de agua até niveis de 50%.
Estudos realizados por Barbedo & Cicero (2000) mostraram que as sementes de elevada qualidade de
Inga uruguensis, quando armazenadas hidratadas e embebidas em solu¢do de acido abscisico 10*M
em camara fria, podem apresentar germinacdo superior a 80% ap6s 40 dias. Contudo, tais pesquisas
ndo foram, ainda, suficientes para preservar tdo amplo germoplasma nativo do Brasil.

Uma opc¢ao que comega a se mostrar promissora para o controle do metabolismo ¢ a regulacao
da mobilizacdo de dgua na semente. Embrides de Inga vera mantidos em substratos com solucdes de
PEG a -2,4 MPa a 10°C apresentaram germinacdo superior a 80% aos 90 dias, enquanto os
armazenados em substrato umedecido com dgua pura (0 MPa), na mesma temperatura, apresentaram
germinagao inferior a 60% (Andréo et al. 2006).

A capacidade de armazenamento ¢ ampliada para muitas espécies, quando a reducdo do teor de
agua das sementes estd associada a diminuicdo de temperatura do ambiente. Contudo, hé espécies que
ndo toleram grande redugdo da temperatura, principalmente o congelamento. Uma espécie intolerante
a dessecacdo ¢ a redugdo de temperatura, presente na Mata Atlantica, é Inga vera ssp. affinis.

Visando a ampliar a conservacao da qualidade fisiologica de embrides de I. vera durante o

armazenamento, submeteram-se embrides, em diferentes estadios de maturagao, a diferentes condicoes
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de estresses. Nota-se que, apos a aplicagdo de secagem e estresse hidrico, embrides maduros
apresentaram um aumento na tolerancia a dessecacdo e a reducdo da temperatura a niveis de
congelamento; porém, ndo proporcionou aumento significativo no periodo de armazenamento.
Contudo, criaram-se novas perspectivas quanto a conservacao de sementes sensiveis a dessecacdo e a

redugdo da temperatura.

7. Conclustes

Os estudos realizados permitem concluir que:
v' Embrides de Inga vera ssp. affinis suportam redu¢io de temperatura até -2°C;
v Esses embrides sdo dispersos apds sua maturidade fisiologica, ja em inicio de germinagao;
v' Estresses hidricos diminuem a sensibilidade dos embrides de I. vera a dessecacdo, indicando a
possibilidade de ampliacdo da tolerancia a dessecagdo desses embrides e, conseqiientemente,

de sua conservag@o no armazenamento.
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