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BASES FISIOLOGICAS
PARA A CONSERVACAO A LONGO PRAZO
DE SEMENTES DE Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze

RESUMO - E essencial conhecer o comportamento fisiolégico das sementes,
para que se possa definir a técnica apropriada para o armazenamento seguro. Contudo,
um dos principais problemas ¢ a falta de informacdes precisas sobre esse assunto, para
muitas espécies florestais nativas do Brasil. O teor de agua das sementes e a
temperatura do ambiente de armazenamento sdo fatores decisivos para a conservacao
da qualidade fisiolégica das sementes. Este trabalho teve como objetivo geral estudar a
possibilidade de conservar as sementes de Cariniana legalis a longo prazo, com vistas
ao armazenamento em bancos de germoplasma. Os objetivos especificos foram: (a)
estudar a tolerancia das sementes a desidratacao e hidratagdo com o uso de solucdes
salinas saturadas; (b) classificar o comportamento fisiol6gico das sementes em relacéao
ao armazenamento e (c) avaliar a qualidade fisiolégica das sementes armazenadas
com diferentes teores de agua durante 360 dias em freezer (-20°C) e em nitrogénio
liquido (-196°C). Concluiu-se que (a) a construgdo da isoterma de sor¢ao com solucoes
salinas saturadas foi eficiente para determinar diferentes teores de agua de equilibrio;
(b) as sementes toleram a desidratacdo e suportam temperaturas inferiores a zero,
apresentando comportamento ortodoxo; (c) o teor de agua mais adequado para o
armazenamento das sementes no freezer € no nitrogénio liquido foi de 3,7%; (d) as
sementes armazenadas com esse teor de agua se conservaram melhor no nitrogénio
liquido; (e) a criopreservagao das sementes desidratadas evidenciou a possibilidade de

armazenar a longo prazo as sementes de C. legalis em bancos de germoplasma.

Palavras-Chave: jequetiba-rosa, armazenamento, criopreservagao, semente florestal,

solugdes salinas saturadas, teor de agua.
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PHYSIOLOGICAL BASES
FOR LONG-TERM PRESERVATION OF
Cariniana legalis (MART.) O. KUNTZE SEEDS

SUMMARY - The understanding of the physiological behavior of seeds is
essential to define the appropriated safe storage technique. However, one of the main
problems, for many Brazilian native forest species, is the lack of accurate information
about this issue. The seeds moisture content and storage temperature are crucial
factors for the preservation of the physiological quality of the seeds. The general
objective of the present work was to study the possibility of a long term conservation of
Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze seeds, in a germplasm bank. The specific objectives
were: (a) study the seeds tolerance to dehydration and hydration using saturated saline
solutions; (b) classify the physiological behavior of the seeds regarding the storage and
(c) evaluate the physiological quality of the seeds with different moisture contents for
360 days in freezer (-20°C) and liquid nitrogen (-196°C). The results showed that (a) the
construction of the isotherm sorption with saturated saline solutions was efficient to
determine different levels of water balance; (b) seeds tolerate dehydration and negative
temperature, presenting an orthodox behavior; (c) the most suitable moisture content for
seed storage in freezer and liquid nitrogen was of 3,7% (d) the seeds stored with this
moisture content were better preserved in liquid nitrogen; (e) the cryopreservation of C.

legalis dried seeds showed the possibility of long-term storage in germplasm banks.

Keywords: jequetiba-rosa, storage, cryopreservation, forest seed, saturated saline

solutions, moisture content.



1. INTRODUCAO

O Brasil possui a flora mais rica em espécies do mundo; porém, 0s
remanescentes florestais encontram-se drasticamente perturbados, devido a exploragao
descontrolada executada pelo homem nas ultimas décadas. O desaparecimento das
espécies vegetais, em sua area de ocorréncia, impossibilita a regeneragao natural e a
sobrevivéncia de futuras geragdes, causando sérios problemas ambientais. Algumas
alternativas para amenizar essa situacado sao a colheita e 0 armazenamento adequado
das sementes, visando o reflorestamento de areas devastadas.

Com o armazenamento adequado, é possivel conservar as sementes das
espécies ainda remanescentes em bancos ativos de germoplasma, preservando o0s
recursos genéticos e proporcionando sustentabilidade aos programas de recuperacao
dos ecossistemas degradados. Para que essa pratica seja adotada, é necessaria a
disponibilidade de sementes com boa qualidade, especialmente no aspecto fisioldgico,
bem como o conhecimento do comportamento fisiolégico das sementes em relagéo ao
armazenamento. Entretanto, um dos principais problemas é a falta de informacdes
precisas sobre esse assunto, para muitas espécies florestais nativas do Brasil.

ROBERTS (1973) inicialmente classificou as sementes quanto ao
comportamento fisioldgico durante o0 armazenamento em duas categorias: recalcitrantes
e ortodoxas. Sementes recalcitrantes sao aquelas que ndao podem ser desidratadas
abaixo de um teor de agua relativamente elevado (12 a 31%) e nao suportam o
armazenamento em baixa temperatura, na qual ocorrem danos fisiolégicos. Sementes
ortodoxas sdo aquelas que podem ser desidratadas a baixo teor de agua (2 a 5%),
podendo permanecer armazenadas em temperatura baixa sem serem fisiologicamente
danificadas. Posteriormente, ELLIS et al. (1990, 1991a, 1991b) verificaram que
sementes de algumas espécies apresentam comportamento fisiolégico que nao se
enquadra no grupo das recalcitrantes nem no das ortodoxas, sugerindo uma terceira
categoria. Essas sementes foram classificadas como intermediarias, que podem ser
desidratadas até 8 a 11% de agua e armazenadas a médio prazo, geralmente em

temperatura superior a zero grau.
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Dessa forma, o teor de dgua das sementes e a temperatura do ambiente de
armazenamento sdo fatores decisivos para a conservagao da qualidade fisiologica das
sementes. HONG & ELLIS (1996) salientaram que, para definir o comportamento das
sementes para fins de armazenamento, é fundamental estudar a tolerdncia a
dessecacao e a temperatura inferior a zero.

O uso de solugcdes salinas saturadas permite estudar as relacbes entre a
umidade relativa do ar, a temperatura e o grau de umidade de equilibrio das sementes,
bem como construir as isotermas de sorgao (relagcao entre a umidade relativa do ar e o
grau de umidade das sementes, em determinada temperatura), estudar a tolerancia das
sementes a desidratacao, classificar as sementes quanto ao comportamento fisiolégico
durante o armazenamento, definir o nivel critico de 4gua das sementes com vistas ao
armazenamento em diferentes temperaturas, verificar como a longevidade é afetada
pela retirada de agua das sementes e estudar a deterioragdo controlada das sementes
(MEDEIROS, 2006). Contudo, sdo escassos os trabalhos de pesquisa desenvolvidos
com espécies arboreas nativas do Brasil utilizando solugdes salinas saturadas.

A criopreservagao, ou seja, o armazenamento em nitrogénio liquido a —196°C,
oferece potencial para a conservacdo de sementes de determinadas espécies, sem
limite de tempo (KARTHA, 1985). Nessa temperatura, os processos metabdlicos das
sementes estariam essencialmente reduzidos e as fontes de deterioracdo imensamente
diminuidas ou até cessadas, sugerindo uma preservacdo “infinita”. Nas condi¢des
convencionais de conservacao a longo prazo (teor de agua das sementes de 4 a 6% e
temperatura de armazenamento de -18°C), o metabolismo ainda ocorre e a viabilidade
pode ser comprometida (STANWOOD & BASS, 1981). No entanto, para adotar a
criopreservagao, € necessario avaliar a resposta fisiolégica das sementes a
desidratacao, uma vez que o conteudo de agua é o fator mais critico relacionado com o
armazenamento em nitrogénio liquido (STANWOOD, 1980).

Outro fator que afeta a conservagéo das sementes € a sua composi¢ao quimica.
Devido a instabilidade quimica dos lipidios, as sementes lipidicas se deterioram mais
rapidamente do que as amilaceas e protéicas (HARRINGTON, 1972). HU et al. (1998)

constataram uma relacao inversa entre o teor de 4gua de equilibrio apos a desidratacéao
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e o teor de lipidios existente nas sementes, ja relatado anteriormente por VERTUCCI &
ROOS (1990).

A desidratacao esta envolvida com os tipos de dgua existente nas sementes, que
sao identificados com base no potencial hidrico e no modo de ligacdo da 4gua com as
macromoléculas (VERTUCCI, 1993; VERTUCCI & FARRANT, 1995). Durante a
desidratacdo pode haver danos nas membranas celulares das sementes (BERJAK &
PAMMENTER, 2000).

A Floresta Atlantica € um dos ecossistemas com maior biodiversidade do planeta
e entre as espécies arbdreas que ocorrem nesse bioma, merece atencdo Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze (jequetiba-rosa), pelo elevado potencial de uso na recuperacao
de areas cujos ecossistemas estejam degradados, além de ser importante planta
medicinal (LORENZI, 2002). Embora esteja ameagada de extincdo (IUCN, 2008), na
literatura as informacgdes sobre 0 armazenamento de suas sementes sdo escassas.

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a possibilidade de conservar as
sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze a longo prazo, com vistas ao
armazenamento em banco de germoplasma. Entre os objetivos especificos, foi estudar
a tolerancia das sementes a desidratagdo e hidratagdo com o uso de solugdes salinas
saturadas; classificar o comportamento fisiologico das sementes em relagdo ao
armazenamento; e avaliar a qualidade fisiolégica das sementes com diferentes teores
de agua, armazenadas durante 360 dias em freezer (-20°C) e em nitrogénio liquido
(-196°C).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas da espécie estudada

Cariniana legalis (Martius) O. Kuntze € uma espécie arbdrea pertencente a
familia Lecythidaceae, com distribuicdo geografica restrita ao litoral da regido nordeste
do Brasil e aos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (CARVALHO, 2005). Arvore
simbolo do estado de Sao Paulo ocorre nas baixadas e encostas Umidas, em pequenos
grupos, no estrato superior da Floresta Ombréfila Densa, na formacéo Baixo-Montana e
na Floresta Estacional Semidecidual (NOGUEIRA, 1977; CARVALHO, 2005). A arvore
€ semicaducifélia e possui tronco reto, com fuste de até 50 m de altura e diametro a
altura do peito de até 1 m, e copa em forma de guarda-chuva (RIZZINI, 1978; REITZ,
1981).

Segundo CARVALHO (2005), no estado de Sao Paulo o florescimento ocorre de
dezembro a margo e os frutos amadurecem de maio a outubro. O processo reprodutivo
se inicia em torno de 20 anos de idade, em plantios. O fruto é um pixidio capsular
alongado e lenhoso, com aproximadamente 7,0 cm de comprimento e 2,5 cm de
didmetro, encimado por um opérculo com abertura integra e circular (BELTRATI et al.,
1982). De acordo com BARROSO et al. (1999), os frutos classificados como pixidios se
caracterizam pela deiscéncia transversal, com a formacao de uma urna e um opérculo.
Segundo GONCALVES & LORENZI (2007), pixidio é o termo que designa um fruto
seco que se abre transversalmente na extremidade, separando uma “tampa” apical
(opérculo) do restante do fruto (anfora).

A coleta deve ser realizada quando os frutos mudam para a coloracédo castanha
e iniciam a abertura espontanea do opérculo; em cada fruto encontram-se de 10 a 15
sementes aladas de até 3,0 cm de comprimento, com nacleo seminal basal (BELTRATI
et al., 1999; LORENZI, 2002; CARVALHO, 2005). Apos a coleta, recomenda-se deixar
os frutos expostos ao sol em ambiente ventilado, para a complementagdo da sua
abertura, e bater os frutos para a liberacdo das sementes. Para fins de semeadura, €
recomendada a retirada da ala das sementes (LORENZI, 2002; CARVALHO, 2005).
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Sua madeira é moderadamente pesada, possui superficie lustrosa e ligeiramente
aspera ao tato, baixa resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos, quando expostas a
condi¢des adversas. A madeira é usada em carpintaria, marcenaria, tabuados em geral,
artigos escolares, cabos de vassoura, compensados, laminados, celulose e papel. Da
casca se extrai a resina, o tanino, que tem grande poder desinfetante, sendo muito
usado na medicina popular, contra as afeccées da boca, inflamagdo da garganta,
amigdalites e faringites. Suas flores apresentam potencial apicola e suas sementes sdo
usadas na dieta de animais e a espécie é util para plantios mistos (LORENZI, 2002;
CARVALHO, 2005).

Entre os grupos ecoldgicos, a espécie é classificada por FERRETTI et al. (1995)
e CARVALHO (2005) como secundaria tardia. Segundo PINA-RODRIGUES et al.
(1990) e KAGEYAMA & VIANA (1991), as sementes das espécies secundarias tardias
ou oportunistas geralmente ndo apresentam dificuldades para a germinacado e ndao sao
afetadas, dentro da faixa adequada, por fatores como temperatura, luz e umidade do
substrato.

Essa espécie esta na lista oficial da flora brasileira ameagcada de extingéo,
categoria vulneravel, em decorréncia da exploragdo desordenada sem plantios de
reposicao (IUCN, 2008). Contudo, sdo escassas as informagdes na literatura sobre o
armazenamento de suas sementes.

2.2. Isotermas de sorcao de agua

O estudo de sorgdo de agua por substancias solidas, como as sementes, é
realizado por meio de isotermas. Como todo material higroscopico, as sementes cedem
ou absorvem agua do ar que as envolve. Se a pressao de vapor d’agua contida na
semente for menor que a do ar, ocorre a absorcdo de agua (adsorcédo) e, no caso
inverso, a semente cede agua para o ar (dessor¢ao). Quando a pressdo da agua da
superficie da semente se iguala a pressdao de vapor do ar ambiente, obtém-se a
umidade de equilibrio (NELLIST & HUGHES, 1973).
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A curva de sor¢ao é uma isoterma que descreve a quantidade de agua adsorvida
ou dessorvida por uma substancia, estabelecendo-se uma fungéo de equilibrio entre a
pressédo de vapor e a atividade da agua ou umidade relativa de equilibrio (PALACIN et
al.,, 2005). Por serem higroscopicas, as sementes apresentam comportamento
diferenciado nas isotermas de sorcdo (FANTINATTI et al., 2005).

Foram descritos cinco tipos de agua que podem estar presentes nas sementes e
os intervalos correspondentes de potencial hidrico e teor de agua, conforme a
mobilidade da molécula e as propriedades termodindmicas da agua (VERTUCCI &
FARRANT, 1995). MARCOS FILHO (2005) descreve que a agua classificada como tipo
1 € encontrada em sementes muito secas (teor de agua inferior a 7,5% e potencial
hidrico inferior a -150 MPa), onde a atividade metabdlica é restrita e a sua remocéao
pode causar deterioracao nos tecidos. A agua do tipo 2 (teor de agua das sementes de
7,5% a 20% e potencial hidrico de -11 a -150 MPa) tem fungédo de solvente, porém,
apresenta-se ainda como agua nao congelavel dentro do tecido. A partir da agua tipo 3
(sementes com 20% a 33% de agua e potencial hidrico de -4 a -11 MPa), a atividade
fisioldgica das sementes comeca a se alterar de forma prejudicial. A 4gua do tipo 4
(33% a 41% de agua e potencial hidrico de -2 a -4 MPa) proporciona caracteristicas de
solucdo concentrada e nessa condicdo a germinacao ja pode ter inicio. A agua do tipo 5
(teor de agua superior a 41% e potencial hidrico inferior a -1,5 MPa) apresenta
caracteristica de uma solucédo diluida e o processo germinativo ocorre somente na
presenca desse tipo de agua.

Portanto, o conhecimento de isotermas de umidade de equilibrio higroscépico
das sementes é essencial, por estarem diretamente ligadas principalmente as técnicas
de secagem e armazenamento (ROA & ROSSI, 1977).

O teor de agua de equilibrio estabelece paradmetros (temperatura e umidade
relativa do ar) que determinam em que nivel as sementes podem ser desidratadas e
armazenadas com seguranca (MESQUITA et al., 2001). A partir de experimentos nos
quais amostras de sementes sdo submetidas a diferentes umidades relativas, torna-se
possivel a construcdo de isotermas de sor¢do, demonstrando a quantidade de agua

adsorvida ou dessorvida em cada umidade relativa do ar, sob determinada temperatura.
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As umidades relativas do ar constantes sdo obtidas normalmente por meio do uso de
solugdes de &cido sulfurico em diferentes concentragdes (McMIN et al., 2005) ou pelo
uso de solugdes salinas saturadas preparadas com diferentes sais (MERRIT et al.,
2003; MEDEIROS, 2006).

Pesquisas com solucées salinas saturadas podem ser conduzidos para
determinar as relagdes entre a umidade relativa do ar, a temperatura e o grau de
umidade de equilibrio das sementes e o estabelecimento de isotermas (umidade
relativa do ar versus grau de umidade das sementes, sob determinada temperatura),
conforme VERTUCCI & ROOS (1990), VERTUCCI et al. (1994), WALTERS (1998),
WALTERS et al. (1998) e EIRA et al. (1999). Podem também definir o nivel critico de
agua das sementes com vistas ao armazenamento em diferentes temperaturas
(VERTUCCI et al., 1994; WALTERS et al., 1998), mostrar como a longevidade é
afetada pela retirada de agua das sementes, abaixo de valores considerados criticos
(WALTERS & ENGELS, 1998) e possibilitar estudos de deterioracdo controlada das
sementes (MEDEIROS et al., 1998).

VERTUCCI & ROOS (1990) e WALTERS-VERTUCCI & ROOS (1995) relataram
que a temperatura e o conteudo de agua com que as sementes sdo armazenadas
constituem importante determinante para a sua longevidade. Os autores consideraram
a funcdo da agua no envelhecimento das sementes em termos termodinamicos e
chegaram a conclusao de que existe um nivel 6timo de dgua para a sua conservacao.

O uso de solugdes salinas saturadas pode se constituir em 6tima técnica para a
identificacdo do ponto critico de agua de sementes de espécies arboéreas, para fins de
armazenamento em bancos de germoplasma. Essa técnica permite, ainda, a
caracterizacao fisiolégica em relagdo ao armazenamento, estudando-se a tolerancia da
semente a desidratacdo e os danos decorrentes da secagem (MEDEIROS, 2006).
Contudo, ainda sdo poucas as pesquisas realizadas com sementes de espécies nativas
do Brasil, utilizando essa técnica. Nesse sentido, ABREU & MEDEIROS (2005a)
submeteram sementes de Sebastiania commersoniana com teor de agua inicial de
8,5% a solugbes preparadas com cinco sais. As sementes alcancaram teores de agua

de 2,3 a 17,3%, mantendo a germinacdo com 96% durante o armazenamento. Da
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mesma forma, ABREU & MEDEIROS (2005b) submeteram sementes de Miconia
cabucu com teor de agua inicial de 12,5% a solugcdes preparadas com seis sais e
obtiveram teores de agua entre 6,4 e 16,5%, mantendo alta porcentagem de
germinacdo. Ambas as espécies apresentaram comportamento ortodoxo e o periodo de

armazenamento foi de um ano.

2.3. Comportamento fisiolégico das sementes em relagdo ao armazenamento

Entre os fatores de fundamental importancia no controle da longevidade das
sementes estao a agua, a temperatura e o oxigénio (ROBERTS & ELLIS, 1989). A agua
assume importante papel na formagao e na maturacdo das sementes, de tal modo que
as modificagbes no contedudo de agua podem definir o comportamento das sementes
tanto no que se refere a conservacdo quanto a  germinagao
(BARBEDO & MARCOS-FILHO, 1998).

ROBERTS (1973) inicialmente classificou as sementes, quanto ao
comportamento fisiologico durante o armazenamento, em duas categorias:
recalcitrantes e ortodoxas. Sementes recalcitrantes sdo aquelas que ndo podem ser
desidratadas abaixo de um teor de agua relativamente elevado (12 a 31%) e nao
suportam o armazenamento em baixa temperatura, sem que ocorram danos
fisiologicos. Sementes ortodoxas sao aquelas que podem ser desidratadas a baixo teor
de agua (2 a 5%), podendo permanecer armazenadas em temperatura baixa, sem
serem fisiologicamente danificadas. Posteriormente, ELLIS et al. (1990, 1991a, 1991b)
verificaram que sementes de algumas espécies apresentam comportamento fisiol6gico
que ndo se enquadra no grupo das recalcitrantes nem no das ortodoxas, sugerindo uma
terceira categoria. Essas sementes foram classificadas como intermediérias, que
podem ser desidratadas até 8 a 11% de agua e armazenadas a médio prazo,
geralmente em temperatura superior a 0°C.

As sementes foram classificadas por STANWOOD (1980) em relagdo ao
armazenamento, usando a criopreservacao, em trés categorias: ortodoxas resistentes

ao congelamento (as sementes ndo sdo danificadas pelo congelamento), ortodoxas
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sensiveis ao congelamento (as sementes sdo danificadas pelo congelamento) e
recalcitrantes (as sementes sdo danificadas pela secagem e pelo congelamento).

De acordo com HONG & ELLIS (1996), para classificar as sementes quanto ao
comportamento fisiolégico durante o armazenamento, é imprescindivel estudar a

tolerancia a dessecacgao e a temperatura inferior a 0°C.

2.4. Efeitos da secagem na viabilidade das sementes durante o armazenamento

Quando as sementes sdo armazenadas com conteudo de agua acima do
desejado, ocorre a elevacdo da taxa respiratéria, liberando energia através do
esgotamento das substancias de reserva. Essa energia liberada podera faltar quando
as sementes necessitarem dela para o processo de germinacao (TOLEDO & MARCOS
FILHO, 1977). Dessa forma, as sementes devem ser submetidas a secagem antes do
armazenamento.

Em trabalhos de pesquisa desenvolvidos com o objetivo de desidratar sementes
de espécies florestais nativas do Brasil, avaliar a toleréncia a desidratagéo e o posterior
armazenamento, comumente foram empregados métodos adequados, como os de
camara seca e de silica gel.

A desorganizacao do sistema de membranas é a primeira conseqiéncia de
danos térmicos (DANIEL et al., 1969). De acordo com POPINIGIS (1985), o uso da
temperatura elevada na secagem em estufa muitas vezes causa a reducao imediata no
vigor das sementes, enquanto a diminuicdo na capacidade germinativa se manifesta
apenas durante o armazenamento.

Em tecidos hidratados, a agua é fundamental como solvente para diversas
reagbes quimico-enzimdticas realizadas em membranas celulares, as quais sao
essenciais a manutencao da sua estrutura macromolecular (VERTUCCI & LEOPOLD,
1987). Sementes de muitas espécies tropicais apresentam a estabilidade das
membranas celulares comprometida ao sofrerem o processo de dessecacgéo, liberando

o conteudo intracelular (compostos fendlicos e oxidases fendlicas) que, apos oxidagao,
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acarreta a formacdo de complexos de proteina/fenol, com conseqiiente perda da
atividade enzimatica (Loomis & Battaile, 1966, citados por CHIN, 1988).

Considerando que as sementes possuem agua livre, facilmente removida por
meio da secagem, e agua de constitui¢do, fortemente associada as macromoléculas, a
desidratacao acentuada das sementes recalcitrantes ocasiona ndo sé a agua livre, mas
parte da agua de constituicdo, resultando na perda da estabilidade dos componentes
subcelulares, inclusive membranas. Isto levaria a perda de integridade do plasmalema,
tonoplasto e outras membranas e, conseqientemente, a perda da viabilidade das
sementes (BERJAK et al., 1984).

Baseado na hipétese de que as sementes sensiveis a dessecacdo sao
incapazes de reorganizar o sistema de membranas durante a embebi¢do, ao contrario
das sementes tolerantes a dessecacao, BECWAR et al. (1982) realizaram pesquisas
sobre os mecanismos de deterioragdo possivelmente associados a liberacao de
exsudatos em sementes de Acer saccharium e Chysalidocarpus lutescens. Esses
autores observaram aumento na liberacdo de exsudatos quando o teor de agua das
sementes de A. saccharium foi reduzido de 45% para 35%, com conseqlente redugao
na porcentagem de germinagcdo de 97% para 5%. As membranas dos tecidos de
sementes sensiveis a dessecacao foram danificadas pela desidratacdo quando o
conteudo de &gua atingiu valor critico de 55% em embrides de Chysalidocarpus
lutescens, contribuindo para a perda da viabilidade.

Para a avaliagcdo da integridade das membranas, podem ser utilizados alguns
métodos como o teste de condutividade elétrica (MARCHI & CICERO, 2002). O fluxo de
eletrélitos indica o nivel de retencéo de solutos pela membrana (Simon & Raja-Harum,
1974, citados por BILIA, 1997). Baixos niveis de liberacdo de solutos caracterizam a
semipermeabilidade natural das membranas, enquanto altos niveis sugerem a
existéncia de danos nas membranas (BECWAR et al.,, 1982). OLIVEIRA & VALIO
(1994) observaram correlagdo negativa entre a germinacao e o fluxo de eletrélitos e
substancias organicas, tanto para sementes como para embrides de Hancornia

speciosa, € sugeriram que a perda da viabilidade dessas sementes durante o
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armazenamento pode ser causada por danos nas membranas celulares, como
resultado da desidratacao.

LEPRINCE et al. (1993) relataram que estudos ultra-estruturais dos tecidos apos
a dessecacao tém revelado que as membranas celulares sdo um dos primeiros sitios a
sofrer injarias, causando alteracbes na integridade estrutural e funcional das
membranas. Estudos de ultra-estrutura, conduzidos nos ultimos anos, contribuiram para
a compreensdo das diferentes respostas a secagem apresentadas por sementes
recalcitrantes e ortodoxas. As membranas das organelas celulares, o citoesqueleto e o
nucleo esquelético sdo essenciais para o perfeito funcionamento da célula e danos a
essas estruturas, durante a secagem, podem levar a perda de viabilidade (BERJAK &
PAMMENTER, 2000).

2.5. Efeitos da baixa temperatura na viabilidade das sementes durante o

armazenamento

Além do conteudo de agua, a temperatura é outro fator muito importante na
preservacao da viabilidade das sementes durante o armazenamento. O Internacional
Board for Plant Genetic Resources (IBPGR) foi fundado em 1974 e uma de suas
primeiras providéncias foi recomendar, para a conservagao de recursos genéticos a
longo prazo, o acondicionamento de sementes ortodoxas com teor de agua de 4 a 6%
em embalagem hermética e armazenamento na temperatura de -18°C ou menos.
Posteriormente, a Food and Agricultural Organization of the United Nations (FAO) e o
International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) decidiram ampliar essa faixa
para 3 a 7% de agua, com base em pesquisa desenvolvida com maior nimero de
espécies (ELLIS et al., 1996).

De acordo com MEDEIROS (1996) e MEDEIROS et al. (1998), alguns estudos ja
foram desenvolvidos com o objetivo de identificar a melhor temperatura para o
armazenamento de sementes. Em um deles, foi observado que as sementes ortodoxas
sdo, comumente, acondicionadas em embalagem hermética e conservadas a longo

prazo em bancos de germoplasma, em cadmaras com temperatura de -18°C ou -20°C.
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Vém, também, sendo conservadas em botijdes com nitrogénio liquido a -196°C, com o
objetivo de prolongar ainda mais sua longevidade (EIRA, 1996).

Nas ultimas décadas, diferentes métodos foram propostos para a conservacao a
longo prazo de sementes recalcitrantes, mas todos eles apresentam uma série de
problemas. Na melhor das hip6teses, as sementes recalcitrantes podem ser
armazenadas pelo periodo maximo de um ano, de modo que a sua conservacao em
banco de germoplasma é impraticavel (EIRA, 1996). Contudo, sementes de Hevea
brasiliensis, classificadas como recalcitrantes, apresentaram de 20 a 69% de
sobrevivéncia quando seus embrides foram desidratados para 14 a 20% de agua e
armazenados em nitrogénio liquido (NORMAH et al., 1986). Para as espécies cujas
sementes apresentam caracteristicas intermediarias, ainda vém sendo realizados
estudos que visam o desenvolvimento de protocolos para a sua conservagao.

Mesmo para sementes tolerantes a dessecagao, um valor 6timo de conteudo de
agua deve ser atingido antes do congelamento. Se o contetdo de agua for muito alto,
formam-se cristais de gelo a medida que a temperatura se torna inferior a 0°C,
causando danos letais as sementes (ROBERTS, 1973). Portanto, existe um limite de
agua para o congelamento, acima do qual ocorre a redugdo da viabilidade das
sementes durante os processos de congelamento e descongelamento. Esse limite
deve, também, ser considerado quando o armazenamento € realizado em nitrogénio
liqguido (STANWOOD, 1985). Sementes de Astronium urundeuva séo ortodoxas e por
isso podem ser desidratadas até 6% para serem imersas diretamente em nitrogénio
liquido, e conservadas pelo método de criopreservacao (MEDEIROS et al., 1992).

Estudando os efeitos do teor de agua das sementes de Ulmus carpinifolia e de
Terminalia brassii e da temperatura de armazenamento na viabilidade, TOMPSETT
(1986) verificou nao haver diferenca aparente para as sementes de U. carpinifolia
armazenadas a -13°C e a -75°C, quando o teor de agua era constante. Observou,
ainda, haver pouca evidéncia em relacao a qualidade das sementes, quando utilizou
temperatura inferior a -20°C. Comportamento semelhante ja havia sido constatado por
HARRISON & CARPENTER (1977) em sementes de cebola, quando a temperatura de

-20°C foi comparada com a do nitrogénio liquido.
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DICKIE et al. (1991), trabalhando com espécies do género Acer, verificaram que
as sementes apresentaram comportamento fisiolégico diferenciado, pois as de A.
pseudoplatanos se enquadraram na classe das recalcitrantes, enquanto as de A.
platanoides revelaram-se tipicamente ortodoxas. HONG & ELLIS (1992) armazenaram
com sucesso as sementes de A. platanoides a -20°C por nove meses, sem reducao da
germinagao.

ELLIS et al. (1991a) estudaram o efeito da temperatura de armazenamento na
germinacdo de sementes de mamao (Carica papaya) com 7,9 a 9,4% de agua. Os
autores observaram que a germinacéo inicial ndo foi alterada durante os 12 meses em
que as sementes permaneceram armazenadas a 15°C. Entretanto, muitas das
sementes armazenadas em ambiente frio e seco perderam a viabilidade, mais
rapidamente quando armazenadas a -20°C do que a 0 ou 15°C. Resultados
semelhantes ja haviam sido relatados para sementes de café (ELLIS et al., 1990) e
palmeira (ELLIS et al., 1991b) e os autores sugeriram que as sementes fossem
classificadas como intermediarias, em relagdo ao comportamento fisiolégico durante o
armazenamento.

Ao estudarem o efeito do conteddo de &agua e da temperatura de
armazenamento na sobrevivéncia de sementes de Coffea sp., EIRA et al. (1999) nao
constataram diferenca na tolerancia a desidratacdo e a baixa temperatura entre
cultivares de C. arabica. As espécies desse género apresentaram comportamento
diverso, sendo C. racemosa a mais tolerante e C. liberica a menos tolerante a
desidratacdo. O conteudo critico de agua foi mais elevado em temperaturas mais
baixas. Sementes de C. arabica e de C. congensis apresentam maior sobrevivéncia a
20°C, enquanto as de C. liberica nao sobreviveram quando expostas a essa
temperatura, em quaisquer dos niveis de agua testados. Sementes de C. arabica e de
C. racemosa sobreviveram a criopreservacdao, embora danos por desidratacdo tenham
sido observados.

De acordo com SALOMAO (2002), todas as etapas da criopreservacéo
necessitam de preparacdo da estrutura vegetal a ser conservada para a imersao em

nitrogénio liquido. Essa preparagdo deve promover a desidratacdo do material para
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evitar a formacao de cristais de gelo no interior das células, que é letal. A desidratagao
pode ser induzida por cristalizacdo do meio externo durante uma fase lenta de
resfriamento até atingir a temperatura de -30°C a - 40°C. Na transferéncia rapida do
material vegetal para o nitrogénio liquido, obtém-se a vitrificacdo da célula, isto é, os
componentes celulares passam do estado liquido para o sélido amorfo e meta-estavel,
evitando a formagao de cristais de gelo no interior da célula, que podem causar ruptura
das membranas, resultando em colapso e morte, como consequéncia da perda da
semipermeabilidade e da compartimentagao celular.

O uso de crioprotetores € uma alternativa fundamental para a aplicagcdo dessa
técnica. O material vegetal é submetido a agentes crioprotetores a base de
dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, etileno glicol, metanol e propileno glicol. Porém, esses
crioprotetores podem ser téxicos ou causar estresse osmético, levando as células a
morte (KARTHA, 1985; SAKAI, 1995). Inicialmente, foram utilizadas solugdes de baixa
concentragdo para que ocorra absor¢do dos componentes permeaveis na célula, e
posteriormente, solugdes concentradas de crioprotetores para promover a vitrificagao;
em seguida, o material € imerso no nitrogénio liquido (MOLINA et al., 2006).
Recentemente, tém sido utilizados agucares como a sacarose, trealose e glucose como
substancias crioprotetoras, que sao considerados excelentes agentes vitrificadores.
Além disso, ndo apresentam toxicidade para as células vegetais, mesmo quando se
acumulam em grande quantidade no citoplasma. Os aclUcares apresentam alta
eficiéncia na estabilizacdo das membranas celulares durante o congelamento, em
comparagao com os crioprotetores tradicionais, e seu efeito protetor esta associado a
vitrificagdo das membranas celulares no citoplasma (LEOPOLD, 1990).

GONZALEZ (2004) salientou que os crioprotetores reduzem os danos celulares
causados pelos efeitos da concentragdo dos sais e possuem estruturas que permitem
fazer ligacdes de hidrogénio com a molécula de agua, reduzindo a formacgao de cristais
de gelo e a concentracdo de solutos nos meios extra e intracelular. Essas ligagbes de
hidrogénio também promovem a estabilizacdo da estrutura quaternaria das proteinas
das membranas, preservando-as da desidratacdo; além disso, os crioprotetores em

células com alta permeabilidade, contribuem para a sobrevivéncia das sementes.
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Outro fator a ser considerado na criopreservacdo é o0 método de
descongelamento. Quanto mais rapido ocorrer 0 descongelamento das sementes,
melhor serd a preservacao das suas caracteristicas fisiologicas (MOLINA et al., 2006).

Dessa forma, a criopreservacao de sementes e embrides permite vislumbrar
boas perspectivas para o futuro, uma vez que oferece efetivas vantagens sobre os
métodos tradicionais de conservacdo. Essa técnica apresenta potencial para a
manutencao da alta qualidade do material preservado por longo periodo de tempo, de
grande utilidade nao sé para o presente, mas, principalmente, para as futuras geracoes
(MIRANDA, s.d.).

O armazenamento das sementes com baixo conteudo de agua, em condi¢des de
baixa temperatura, vem sendo indicado como uma das técnicas mais eficientes para a
conservagao de recursos genéticos de plantas a médio e longo prazos. E considerado
um procedimento padrdo para a maioria dos bancos de germoplasma, permitindo
garantir a sobrevivéncia por periodos que variam de 10 a mais de 100 anos (ROBERTS
& ELLIS, 1989).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Colheita dos frutos, extracdo e beneficiamento das sementes

Os frutos de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze foram coletados durante o més
de setembro de 2006, quando iniciaram a abertura, conforme recomendacao de
LORENZI (2002) e CARVALHO (2005). A coleta foi realizada em dez arvores
localizadas na Estacdo Experimental do Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo, no
municipio de Mogi-Guagu. Essa estacdo esta situada a 22° 18’ S e 48° 13’ W, na
altitude média de 600 m; segundo a classificacao climatica de Képen, o clima € do tipo
Cwa, ou seja, quente de inverno seco (VENTURA et al., 1965/1966).

Apébs coleta, os frutos foram transportados para o Laboratério de Sementes
Florestais da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, para fins de
extracdo e beneficiamento das sementes e desenvolvimento das atividades
experimentais.

Para a extracdo das sementes, os frutos foram espalhados sobre uma lona e
deixados expostos ao sol durante o dia e recolhidos ao entardecer. A medida que
ocorria a abertura do opérculo, as sementes liberadas foram recolhidas e colocadas em
bandejas de plastico e deixadas a sombra. Para liberar as sementes que
permaneceram nos frutos, estes foram batidos manualmente na bancada do laboratorio.
Esse procedimento foi realizado ao longo de cinco dias, até que todos os frutos
abrissem e liberassem suas sementes.

O beneficiamento constou da retirada manual da ala. As sementes
aparentemente sadias foram separadas e homogeneizadas, constituindo um lote
representativo da populagdo. Uma amostra foi utilizada na condugéo dos testes de
umidade, germinagdo, condutividade elétrica e viabilidade, a fim de determinar a
qualidade inicial das sementes. O remanescente do lote foi acondicionado em
embalagem de papel e armazenado em camara seca (20 + 2°C e 40 = 1% de UR) até a

instalagdo das demais atividades experimentais.
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3.2. Isoterma de sor¢ao de agua

Para a elaboracao da curva de equilibrio do teor de agua das sementes, foram
utilizados Pentoxido de fésforo, Hidréxido de sédio e solugbes salinas saturadas
preparadas com nove sais. O Hidroxido de sédio € uma base, mas para fins de
redagao, serdo consideradas dez solugdes salinas saturadas. O Pentdxido de fésforo foi
utilizado seco, ao qual nunca se deve adicionar agua (MEDEIRQOS, 2006). As solucdes
foram preparadas de acordo com a solubilidade de cada substancia quimica, seguindo
procedimento descrito no manual MERCK (1989) e por MEDEIROS (2006). O excesso
de agua retirado de cada substancia foi depositado em embalagem prépria,
devidamente identificada e datada e, posteriormente, levada para o depdsito de lixo
quimico do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéaria da FCAV/ UNESP,
Céampus de Jaboticabal.

As substancias quimicas foram colocadas em placas de Petri sob a placa de
porcelana perfurada, no interior de dessecadores de vidro mantidos em sala a 20°C.
Para evitar variacdo acentuada na temperatura da sala, foi acoplado ao condicionador
de ar um controlador eletrénico de temperatura a fim de manter variagdo de +1°C.
Nessa temperatura, cada substancia quimica proporcionou umidade relativa do ar
propria, especificada na Tabela 1.

As sementes foram mantidas sobre a placa de porcelana perfurada até que
ocorresse o equilibrio entre o teor de agua da semente e a umidade relativa do ar na
temperatura adotada. Para o monitoramento do equilibrio higroscépico foram colocadas
em cada dessecador quatro recipientes de metal sem tampa contento 25 sementes
cada. As amostras foram pesadas diariamente em balanca de precisdo (0,0001g) até
atingir peso constante.

Estabelecido o equilibrio higroscépico, entre o teor de agua das sementes e a
umidade relativa do ar de cada solugado, foram retiradas amostras de 500 sementes
para avaliar o efeito imediato da desidratacao e hidratagdo na qualidade fisica (teor de
agua) e fisiolégica (teste de germinagéo, teste de tetrazdlio e condutividade elétrica) das
mesmas. A outra parte foi constituida por seis repeticbes de 500 sementes embaladas
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hermeticamente e armazenadas por 30, 180 e 360 dias em freezer (-20°C) e nitrogénio
liquido (-196°C). Em cada periodo foi determinado o teor de 4gua, teste de germinacao,
teste de tetrazdlio e condutividade elétrica a fim de avaliar o comportamento das

sementes durante o armazenamento.

Tabela 1. Umidade relativa de equilibrio (UR) do Pentéxido de fésforo e das
solugdes salinas saturadas, a 20°C.

Substancia quimica Formula (Li/oR)
Pentoxido de fésforo P20s 1,0
Hidroxido de sodio NaOH 6,0
Cloreto de litio LiCl.H20O 12,5
Acetato de potassio CH3COOK 23,0
Cloreto de magnésio MgCl, 33,0
Carbonato de potassio K>COg3 440
Nitrato de célcio Ca(NO3)2 56,0
Nitrato de amonio NH4sNO3 65,5
Cloreto de so6dio NaCl 75,3
Cloreto de potassio KClI 85,3
Nitrato de potassio KNO3 94,0

Fonte: WINSTON & BATES (1960); ROCKLAND (1960); YOUNG (1967);
VERTUCCI & ROOS (1993); WALTERS et al. (1998); SUN (2002).
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3.3. Reidratacao lenta

Apos o estabelecimento do equilibrio higroscopico, amostras de sementes com
teores de agua igual e abaixo do valor obtido para o tratamento testemunha foram
lentamente reidratadas, a fim de evitar injurias por embebicdo, antes da conducao dos
testes de qualidade fisioldgica, como ressaltado por VERTUCCI & ROOS (1990) e CHAI
et al. (1998).

O periodo de reidratagdo foi definido em um teste preliminar, no qual 120
sementes foram espalhadas sobre uma tela de ago inox dentro de caixas de plastico
tipo “gerbox”. No interior dessas caixas, abaixo da tela, foram colocados 40 mL de agua
destilada (Figuras 1A e 1B).

O teste foi conduzido em sala de laboratério (ambiente néo controlado), sendo
testados cinco periodos de reidratacao: 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Em seguida

foi determinado o teor de agua das sementes, com oito repeticdes de 15 sementes.

A B
A B

Figura 1. Reidratagéo lenta de sementes de Cariniana legalis (Mart.) O.
Kuntze. Legenda: (A) Sementes espalhadas sobre atela de
aco inox e (B) vista lateral da caixa mostrando a agua destilada
no fundo.
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3.4. Avaliacoes
3.4.1. Teor de agua

O teor de 4gua das sementes foi determinado pelo método de estufa a 103 + 2°C
por 17 horas, conforme prescrito nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
1992). Foram utilizadas seis repeticdes contendo 15 sementes. Os resultados foram
calculados e expressos em porcentagem, com base no peso das sementes Umidas

(base umida).
3.4.2. Germinagao

O teste de germinacgao foi conduzido em germinadores de camara tipo BOD, na
temperatura constante de 25°C, em presenca de luz continua. O substrato utilizado foi a
vermiculita de granulometria média, sendo colocados em cada caixa tipo “gerbox” 40 g
de substrato e 20 mL de &gua destilada. E importante ressaltar que as sementes de
jequetiba-rosa (Cariniana legalis). As contagens foram realizadas diariamente e
considerou-se germinadas as sementes que apresentaram plantulas normais.

Foram avaliados a capacidade germinativa (porcentagem de plantulas normais
ao final do teste de germinagéo) e o tempo médio de germinacdo das sementes. Foram
consideradas plantulas normais (Figura 2A), as plantulas intactas com todas as
estruturas essenciais bem desenvolvidas, completas, proporcionais e sadias, conforme
descricdo da ISTA (1999). Plantulas apresentando anormalidades encontram-se na
Figura 2B.

Para o célculo do tempo médio (7), foram realizadas contagens de plantulas
normais em dias alternados. Foi utilizada a equacao adotada por WALTERS et al.

(1998): T=Z(m)/2n , onde n = numero de sementes germinadas e t = tempo de

germinagao (dias).



Figura 2. (A) Plantula normal e (B) Plantula anormal
de Cariniana legalis Mart.) O. Kuntze.
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3.4.3. Condutividade elétrica

Para o teste de condutividade elétrica, as sementes permaneceram imersas por
24 horas em 50 mL de agua destilada a 25°C. Foi conduzido com quatro repeti¢cdes de
25 sementes, conforme recomendacado de ABREU et al. (2007a). Apds esse periodo,
mediu-se a condutividade elétrica da agua em que as sementes permaneceram
embebidas. Os valores de condutividade elétrica foram expressos em pS.cm™.g™
(VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999; MARCHI & CICERO, 2002).

3.4.4. Viabilidade

A viabilidade das sementes foi determinada pelo teste bioquimico de tetrazdlio
(BRASIL, 1992; PINA-RODRIGUES & VALENTINI, 1995). Foram adotadas as
condigbes recomendadas por ABREU et al. (2007b).

As sementes (quatro repeticoes de 25 sementes) foram pré-condicionadas em
recipientes de plastico contendo 50 mL de agua destilada, onde permaneceram
embebidas durante 12 horas na temperatura de 25°C. As sementes foram colocadas
em solucdo de sal de tetrazdlio na concentracdo de 0,2%, na qual elas foram mantidas
a 30°C em camara tipo BOD, na auséncia de luz, durante quatro horas, a fim de que
ocorresse a coloracdo adequada para a avaliagao da viabilidade das sementes.

Ap6s a imersdo, as sementes foram lavadas em agua destilada, onde
permaneceram submersas até o momento da avaliagdo. Em seguida, as sementes
foram retiradas da agua e cortadas no sentido longitudinal, sendo analisadas
individualmente as duas partes, de acordo com ABREU et al. (2007b).

O critério adotado para a avaliacdo das sementes viaveis e nao viaveis (Figura 3)

foi realizado de acordo com Abreu et al. (2007b).
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Figura 3 - A-E (viavel) embrido com coloracdo vermelho, tecido com aspecto normal e firme; F-L (ndo viavel) embrido com coloragédo
vermelho-intenso, regido descolorida afetando a ponta dos cotilédones e/ou a area de ligagao entre os cotilédones e eixo-embrionario; regides
descoloridas afetando parte dos cotilédones e o eixo-embrionario; M-N (ndo viavel) embrido com mais de 50% dos cotilédones e eixo
embrionario descoloridos; regides com coloragdo vermelho-intenso e tecidos flacidos com aspecto de deterioragdo; O-P (néo viavel): embrido
com a ponta da radicula de coloragao vermelho-intenso e cotilédones descoloridos e/ou completamente descoloridos.
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3.5. Armazenamento

Também apds o estabelecimento do equilibrio higroscdpico sobre o Pentéxido de
fosforo e solugdes salinas, seis amostras de 500 sementes equilibradas e uma amostra
de sementes retiradas da camara seca foram acondicionadas em embalagens
herméticas e armazenadas em freezer doméstico (-20°C) e em nitrogénio liquido
(-196°C).

As embalagens foram confeccionadas com uma lamina trifoliada
(poliester/aluminio/polietileno) de 84,4 u de espessura, padronizadas no tamanho de 12
cm de comprimento por 6 cm de largura utilizando maquina seladora para plastico.
Apo6s o acondicionamento das sementes, as embalagens foram termo-soldadas antes
de serem armazenadas. O rolo de lamina trifoliada (poliester/aluminio/polietileno) para a
confeccdo das embalagens foi gentiimente cedida pela ALCAN EMBALAGENS DO
BRASIL LTDA.

AvaliacGes do teor de agua e da qualidade fisiologica das sementes foram feitas
no inicio e apds 30, 180 e 360 dias de armazenamento.

Durante a criopreservagao, as sementes foram imersas em nitrogénio liquido
sem o0 uso de crioprotetor. Apds a criopreservacao, as sementes foram descongeladas
por 10 min em banho-maria, a 35°C (MOLINA et al., 2006).

3.6. Delineamento experimental

Os valores de teor de agua das sementes ndo foram submetidos a analise
estatistica, com excecdo daqueles referentes ao melhor teor de dgua de equilibrio para
0 armazenamento seguro.

No experimento referente ao efeito imediato da desidratacdo e hidratacdo na
qualidade fisiolégica das sementes, foi feita andlise de varidncia simples para cada
caracteristica fisiolégica. Para os periodos de armazenamento, foram realizadas
andlises de variancia para cada caracteristica fisiolégica, no esquema fatorial 12 x 2

(doze solugdes, incluindo a testemunha e o pentdxido de fésforo, e dois ambientes de
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armazenamento). A comparagao entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade (BANZATTO & KRONKA, 2006).

Para estudar o comportamento das sementes durante o periodo de
armazenamento, foi feita analise de regressao polinomial com os dados de teor de agua
e das caracteristicas fisiologicas obtidas com o melhor teor de agua de equilibrio, em
cada ambiente de armazenamento. Foi adotada a equagdo de mais alto grau
significativo e com o maior valor de coeficiente de determinacéo. Os graficos referentes
ao teor de agua e tempo médio de germinacao foram elaborados usando o programa
Sigma Plot 2001, enquanto que as demais caracteristicas fisiologicas foram elaboradas
utilizando o programa Excel.

Os experimentos foram instalados de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento. Os valores

de porcentagem foram transformados em arco seno %/ x/100, mas nas tabelas e figuras

os resultados foram expressos sem transformagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Qualidade inicial das sementes

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios referentes ao teor de agua e
a qualidade fisiolégica das sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze obtidos
apds a sua extracado e antes das mesmas serem incubadas a 20°C sobre o Pentdxido
de fésforo e solucdes salinas saturadas, para o estabelecimento do equilibrio
higroscopico.

Tabela 2. Qualidade das sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze apo6s a
extracao e antes de serem submetidas ao equilibrio higroscépico.

Caracteristicas Apds a Antes do equilibrio
extracao higroscépico
Teor de agua (%) 7,0 5,4
Germinacao (%) 94,0 92,0
Viabilidade (%) - 88,0
Tempo médio de germinacgao (dias) 25,0 27,0
Condutividade elétrica (uS.cm™.g™") - 45,0

Nao foram apresentados os resultados de condutividade elétrica e de viabilidade
apos a extracdo, porque amostras de sementes foram utilizadas no desenvolvimento
dos respectivos protocolos, constantes em ABREU et al., 2007a, 2007b, posteriormente
adotados nas avaliagdes apresentadas nesta pesquisa.

Os frutos de C. legalis sao secos e deiscentes (SILVA et al., 1993; GONCALVES
& LORENZI, 2007). Eles iniciam a secagem e a deiscéncia na prépria arvore
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(LORENZI, 2002; CARVALHO, 2005), razao pela qual as sementes devem ser
dispersas com baixo teor de agua. Tanto que, apds a extracdo, elas se apresentavam
com 7,0% de agua. Os resultados referentes aos testes de germinacao, condutividade

elétrica e viabilidade evidenciaram boa qualidade fisiolégica do lote.

4.2. Isoterma de sorcédo de agua

Para cada substancia quimica ha um periodo necessério para que as sementes
atinjam o teor de agua de equilibrio. No caso da espécie estudada, os periodos obtidos
constam na Tabela 3.

Tabela 3. Periodo no qual as sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze atingiram
o equilibrio higroscopico sobre o Pentdxido de fosforo e as nove solugdes
salinas saturadas, a 20°C.

UR Teor de agua Periodo

Substancia quimica Formula (%) de eqouill'brio (dias)
Pentoxido de fésforo P20Os 1,0 (1{06) 66
Hidroxido de sédio NaOH 6,0 2,6 57
Cloreto de litio LiCl.HO 12,5 3,7 50
Acetato de potassio CH3COOK 23,0 45 34
Cloreto de magnésio MgCl» 33,0 5,6 31
Carbonato de potéssio KoCO3 44,0 7,6 27
Nitrato de calcio Ca(NOs)2 56,0 8,3 25
Nitrato de amonio NHsNO3 65,5 11,2 16
Cloreto de sbdio NaCl 75,3 13,1 10
Cloreto de potassio KCI 85,3 16,4 05

Nitrato de potassio KNO3 94,0 18,3 03
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Segundo MARCOS FILHO (2005), o periodo necesséario para que o equilibrio
higroscopico seja alcangado € influenciado pela temperatura e umidade relativa do ar
(UR) do ambiente e do teor de agua e da permeabilidade do tegumento das sementes.

Para sementes de Sebastiania commersoniana e Miconia cabucu mantidas em
solugdo de Acetato de potassio, o teor de agua de equilibrio foi alcangado em 30 dias
(ABREU & MEDEIROS, 2005ab). CADDAH et al. (2005) verificaram para sementes de
Talauma ovata mantidas nesse mesmo sal, que o teor de equilibrio foi estabelecido em
56 dias. MARQUES (2007) verificou que sementes de Anadenanthera peregrina var.
falcata demoraram 38 dias para atingir o teor de equilibrio, quando expostas a solugao
preparada com Cloreto de litio, e 44 dias quando preparada com Acetato de potassio ou
Carbonato de potassio. Nesses trabalhos, as solucbes foram mantidas a 20°C. A
diferenca no periodo necessario para que o teor de agua de equilibrio seja
estabelecido, mesmo quando se emprega o mesmo sal, pode também ser atribuida a
diferengca na composicdo quimica das sementes, além dos fatores mencionados
anteriormente.

O teor de agua de equilibrio, obtido com as mesmas solugdes também variou
com a espéecie. Para as sementes de Sebastiania comersoniana (ABREU &
MEDEIROS, 2005a), o teor de agua foi semelhante ao das C. legalis, principalmente em
ambiente até 23% de umidade relativa do ar. As sementes de Miconia cabucu (ABREU
& MEDEIROS, 2005b), quando expostas nesses ambientes, equilioram com teor de
agua superior ao das outras espécies (Tabela 4); quando expostas a umidade relativa
do ar mais elevada, equiliboram com o teor de agua até menor que das outras duas

espécies.
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Tabela 4. Umidade relativa do ar (UR) proporcionada por diferentes solugbes salinas

saturadas, a 20°C, e teor de agua de equilibrio obtido para sementes de
diferentes espécies.

Substancia quimica UR (%) Teor de agua de equilibrio (% b.u.)

C. legalis S. commersoniana M. cabucu

Hidrdéxido de sodio 6,0 2,6 2,3 6,4
Cloreto de litio 12,5 3,7 3,8 8,1
Acetato de potassio 23,0 45 4.5 10,5
Nitrato de calcio 56,0 8,3 - -
Brometo de sddio 57,8 - 13,3 12,7
Cloreto de sodio 75,3 13,1 - -
Cloreto de aménio 79,0 - - 13,8
Cloreto de potassio 85,3 16,4 - -
Nitrato de potassio 94,0 18,3 17,3 16,5

Fonte: ABREU & MEDEIROS (2005a); ABREU & MEDEIROS (2005b).

A isoterma de sorcdo de agua das sementes de C. legalis obtida nas diferentes
umidades relativas do ar a 20°C, esta apresentada na Figura 4.

Inicialmente as sementes apresentavam 5,4% de agua, praticamente o mesmo
teor proporcionado pelo Cloreto de magnésio (5,6%). Os resultados obtidos mostram
que ocorreu perda de agua (dessor¢céo) sobre as quatro primeiras solugcdes e ganho de
agua (adsorcao) sobre as Ultimas seis solugdes relacionadas na Tabela 3. Segundo

NELLIST & HUGUES (1973), por serem higroscopicas, as sementes absorvem agua do



30

ar que as envolve quando a pressao de vapor d’agua na semente for menor do que a

do ar, e cedem agua para o ar quando ocorre o inverso.

Teor de agua das sementes (%)

Figura 4. Curva de equilibrio higroscdpico das sementes de Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze a 20°C.
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O teor de agua das sementes aumentou proporcionalmente com a umidade

relativa do ar, seguindo uma tendéncia sigméide, conforme observado em trabalhos
realizados para outras espécies por LEOPOLD & VERTUCCI (1989) e relatado por
MARCOS FILHO (2005).

A relacao de equilibrio entre o teor de agua da semente e a umidade relativa do

ar, sob uma dada temperatura constante, é descrita por uma curva sigmoide reversa

chamada isoterma de sorcao, caracterizada por trés regioes distintas. Duas regides sao

extremas, onde o teor de agua aumenta rapidamente com um pequeno incremento na
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umidade relativa do ar, e uma regido € intermediaria, onde este incremento € menos
intenso (VERTUCCI & LEOPOLD,1987; VERTUCCI & ROOS, 1993; WALTERS, 1998).

Os dois pontos de maior curvatura sobre a isoterma delimitam trés regides
distintas, indicando como a agua é mantida na semente e, conseqientemente, suas
propriedades termodindmicas e o nivel de atividade fisiologica relacionada (VERTUCCI
& LEOPOLD, 1987).

Para as sementes de C. legalis, os teores de agua mais baixos, entre 1 e 5%,
representam a regido |. De acordo com VERTUCCI & LEOPOLD (1987) e ROBERTS &
ELLIS (1989), na primeira regidao da isoterma (agua tipo 1), a agua esta fortemente
associada as superficies macromoleculares através de ligagcdes ibnicas, sendo
considerada do tipo estrutural.

VERTUCCI & LEOPOLD (1987) e ROBERTS & ELLIS (1989) descreveram que
na segunda regido da curva (adgua tipo 2), a agua readquire suas propriedades
solventes, podendo ocorrer algumas atividades metabdlicas, onde suas propriedades
térmicas parecem se assemelhar aquelas de uma solu¢ao concentrada.

Para as sementes de C. legalis essa regiao da curva corresponde aos teores de
agua de 6 a 11%. Segundo LEOPOLD & VERTUCCI (1989), a agua presente nao é
congelavel e tem sua mobilidade aumentada, com o aumento do teor de agua
exercendo papel de solvente e exibindo propriedades semelhantes as da agua livre, na
medida em que a curva se aproxima da regiéo lll.

O inicio da terceira regido da curva ocorre quando as sementes apresentam teor
de agua 11% ou superior a esse valor. Nessa regido (agua tipo 3), a a4gua apresenta
propriedades térmicas semelhantes as das solugbes diluidas. Acima de 60% de
umidade relativa do ar, os tecidos da semente estdo completamente hidratados e o
processo de germinagado € iniciado (VERTUCCI & LEOPOLD, 1987; ROBERTS &
ELLIS, 1989; LEOPOLD & VERTUCCI, 1989).

Segundo VERTUCCI (1993) e FARRANT et al. (1995), os tipos de agua nas
sementes sdo identificados com base no potencial hidrico e no modo de ligagdo da
agua com as macromoléculas, sendo o teor de agua e a temperatura os fatores

determinantes do comportamento fisiol6gico das sementes.
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4.3. Reidratacao lenta
A Figura 5 apresenta os valores médios de teor de agua de equilibrio das
sementes de C. legalis com teor de agua igual e abaixo da testemunha (5,4%),

submetidas a reidratagéo em sala de laboratério por diferentes periodos.
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Figura 5. Teor de agua das sementes de Cariniana legalis (Mart.)
O. Kuntze reidratadas por diferentes periodos em sala
de laboratorio.

A partir de 24 horas de reidratagdo as sementes alcancaram o valor maximo
(15,8% de agua), que permaneceu constante até 48 horas. Com o aumento do periodo
de embebicdo, houve uma pequena reducdo do teor de agua. Essa configuracdo
deve-se ao fato de que as sementes, antes da reidratagdo, apresentavam potencial

hidrico muito baixo e, quando absorveram agua, a primeira fase foi muito rapida,
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provavelmente pela diferenca de potencial existente entre as sementes e o meio
externo. Segundo VERTUCCI (1989), o gradiente de umidade diminui com um
concomitante declinio na taxa de absor¢ao.

De acordo com KANO et al. (1978), as variagbes de temperatura e umidade
relativa do ar sao bastante acentuadas em ambiente de laboratério, variando em funcao
do dia, més e ano. No periodo noturno, as temperaturas geralmente sdo mais baixas,
enquanto que no periodo diurno hd um aumento na temperatura e uma redugéo na
umidade relativa do ar.

Esse estudo foi realizado de forma a ajustar o teor de agua das sementes antes
da avaliacdo da qualidade fisiol6gica pelo teste de germinacgéo, a fim de evitar injurias
as sementes, causadas por embebigéo rapida. HU et al. (1998) citam que para garantir
que as sementes com teor de agua muito baixo ndo sejam danificadas durante a
embebicdo, as sementes devem ser reidratadas lentamente antes de cada teste de
germinagao.

Segundo MARCOS FILHO (2005), diferengcas muito acentuadas entre o potencial
hidrico das sementes e do substrato podem ocasionar sérios problemas, devido a
entrada muito rapida de agua nas sementes, principalmente nas menos vigorosas. I1sso
podera ocasionar danos por embebigcédo, ou seja, a liberagdo de grande quantidade de
exsudados e ruptura da estrutura celular. O autor ressalta que as sementes mais secas
S80 mais sensiveis a essas injurias.

Com base nos resultados obtidos, as sementes foram reidratadas lentamente
durante 24 horas antes das subsequentes avaliacbes da qualidade fisiolégica das
sementes. Esse periodo de reidratacdo também foi o mais utilizado nos trabalhos
desenvolvidos por HU et al. (1998) e WALTERS (1998).

4.4. Efeito imediato da desidratacao e hidratacao

O efeito imediato da desidratagdo e hidratacdo na qualidade fisiol6gica das
sementes de C. legalis esta apresentado na Tabela 5.



34

Tabela 5. Teor de agua de equilibrio (TA) obtido sobre o Pentdxido de fésforo e cada
solugédo salina saturada, a 20°C, porcentagem (G) e tempo médio (TM) de
germinagdo, condutividade elétrica (CE) e viabilidade (V) das sementes de
Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze obtidos logo apo6s o estabelecimento do

equilibrio higroscopico.

TA G ™ CE \
Substancia quimica (%) (%) (dias) (uS.cm™.g") (%)
Testemunha 5,4 92 AB 27B 45 A 88 AB
Pentéxido de fésforo 1,6 81 CD 34 H 50 C 77E
Hidréxido de sédio 2,6 84 ABCD 34H 50 C 80 CDE
Cloreto de litio 3,7 94 A 28 C 48 B 90 A
Acetato de potassio 4,5 81 CD 31F 483 B 77E
Cloreto de magnésio 5,6 90 AB 27B 48 B 86 ABC
Carbonato de potassio 7,6 82 BCD 29D 50C 78 DE
Nitrato de célcio 8,3 80D 29D 50 C 77 E
Nitrato de aménio 11,3 85 ABCD 30 E 51D 81 BCDE
Cloreto de sédio 13,1 86 ABCD 32G 52 E 82 BCDE
Cloreto de potassio 16,4 90 AB 27B 52 E 86 ABC
Nitrato de potassio 18,4 92 AB 26 A 54 F 88 AB
Valor de F 5,60** 339,24** 349,42** 9,06™*
Coeficiente de variagao (%) 5,65 1,24 0,49 3,03

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.

As sementes se mostraram tolerantes a desidratagcao, tanto que mesmo quando
elas foram desidratadas a teores de agua extremamente baixos, como 1,6 e 2,6%,

apresentaram germinacao superior a 80%.
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Os resultados de porcentagem de germinagdo foram proporcionais aos de
viabilidade. A unica diferenca foi que os valores de viabilidade foram numericamente
inferiores aos de germinacgao.

Para a porcentagem de germinacgdo oito teores de agua, variando de 2,6 a
18,4%, nao diferiram da testemunha. Para a viabilidade, desses oito teores de agua,
apenas dois diferiram da testemunha (2,6%, obtido sobre Hidroxido de sédio e 7,6%
obtido sobre Carbonato de potassio). Os teores de agua de 1,6% (obtido sobre
Pentoxido de fésforo), 4,5% (obtido sobre Acetato de potassio) e 8,3% (obtido sobre
Nitrato de calcio) diferiram da testemunha, tanto para a germinacdo quanto para a
viabilidade.

Para as caracteristicas que expressam o vigor das sementes (tempo médio de
germinagdo e condutividade elétrica), os resultados nao foram proporcionais. Por
exemplo, para umidade relativa do ar proporcionada pelo Nitrato de potassio, que
hidratou as sementes a 18,4% de agua, foi obtido o menor tempo médio de germinacao
(26 dias) e o maior valor de condutividade elétrica (54 uS.cm™.g™).

Para essas caracteristicas, diferenca de um dia ou 1 pS.cm'.g' acusara
diferencas significativas, porque os valores de coeficiente de variagdo foram muito
baixos.

Para o tempo médio de germinacdo sete teores de agua, variando de 3,7 a
18,4%, conduziram a geminacao final em 26 a 29 dias; nesse grupo encontra-se a
testemunha, com 5,4% de agua. Cinco teores de agua, variando de 1,6 a 13,1%,
conduziram & germinagao final em 30 a 34 dias. E interessante ressaltar que teor de
agua inferior ao da testemunha, com excec¢ao do proporcionado pelo Cloreto de litio
(3,7%), faz parte desse grupo de sais com menor velocidade de germinacao. O teor de
agua proporcionado pelo Cloreto de sédio (13,1%) também faz parte desse grupo,
sugerindo um possivel efeito da composicao quimica desse sal, uma vez que sementes
com teores de &gua inferior e superior a esse também germinaram em maior
velocidade.

Para a condutividade elétrica foram obtidos resultados mais coerentes. O melhor

resultado foi apresentado pela testemunha (45 pS.cm™.g™") e teores de 4gua préximos
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ao dela (3,7 a 5,6%) apresentaram bom resultado (48 pS.cm™.g™"). Teores de agua
mais inferiores (1,6 e 2,6%) e superiores (7,6 e 8,3%) ao da testemunha (5,4%)
apresentaram resultado intermediario (50 pS.cm'.g'). As quatro solucdes que
conduziram a teor de agua superior a 11% apresentaram os piores resultados (51 a 54
uS.cm™.g™.

De modo geral, para todas as caracteristicas fisiologicas avaliadas, ndo foi
constatado efeito muito prejudicial da desidratacdo e da hidratacdo das sementes.

Varios mecanismos como a presenca de acucares sollveis, enzimas que atuam
contra o sistema de oxidacao lipidica, anti-oxidantes e de proteinas especificas (Late
embryogenesis abundant proteins — LEA proteinas), tém sido envolvidos na aquisicéo e
manutencao da tolerancia a desidratacao, conferindo protecdo contra as conseqiiéncias
da perda de 4gua, em diferentes niveis de hidratacdo (GUIMARAES, 1999). Segundo
WALTERS et al. (2001), pelo fato de a 4gua afetar as células de varias maneiras, 0s
tecidos que sobrevivem a sua remogao tém uma combinagao de estratégias para limitar
os danos resultantes da desidratacdo e a sobrevivéncia a remogdo da agua; seus
constituintes estao protegidos ou podem ser reparados.

Ha dificuldade para identificar com precisdo 0s mecanismos de reparo
associados com a tolerancia a desidratagéo e diferencia-los de eventos que governam a
germinacao e o inicio do desenvolvimento das plantulas. Existem fortes evidéncias da
ocorréncia de reparo do DNA e do sistema de membranas, no inicio da embebigéo, e
dos danos a sintese de proteinas, em caso de acado deficiente desses mecanismos
(MARCOS FILHO, 2005).

4.5. Armazenamento das sementes

Tal como ocorreu logo apds o estabelecimento do equilibrio higroscopico,
diferenca de um dia no tempo médio de germinacéo e de 1 uS.cm™.g™" na condutividade
elétrica foi significativa, por causa do baixo valor de coeficiente de variagao obtido para
essas caracteristicas que expressam o vigor das sementes, nos trés periodos de

armazenamento (30, 180 e 360 dias).
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Da mesma forma, para esses trés periodos, os valores de porcentagem de
germinagdo foram proporcionais aos de viabilidade, sendo os de porcentagem de
germinagao sempre um pouco maior.

Para todos os periodos de armazenamento e para todas as caracteristicas
fisiologicas, a interacdo entre a solucdo salina saturada (com a testemunha e o

Pentoxido de fosforo) e o ambiente de armazenamento foi significativa.

4.5.1. Resultados ap6s 30 dias de armazenamento

Maiores porcentagens de germinagao e de viabilidade foram obtidas quando as
sementes foram desidratadas a 3,7% de agua, equilibradas sobre o Cloreto de litio
(Tabelas 6 e 7). Quando as sementes foram armazenadas no freezer, os resultados
obtidos com 3,7% de agua (89% de germinagcdo e 85% de viabilidade) nao diferiram
daqueles obtidos com 5,4% (testemunha), de 84% de germinacao e 80% de viabilidade
e com 5,6% (equilibradas sobre o Cloreto de magnésio), de 85% de germinacéao e 81%
de viabilidade. Quando as sementes foram armazenadas no nitrogénio liquido, apenas
a testemunha (88% de germinagdo e 84% de viabilidade) ndo diferiu das sementes
equilibradas sobre o Cloreto de litio (91% de germinacao e 84% de viabilidade).

Comparando os dois ambientes de armazenamento, para essas duas
caracteristicas, ndo foi constatada diferenca significativa quando as sementes foram
armazenadas com 3,7% de agua (equilibradas sobre o Cloreto de litio). Para a
testemunha (5,4% de agua), as porcentagens de germinagdo e de viabilidade foram
maiores quando conservadas no nitrogénio liquido do que no freezer. Para o Cloreto de
magnésio (5,6%), a porcentagem de germinacao foi maior do que a de viabilidade,
quando as sementes foram armazenadas no freezer, mas para a viabilidade néo houve
diferenca significativa entre os dois ambientes de armazenamento. Um aspecto
interessante é que o teor de agua intermediario (4,5%), equilibrado sobre o Acetato de
potassio, ndo conduziu a resultados tao bons (80% de germinagéo e 76% de viabilidade
no freezer e 84% de germinagédo e 80% de viabilidade no nitrogénio liquido) apds esse

periodo de armazenamento. Os piores resultados, para as duas caracteristicas e para
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os dois ambientes, foram obtidos quando as sementes foram equilibradas a teores de
agua superiores a 13,0% (sobre o Cloreto de sodio, Cloreto de potassio e Nitrato de
potassio), de 35 a 72% no freezer e de 31 a 68% no nitrogénio liquido. Para o tempo
meédio de germinacdo e a condutividade elétrica, os melhores valores foram obtidos
também com as sementes armazenadas com 3,7% de agua (equilibradas sobre o

Cloreto de litio).

Tabela 6. Teor de agua de equilibrio e porcentagem de germinacdo das sementes de
Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 30 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 84 b AB 88 a AB
Pentéxido de fésforo 1,6 79 a BC 80 a CDE
Hidroxido de sédio 2,6 82 a B 85 a BC
Cloreto de litio 3,7 89 a A 91 a A
Acetato de potassio 4,5 80 b B 84 a BCD
Cloreto de magnésio 5,6 85 a AB 83 b BCD
Carbonato de potassio 7,6 80 a B 81 a CDE
Nitrato de célcio 8,3 82 a B 78 a DE
Nitrato de aménio 11,2 80 a B 75 b E
Cloreto de sédio 13,1 72 a C 66 b F
Cloreto de potassio 16,4 52 a D 49 a G
Nitrato de potassio 18,3 42 a E 35 b H

F para solugao salina saturada (S) 170,80**

F ambiente de armazenamento (A) 0,97 "

F para interacdo (S X A) 3,50*

Coeficiente de variacédo (%) 3,50

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(*) Significativo a 1% de probabilidade. ("*) N&o significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Teor de agua de equilibrio e viabilidade (%) das sementes de Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina saturada, e
armazenadas em diferentes ambientes por 30 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 80 b AB 84 a AB
Pentdxido de fésforo 1,6 75 a BC 76 a CD
Hidroxido de sédio 2,6 78 a B 81 a ABC
Cloreto de litio 3,7 85 a A 87 a A
Acetato de potassio 4,5 76 b B 80 a BC
Cloreto de magnésio 5,6 81 a AB 77 a BCD
Carbonato de potassio 7,6 76 a B 77 a CD
Nitrato de célcio 8,3 78 a B 74 a CD
Nitrato de aménio 11,2 76 a B 71 b D
Cloreto de sédio 13,1 68 a C 62 b E
Cloreto de potassio 16,4 48 a D 45 a F
Nitrato de potassio 18,3 38 a E 31 b G

F para solugao salina saturada (S) 168,10**

F ambiente de armazenamento (A) 1,96"™

F para interagdo (S X A) 3,40*

Coeficiente de variacéo (%) 3,55

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra mintscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(*) Significativo a 1% de probabilidade. ("*) N&o significativo a 5% de probabilidade.

Essas sementes, armazenadas nos dois ambientes, demoraram 28 dias para
germinar (Tabela 8). As sementes do lote testemunha germinaram tdo rapidamente
quanto aquelas armazenadas com 3,7%, quando armazenadas no freezer, mas quando
armazenadas no nitrogénio liquido germinaram em menor velocidade (31 dias). Neste

ultimo ambiente, as sementes armazenadas com 8,3% de agua (equilibradas sobre o
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Nitrato de célcio) também germinaram em boa velocidade (29 dias), mas com menores

porcentagens de germinagao e de viabilidade.

Tabela 8. Teor de agua de equilibrio e tempo médio de germinacao (dias) das sementes
de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina

saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 30 dias.

Substancia quimica

Teor de agua de
Equilibrio (%)

Ambiente de armazenamento

Freezer (-20°C)

Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 28 A 31 C
Pentéxido de fésforo 1,6 37 E 34 F
Hidroxido de sédio 2,6 34 D 34 F
Cloreto de litio 3,7 28 A 28 A
Acetato de potassio 4,5 32 C 32 D
Cloreto de magnésio 5,6 30 B 31 C
Carbonato de potassio 7,6 30 B 33 E
Nitrato de célcio 8,3 31 C 29 B
Nitrato de aménio 11,2 37 E 39 F
Cloreto de sédio 13,1 42 F 46 G
Cloreto de potassio 16,4 42 F 49 H
Nitrato de potassio 18,3 58 G 57 I
F para solugao salina saturada (S) 7725,82**

F ambiente de armazenamento (A) 422,51**

F para interagéo (S X A) 188,84**

Coeficiente de variacio (%) 0,83

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.

As sementes armazenadas com teor de agua superior a 11,0%, nos dois

ambientes, foram as que apresentaram menor velocidade de germinagdo, demorando

de 37 a 57 dias para germinar. Quando armazenadas no freezer, as sementes
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armazenadas com 1,6% de agua (equilibradas sobre o Pentdxido de fésforo) também
demoraram 37 dias para germinar.

Quanto a condutividade elétrica (Tabela 9), as sementes desidratadas a 3,7% de
agua e armazenadas no freezer mantiveram a integridade da membrana celular (61
uS.cm™.g™") em niveis semelhantes aos das desidratadas a 1,6% (sobre o Pentéxido de
fésforo), 2,6% (sobre o Hidréxido de sddio) e 4,5% (sobre o Acetato de potassio), de (62
e 63 uS.cm™.g"). As sementes com 5,4% de agua (testemunha) e com 5,6% de agua
(equilibradas sobre o Cloreto de magnésio) evidenciaram maior deterioracdo que as
comentadas anteriormente (69 uS.cm™.g™).

Quando armazenadas no nitrogénio liquido, as sementes armazenadas com
3,7% de agua evidenciaram vigor superior as demais (54 pS.cm™.g”). Nos dois
ambientes de armazenamento, maior redugao no vigor foi constatado para as sementes
armazenadas com mais de 7,0% de agua (72 a 80 pS.cm™.g™).

Comparando os dois ambientes de armazenamento, para as sementes
armazenadas com 3,7% de agua, nao foi constatada diferenca significativa para o
tempo médio de germinacao (28 dias), mas para a condutividade elétrica as sementes
mantiveram maior vigor no nitrogénio liquido (54 uS.cm™.g”') do que no freezer (61
uS.cm.g”’). Com excecdo das sementes equilibradas sobre o Nitrato de potassio
(18,3% de agua), para os demais tratamentos as sementes armazenadas no nitrogénio

liquido apresentaram maior vigor que as armazenadas no freezer.
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Tabela 9. Teor de agua de equilibrio e condutividade elétrica (uS.cm™.g") das sementes
de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 30 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de

Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 69 b D 66 a E
Pentéxido de fésforo 1,6 62 b B 60 a C
Hidroxido de sédio 2,6 62 b B 59 a B
Cloreto de litio 3,7 61 b A 54 a A
Acetato de potassio 4,5 63 b C 62 a D
Cloreto de magnésio 5,6 69 b D 66 a E
Carbonato de potassio 7,6 74 b E 72 a F
Nitrato de célcio 8,3 76 b F 73 a G
Nitrato de aménio 11,2 77 b G 75 a H
Cloreto de sédio 13,1 77 b G 76 a I
Cloreto de potassio 16,4 79 b H 77 a J
Nitrato de potassio 18,3 80 A 80 a K
F para solugao salina saturada (S) 5762,25**

F ambiente de armazenamento (A) 1564,34**

F para interagéo (S X A) 60,40**

Coeficiente de variacdo (%) 0,42

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&do diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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4.5.2. Resultados apés 180 dias de armazenamento

Apos esse periodo, os melhores resultados continuaram sendo constatados para
as sementes armazenadas com 3,7% de agua (equilibradas sobre o Cloreto de litio),
nos dois ambientes.

Entre as sementes armazenadas no freezer, dos dois tratamentos que apoés 30
dias de armazenamento apresentaram resultados de porcentagens de germinacao
(Tabela 10) e de viabilidade (Tabela 11) semelhantes aos obtidos com as sementes
desidratadas a 3,7%, apenas as sementes armazenadas com 5,6% de agua
(equilibradas sobre o Cloreto de magnésio) mantiveram esse resultado, apresentando
86% de germinacao e 82% de viabilidade. As sementes armazenadas com 5,4% de
agua (testemunha) conduziu a valores significativamente inferiores (82% de germinacao
e 78% de viabilidade) aos das sementes armazenadas com 3,7% de agua (88% de
germinagao e 78% de viabilidade).

Da mesma forma, quando as sementes foram armazenadas no nitrogénio
liquido, os valores constatados para a testemunha (84% de germinagdo e 80% de
viabilidade) também passaram a ser inferiores. Nesse ambiente de armazenamento,
constatou-se para as sementes armazenadas com 3,7% valores bem superiores (95%
de germinagao e 91% de viabilidade) aos dos demais tratamentos.

Os piores tratamentos para os dois ambientes, que apdés 30 dias de
armazenamento eram aqueles referentes as sementes armazenadas com teores de
agua superiores a 13%, apo6s 180 dias passaram a ser aqueles cujas sementes foram
armazenadas com teor de dgua superior a 11% (04 a 75% de germinagéo e 0 a 71% de
viabilidade). Esses resultados evidenciam a manutencdo da germinacdo e da
viabilidade das sementes armazenadas com 3,7% e a reducao dessas caracteristicas
para os demais tratamentos.

Comparando os dois ambientes de armazenamento, as sementes armazenadas
com 3,7% apresentaram, no nitrogénio liquido, maiores valores de germinagcdo e
viabilidade do que no freezer. As sementes armazenadas com teor de agua superior a

13%, entretanto, se conservaram melhor no freezer do que no nitrogénio liquido.
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Tabela 10. Teor de agua de equilibrio e porcentagem de germinagdo das sementes de
Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 180 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 82 a BC 84 a B
Pentdxido de fésforo 1,6 79 a CD 76 a DE
Hidroxido de sédio 2,6 82 a BC 81 a BCD
Cloreto de litio 3,7 8 b A 95 a A
Acetato de potassio 4,5 80 a CD 82 a BC
Cloreto de magnésio 5,6 86 a AB 83 a BC
Carbonato de potassio 7,6 80 a CD 80 a BCDE
Nitrato de célcio 8,3 80 a CD 78 a CDE
Nitrato de aménio 11,2 75 a D 75 b E
Cloreto de sédio 13,1 65 a E 54 b F
Cloreto de potassio 16,4 41 a F 27 a G
Nitrato de potassio 18,3 17 a G 4 b H

F para solugéo salina saturada (S) 835,75™

F ambiente de armazenamento (A) 45,61**

F para interagdo (S X A) 25,13**

Coeficiente de variacéo (%) 2,66

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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Tabela 11. Teor de agua de equilibrio e viabilidade (%) das sementes de Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solucdo salina saturada, e
armazenadas em diferentes ambientes por 180 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 78 a BC 80 a B
Pentdxido de fésforo 1,6 75 a CD 72 a DE
Hidroxido de sédio 2,6 78 a BC 77 a BCD
Cloreto de litio 3,7 84 b A 91 a A
Acetato de potassio 4,5 76 a CD 78 a BC
Cloreto de magnésio 5,6 82 a AB 75 b BCD
Carbonato de potassio 7,6 76 a CD 76 a BCDE
Nitrato de célcio 8,3 76 a CD 74 a CDE
Nitrato de aménio 11,2 71 a D 71 a E
Cloreto de sédio 13,1 61 a E 50 b F
Cloreto de potassio 16,4 37 a F 23 b G
Nitrato de potassio 18,3 13 a G 0 b H

F para solugéo salina saturada (S) 972,00

F ambiente de armazenamento (A) 90,85**

F para interagdo (S X A) 41,83**

Coeficiente de variacéo (%) 2,78

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.

Para o tempo médio de germinagdo (Tabela 12), as sementes equilibradas a
3,7% também se destacaram em comparagdo com as demais, germinando em 28 dias
nos dois ambientes de armazenamento. As sementes armazenadas no freezer com
5,4% de agua (testemunha), que apds 30 dias havia geminado tao rapidamente quanto
as desidratadas a 3,7%, apresentaram apds 180 dias de armazenamento menor
velocidade de germinagdo, demorando 31 dias para germinar. As sementes
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equilibradas a teores de agua superiores a 11% continuaram a ser as que germinaram

mais lentamente, demorando de 40 a 70 dias para germinar.

Tabela 12. Teor de agua de equilibrio e tempo médio de germinacao (dias) das
sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugéo
salina saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 180 dias.

Substancia quimica

Teor de agua de
Equilibrio (%)

Ambiente de armazenamento

Freezer (-20°C)

Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 31 B 33 CD
Pentéxido de fésforo 1,6 37 F 35 F
Hidroxido de sédio 2,6 35 D 34 E
Cloreto de litio 3,7 28 A 28 A
Acetato de potassio 4,5 32 B 32 C
Cloreto de magnésio 5,6 31 B 32 C
Carbonato de potassio 7,6 33 C 33 D
Nitrato de célcio 8,3 33 C 31 B
Nitrato de aménio 11,2 40 E 43 G
Cloreto de sédio 13,1 45 F 46 H
Cloreto de potassio 16,4 51 G 52 I
Nitrato de potassio 18,3 59 H 70 J
F para solugao salina saturada (S) 9457,25**

F ambiente de armazenamento (A) 229,46™

F para interagéo (S X A) 249,95**

Coeficiente de variacio (%) 0,80

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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Para a condutividade elétrica (Tabela 13), as sementes equilibradas a 3,7%
também se destacaram em comparacdo com as demais, apresentando (61 uS.cm™.g™)
quando armazenadas no freezer e (56 uS.cm™.g”) no nitrogénio liquido. As sementes
armazenadas no freezer com (1,6, 2,6 e 4,5% de agua), que apdés 30 dias de
armazenamento apresentaram valores de condutividade elétrica proximos do
constatado para as sementes armazenadas com 3,7%, apds 180 ja se mostraram mais
deterioradas.

Redugédo mais drastica, nos dois ambientes, foi constatada para as sementes
armazenadas com teor de agua superior a 8,3% de agua (78 a 86 uS.cm™.g™' no freezer
e 78 a 101 uS.cm™.g™" no nitrogénio liquido). Dessa forma, a condutividade elétrica foi a
caracteristica fisiologica mais afetada apds 180 dias de armazenamento.

Comparando os dois ambientes, as sementes armazenadas com teor de agua
inferior a 8,0% mantiveram suas membranas com maior integridade no nitrogénio
liquido (56 a 73 uS.cm™.g") do que no freezer (61 a 75 puS.cm™.g™"). Ao contréario, as
sementes armazenadas com teor de agua superior a 16% tiveram suas membranas
mais injuriadas no nitrogénio liquido (93 a 101 pS.cm™.g™") do que no freezer (83 a 86
uS.cm™.g™.
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Tabela 13. Teor de dgua de equilibrio e condutividade elétrica (uS.cm™.g"') das sementes
de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 180 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de

Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 73 b F 71 a F
Pentéxido de fésforo 1,6 68 a D 69 a E
Hidroxido de sédio 2,6 65 b B 63 a B
Cloreto de litio 3,7 61 b A 56 a A
Acetato de potassio 4,5 67 b C 65 a C
Cloreto de magnésio 5,6 71 b E 68 a D
Carbonato de potassio 7,6 75 b G 73 a G
Nitrato de célcio 8,3 78 a H 78 a H
Nitrato de aménio 11,2 79 a | 79 a I
Cloreto de sédio 13,1 82 a J 82 a J
Cloreto de potassio 16,4 83 a K 93 b K
Nitrato de potassio 18,3 86 a L 101 b L
F para solugao salina saturada (S) 3378,95**

F ambiente de armazenamento (A) 49,93**

F para interagéo (S X A) 259,68**

Coeficiente de variacio (%) 0,67

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&do diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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4.5.3. Resultados apés 360 dias de armazenamento

Tal como ocorreu nos periodos anteriores, nos dois ambientes os melhores
resultados foram constatados para as sementes armazenadas com 3,7% de agua.

As sementes armazenadas no freezer com 5,6% de agua (86% de germinacao e
82% de viabilidade) continuaram com valores significativamente semelhantes aos das
armazenadas com 3,7% de agua (88% de germinacdo e 84% de viabilidade), como
mostram os resultados apresentados nas Tabelas 14 e 15.

Quando armazenadas no nitrogénio liquido, as sementes armazenadas com
3,7% de agua continuaram se destacando em comparagdo com as demais (94% de
germinacao e 89% de viabilidade).

Quando armazenadas no freezer, os piores resultados foram obtidos com as
sementes armazenadas com mais de 11,0% de agua (08 a 72% de germinacao e 04 a
68% de viabilidade). Quando armazenadas no nitrogénio liquido, os piores resultados
de germinacdo foram obtidos com as sementes armazenadas com teor de agua
superior a 7,0% (04 a 77%) e os de viabilidade com as armazenadas com teor de agua
superior a 5,5% (0 a 71%). Esses resultados evidenciam que as sementes com maior
teor de agua tiveram maior reducdo na germinagdo e na viabilidade quando
armazenadas no nitrogénio liquido do que no freezer. No nitrogénio liquido, as
sementes desidratadas a 1,6% de agua também tiveram consideravel redugdo na
germinagao e na viabilidade.



50

Tabela 14. Teor de agua de equilibrio e porcentagem de germinacdo das sementes de
Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 360 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 80 b B 84 a B
Pentdxido de fésforo 1,6 79 a B 76 b D
Hidroxido de sédio 2,6 80 a B 80 a CD
Cloreto de litio 3,7 88 b A 94 a A
Acetato de potassio 4,5 80 a B 80 a CD
Cloreto de magnésio 5,6 86 a A 83 a BC
Carbonato de potassio 7,6 80 a B 77 b D
Nitrato de célcio 8,3 80 a B 78 a D
Nitrato de aménio 11,2 72 b C 75 a E
Cloreto de sédio 13,1 60 a D 30 b F
Cloreto de potassio 16,4 22 a E 10 b G
Nitrato de potassio 18,3 8 a F 4 b H
F para solugéo salina saturada (S) 1879,67*

F ambiente de armazenamento (A) 145,48**

F para interagdo (S X A) 51,40**

Coeficiente de variacéo (%) 2,20

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.



51

Tabela 15. Teor de agua de equilibrio e viabilidade (%) das sementes de Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugdo salina saturada, e
armazenadas em diferentes ambientes por 360 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de
Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 76 b B 80 a B
Pentdxido de fésforo 1,6 75 a B 72 b CD
Hidroxido de sédio 2,6 76 a B 76 a BC
Cloreto de litio 3,7 84 b A 89 a A
Acetato de potassio 4,5 76 a B 76 a BC
Cloreto de magnésio 5,6 82 a A 71 b CD
Carbonato de potassio 7,6 76 a B 73 b CD
Nitrato de calcio 8,3 76 a B 74 a CD
Nitrato de aménio 11,2 68 a C 60 b E
Cloreto de sédio 13,1 56 a D 26 b F
Cloreto de potassio 16,4 18 a E 6 b G
Nitrato de potassio 18,3 4 a F 0 b H
F para solugéo salina saturada (S) 2080,10™*

F ambiente de armazenamento (A) 294,88**

F para interagdo (S X A) 58,70**

Coeficiente de variacéo (%) 2,37

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.

Nos dois ambientes, as sementes desidratadas a 3,7% continuaram germinando
em apenas 28 dias (Tabela 16), com velocidade superior a dos demais tratamentos.
Germinacao mais lenta foi observada para as sementes hidratadas a mais de 11,0% de
agua, demorando de 41 a 68 dias para germinar quando armazenadas no freezer e de
45 a 70 dias no nitrogénio liquido. Assim, as sementes com maior teor de &agua

germinaram mais lentamente quando armazenadas no nitrogénio liquido do que no
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freezer, com excecao das hidratadas a 16,4% que germinaram praticamente com com a

mesma velocidade nos dois ambientes.

Tabela 16. Teor de agua de equilibrio e tempo médio de germinacdo (dias) das
sementes de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solugéo

salina saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 360 dias.

Substancia quimica

Teor de agua de
Equilibrio (%)

Ambiente de armazenamento

Freezer (-20°C)

Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 32 B 34 E
Pentéxido de fésforo 1,6 38 G 38 G
Hidroxido de sédio 2,6 36 F 35 F
Cloreto de litio 3,7 28 A 28 A
Acetato de potassio 4,5 33 C 32 C
Cloreto de magnésio 5,6 35 E 33 D
Carbonato de potassio 7,6 34 D 33 D
Nitrato de célcio 8,3 34 D 31 B
Nitrato de aménio 11,2 41 H 45 H
Cloreto de sédio 13,1 48 I 53 I
Cloreto de potassio 16,4 64 J 63 J
Nitrato de potassio 18,3 68 K 70 K
F para solugao salina saturada (S) 20772,00**

F ambiente de armazenamento (A) 86,12**

F para interagéo (S X A) 153,93**

Coeficiente de variacio (%) 0,62

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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As sementes armazenadas com 3,7% de &agua apresentaram valores de
condutividade elétrica préximos aos obtidos com 180 dias de armazenamento (62
uS.cm'.g?. no freezer) e (57 pwS.cm™.g”". no nitrogénio liquido), como pode ser
observado na Tabela 17. Esses valores foram significativamente superiores aos

constatados para os demais tratamentos, como ocorreu no periodo anterior.

Tabela 17. Teor de agua de equilibrio e condutividade elétrica (uS.cm™.g") das sementes
de Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze equilibradas em cada solucdo salina
saturada, e armazenadas em diferentes ambientes por 360 dias.

Ambiente de armazenamento
Substancia quimica Teor de agua de

Equilibrio (%) Freezer (-20°C) Nitrogénio liquido (-196°C)

Testemunha 5,4 77 b F 74 a E
Pentéxido de fésforo 1,6 73 a D 76 b G
Hidroxido de sédio 2,6 69 b B 64 a B
Cloreto de litio 3,7 62 b A 57 a A
Acetato de potassio 4,5 71 b C 68 a C
Cloreto de magnésio 5,6 76 b E 71 a D
Carbonato de potassio 7,6 80 b G 75 a F
Nitrato de célcio 8,3 82 b H 81 a H
Nitrato de aménio 11,2 83 a | 83 a I
Cloreto de sédio 13,1 85 a J 86 b J
Cloreto de potassio 16,4 93 a K 98 b K
Nitrato de potassio 18,3 128 b L 122 a L
F para solugao salina saturada (S) 26904,05**

F ambiente de armazenamento (A) 942,01**

F para interacdo (S X A) 315,50**

Coeficiente de variagao (%) 0,36

Em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(™) Significativo a 1% de probabilidade.
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Reducao mais drastica no vigor das sementes foi constatada para as sementes
armazenadas com mais de 5,0% de agua no freezer (76 a 128 pS.cm’.g") e no
nitrogénio liquido (71 a 122 pS.cm™.g"). Neste Ultimo ambiente, as sementes
desidratadas a 1,6% também tiveram o vigor sensivelmente reduzido.

Comparando os dois ambientes de armazenamento, as sementes desidratadas a
3,7% de agua mantiveram as suas membranas com maior integridade no nitrogénio
liquido do que no freezer. Para os demais tratamentos, ndo houve uma tendéncia geral
que permitisse indicar o melhor ambiente de armazenamento.

Os resultados obtidos neste item, para os trés periodos e para os quatro
caracteristicas fisiol6gicos, mostraram que nos dois ambientes de armazenamento as
sementes de C. legalis se conservaram melhor quando desidratadas a 3,7% de agua.
Mostraram, também, que as sementes armazenadas com esse teor de agua se
conservaram melhor no nitrogénio liquido do que no freezer.

Os resultados mostraram, ainda, que as sementes sao tolerantes a desidratacao
e a temperatura extremamente baixa, tanto que mais de 75% das sementes
desidratadas a 1,6% de agua e armazenadas por um ano no freezer a -20°C e no
nitrogénio liquido a -196°C germinaram e produziram plantulas normais. Assim, as
sementes de C. legalis tiveram, durante o armazenamento, comportamento fisiolégico
tipico das classificadas por ROBERTS (1973) como ortodoxas.

As sementes dessa espécie iniciam a dispersdo com baixo teor de agua, uma
vez que logo apds a extracao as sementes se apresentaram com 7,0% de agua (Tabela
2). Como os frutos sdo secos e deiscentes (SILVA et al., 1993; GONCALVES &
LORENZI, 2007), é provavel que as espécies com frutos desse tipo produzam
sementes ortodoxas.

Para GEMARQUE et al. (2005), durante o processo de sele¢cdo natural, as
sementes ortodoxas necessitariam  atravessar periodos inadequados ao
desenvolvimento de suas plantulas. Dessa forma, as sementes que germinassem logo
apds a sua formacao e maturagao, produziriam plantulas que poderiam nao suportar as
condicdes adversas, sobrevivendo as plantulas originadas de sementes que

germinassem apenas quando as condigdes do meio fossem favoraveis ao seu
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desenvolvimento. Assim, além de limitar a germinacado, o baixo teor de agua das
sementes ortodoxas é fundamental para reduzir a deterioragdo das sementes.

Quando as sementes de C. legalis foram armazenadas com teor de agua muito
elevado, a deterioracdo foi maior. HARRINGTON (1973) ja relatava que para serem
acondicionadas em embalagem impermeavel, as sementes amilaceas precisavam ter
de 6 a 12% de agua e as oleaginosas de 4 a 9% de agua. Se o teor de agua for muito
elevado, a respiracdo das sementes e a acdo de microrganismos podem acelerar a
deterioracdo das sementes.

Neste trabalho as sementes foram armazenadas a -20 e -196°C, tendo o seu
metabolismo acentuadamente reduzido. Mesmo a -20°C, algum metabolismo ainda
ocorre e a viabilidade das sementes pode ser reduzida com o aumento do periodo de
armazenamento (STANWOOD & BASS, 1981; STANWOOD, 1985). A -196°C as fontes
de deterioracdo sdao grandemente reduzidas ou mesmo cessadas (STANWOOD &
BASS, 1981; KARTHA, 1985). Entretanto, se o teor de agua for muito alto, formam-se
cristais de gelo a medida que a temperatura se torna inferior a zero, causando danos
letais as sementes (ROBERTS, 1973). Portanto, ha um limite de agua acima do qual
ocorre a redugcdo da viabilidade das sementes durante o congelamento e o
descongelamento; esse limite deve ser considerado, também, quando o
armazenamento € realizado em nitrogénio liquido (STANWOOD, 1985).

Dessa forma, as sementes armazenadas com mais de 16,0% de &gua
apresentaram germinacdo e viabilidade inferiores a 50% ap6s 180 dias de
armazenamento (Tabelas 10 e 11). Quando armazenadas com 18,3% de agua, no
nitrogénio liquido, nessa avaliagdo a germinacao foi praticamente nula e nao foram
constatadas sementes viaveis. Esses resultados diferem daqueles obtidos por ABREU
et al. (2005a) para Sebastiania commersoniana e ABREU et al. (2005b) para Miconia
cabucu. Os autores constataram que, ap6s 180 dias de armazenamento a 5°C, -5°C,
-18°C e -196°C, as sementes dessas espécies equilibradas entre 2,3 e 17,3% de agua
tiveram a germinacdo mantida entre 92 e 98%.

De acordo com DANIEL et al. (1969), a desorganizacdo do sistema de

membranas € a primeira consequéncia de danos térmicos. Por isso os valores de
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condutividade elétrica (Tabelas 9, 13 e 17) foram sempre maiores para as sementes de
C. legalis armazenadas com maior teor de agua; consequentemente, a velocidade de
germinacdo também diminuiu (Tabelas 8, 12 e 16). Essas sementes foram mais
injuriadas quando armazenadas no nitrogénio liquido do que no freezer.

Segundo ROBERTS & ELLIS (1989), existe uma estreita relagdo entre os niveis
de hidratagao apresentados pelas isotermas de sorcdo em sementes ortodoxas e sua
longevidade. Para os teores de agua correspondentes a regido Il da isoterma (entre 30
e 75% de umidade relativa do ar ou 5 a 18% de agua), dependendo do teor de lipidios
das sementes, existe uma relagéo linear negativa entre o logaritmo da longevidade e o
logaritmo do teor de agua. Assim, o teor de agua tem um efeito consideravel na

longevidade das sementes.

4.6. Comportamento das sementes durante o armazenamento

A isoterma de sorcao de agua estabelece caracteristicas (temperatura e umidade
relativa do ar) que determinam em que nivel as sementes podem ser desidratadas e
armazenadas seguramente (MESQUITA et al., 2001). Os resultados apresentados no
item anterior mostraram que para C. legalis, o teor de agua mais adequado para o
armazenamento das sementes no freezer a -20°C e no nitrogénio liquido a -196°C esta
em torno de 3,7%. Além disso, a umidade relativa do ar em torno de 12,5% conferiu
6timo nivel de agua das sementes, mantendo a qualidade fisiologica das sementes
durante o periodo de armazenamento. Esse teor de agua esta dentro da faixa
recomendada pelo IPIGRI, de 3,0 a 7,0%, para o armazenamento a longo prazo em
ambiente com temperatura de -182C ou menos (ELLIS et al., 1996; WETZEL, 2003).
Segundo HARRINGTON (1972), a manutencdo da capacidade germinativa e do vigor
das sementes durante o armazenamento depende de condi¢des anteriores,
principalmente do teor de 4gua das sementes. A longevidade de uma semente ortodoxa
é funcéo, dentre outros fatores, do conteudo de umidade da semente e da temperatura
de armazenamento (BEWLEY & BLACK, 1984). Assim, os resultados obtidos neste

trabalho estdo de acordo com as colocagdes feitas por esses autores.
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Houve pequena variacdo no teor de agua das sementes apds o equilibrio
higroscopico ser atingido sobre o Pentdxido de fosforo e as solugdes salinas saturadas
utilizadas, durante o periodo de armazenamento adotado. Tanto que a unido entre os
pontos referentes a cada substancia resultou em curvas sobrepostas, quando o
armazenamento foi realizado tanto no freezer (Figura 5) como no nitrogénio liquido
(Figura 6).
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Figura 5. Teor de agua das sementes de Cariniana legalis
(Mart.) O. Kuntze armazenadas por diferentes
periodos em freezer -20°C.
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Figura 6. Teor de agua das sementes de Cariniana legalis
(Mart.) O. Kuntze armazenadas por diferentes periodos
em nitrogénio liquido -196°C.

Esse resultado mostra que a embalagem utilizada foi eficiente para evitar a troca
de vapor d’agua entre as sementes e o ambiente de armazenamento; a embalagem
impermeavel deve ter essa propriedade (TOLEDO & MARCOS FILHO, 1977;
CARNEIRO & AGUIAR, 1993; MEDEIROS, 2000). Esse é outro fator que afeta a
longevidade das sementes durante o armazenamento. O IPIGRI recomenda que as
sementes desidratadas devam ser acondicionadas em embalagem hermética para
serem armazenadas em temperatura de -18°C ou menos (ELLIS et al., 1996). Assim, a

conservacao menos eficiente das sementes de C. legalis equilibradas a outros teores
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de 4gua se deveu ao proprio teor de agua com que elas foram armazenadas e nao a
variagao do teor de agua durante o armazenamento.

As sementes equilibradas sobre o Cloreto de litio mantiveram, durante todo o
periodo de armazenamento, o teor de agua de 3,7% (Figura 7) nos dois ambientes de
armazenamento, resultando em equagdes de regressdo nao significativas. A
manutencdo desse teor de agua foi conseguida por causa da eficiente

impermeabilidade da embalaaem utilizada.
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Figura 7. Teor de agua das sementes de Cariniana legalis (Mart.)
O. Kuntze equilibradas sobre Cloreto de litio e armazenadas
em freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por diferentes
periodos.
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Para as porcentagens de germinagao (Figura 8) e de viabilidade (Figura 9), as
analises de regressao revelaram que os dados constatados no freezer se ajustaram ao
modelo cubico; assim, os valores oscilaram durante o periodo de armazenamento. As
equacdes de regressdo obtidas para os dados constatados no nitrogénio liquido néao
foram significativas e os valores permaneceram constantes durante o periodo de

armazenamento.
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Figura 8. Porcentagem de germinacao das sementes de Cariniana legalis
(Mart.) O. Kuntze armazenadas com 3,7% de agua em freezer
(-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por diferentes periodos.
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Figura 9. Viabilidade das sementes de Cariniana legalis (Mart.) O.
Kuntze armazenadas com 3,7% de agua em
freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por diferentes
periodos.

Os resultados obtidos no nitrogénio liquido foram superiores aos obtidos no
freezer, evidenciando menor deterioracdo das sementes armazenadas a -196°C.
Estudando o comportamento das sementes de Anadenanthera peregrina (L.) Speg.
(angico-vermelho) com diferentes teores de agua e armazenadas em trés ambientes
(normal de laboratério, freezer a -20°C e nitrogénio liquido a -196°C), REIS & CUNHA
(1997) também constataram melhor desempenho germinativo das sementes com 5,6%
de agua hidratadas a 8,2% e armazenadas em nitrogénio liquido. Segundo
PRITCHARD et al. (1988), a exposicao ao nitrogénio liquido aumenta a absorcédo de
agua por meio de fissuras no tegumento das sementes, formadas durante o

congelamento, com consequente incremento na germinagao.
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Entretanto, SALOMAO & FUJICHIMA (2002) verificaram que a porcentagem de
germinacao das sementes de Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. F. ex S.
Moore (ipé-amarelo) desidratadas a 4,0% de agua mantiveram de forma similar a
porcentagem de germinagédo apds o armazenamento a -20°C e a -196°C. Estudando a
desidratacdo das sementes em camara seca por diferentes periodos, os autores
constataram que o melhor teor de agua, de 4%, foi obtido apds 24 h de desidratagao.
Comportamento semelhante foi constatado para sementes de Anadenanthera peregrina
var. falcata (Benth.) Altschul (angico-do-cerrado) por MARQUES (2007). As sementes
equilibradas sobre silica gel a 4,5% de agua mantiveram a capacidade germinativa
durante o armazenamento em freezer e em nitrogénio liquido. Esses teores de agua
também estdo dentro da faixa recomendada pelo IPIGRI, para o armazenamento a
longo prazo em temperatura inferior a -18°C, como ja foi comentado anteriormente.

Para algumas espécies, ndo houve um determinado teor de agua mais adequado
para 0 armazenamento em temperatura inferior a zero. Tanto no freezer como no
nitrogénio liquido, a germinacdo das sementes de Sebastiania commersoniana foi
mantida em elevada porcentagem quando armazenadas com teor de agua de 2,3 a
17,3% (ABREU & MEDEIROS, 2005a) e a das Miconia cabucu com 6,4 a 16,5% de
agua (ABREU & MEDEIROS, 2005b).

A perda do poder germinativo € a consequéncia final da deterioracdo das
sementes; durante esse processo, ocorrem alteracdes fisicas, fisioldgicas, quimicas e
bioquimicas nas sementes (CARNEIRO & AGUIAR, 1993). Dessa forma, o vigor das
sementes pode ser afetado, durante o armazenamento, antes da sua capacidade
germinativa. Contudo, no presente trabalho o tempo médio de germinacéo, que € um
indice de vigor, nao foi afetado quando as sementes foram armazenadas com 3,7% de
agua nos dois ambientes (Figura 10). As sementes de C. legalis germinaram em 28 dias
durante todo o periodo de armazenamento, resultando em equacgdes de regressao nao

significativas.
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Figura 10. Tempo médio de germinacao das sementes de Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze armazenadas com 3,7% de &gua
em freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por
diferentes periodos.

MARQUES (2007) também verificou que as sementes de Anadenanthera
peregrina var. falcata (Benth.) Altschul (angico-do-cerrado) mantiveram o indice de
velocidade de germinacado inalterado durante o armazenamento no freezer e no
nitrogénio liquido. Provavelmente as fissuras formadas no tegumento das sementes,
pela exposicdo ao nitrogénio liquido (PRITCHARD et al., 1988), também sejam
formadas no freezer, durante o congelamento. Talvez por esse motivo as sementes
armazenadas no freezer tenham germinado tdo rapidamente quanto as armazenadas

no nitrogénio liquido.
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Resultados diferentes foram constatados por REIS & CUNHA (1997) com
sementes de Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (angico-vermelho). Os autores
verificaram que as sementes armazenadas no nitrogénio liquido apresentaram maiores
valores de germinacdo do que as armazenadas no freezer. O que esses autores
denominaram de “valor de germinacao” foi denominado por AGUIAR (1984) de “indice
valor germinativo”, que reine em um unico valor numérico, proposto por CZABATOR
(1962), a porcentagem e a velocidade de germinacéo das sementes.

Da mesma forma, CORLETT (2004) verificaram que as sementes de Bixa
orellana L. (urucum) acondicionadas com 7,0% de agua em embalagem de aluminio
apresentaram, ap6s 360 dias, maiores valores de primeira contagem de germinacgao e
de indice de velocidade de germinacao quando armazenadas no nitrogénio liquido do
que no freezer.

As analises de regressao referentes a condutividade elétrica das sementes de C.
legalis armazenadas com 3,7% de agua mostraram que os dados se ajustaram ao
modelo cubico, nos dois ambientes (Figura 11); assim, os valores oscilaram durante o
periodo de armazenamento. A oscilacao foi pequena, indicando pouca desorganizacao
no sistema de membranas, principalmente quando as sementes foram armazenadas no
nitrogénio liquido.

Para Bixa orellana L. (urucum), os valores de condutividade elétrica das
sementes acondicionadas em embalagem de aluminio e armazenadas no freezer foram
menores do que no nitrogénio liquido, indicando menor desorganizacao no sistema de
membranas naquele ambiente (CORLETT, 2004). O autor armazenou as sementes com
apenas um teor de agua (7,0%) e certamente esse teor de dgua ndo é o mais adequado
para o armazenamento das sementes dessa espécie a -196°C.
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De modo geral, as sementes de C. legalis desidratadas a 3,7% de agua

conservaram satisfatoriamente sua qualidade fisiolégica durante o periodo de

armazenamento estudado, principalmente quando armazenadas no nitrogénio liquido.

Provavelmente a associacédo entre o teor de agua das sementes e a temperatura do

ambiente de armazenamento foi adequada, promovendo maior organizagdo das

membranas celulares e, consequentemente, reduzindo os danos fisiologicos as

sementes.

A deterioracdo das sementes é um processo inevitavel e a qualidade das

sementes ndo melhora durante o armazenamento (POPINIGIS, 1985). Mesmo quando
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armazenadas em condicOes 6timas de teor de agua e de temperatura, as sementes
estdo sujeitas a redugdo gradativa da sua viabilidade e do seu vigor (MARCOS FILHO,
2005). O armazenamento adequado permite manter as sementes com um minimo de
deterioragéo, prolongando a sua longevidade (CARNEIRO & AGUIAR, 1993).

A criopreservacao das sementes de C. legalis desidratadas a 3,7% de agua foi a
alternativa mais viavel para o armazenamento a longo prazo, em banco(s) de
germoplasma. No trabalho de SALOMAO & FUJICHIMA (2002), o periodo de exposicdo
das sementes ao nitrogénio liquido foi de um dia; no de REIS & CUNHA (1997) foi de
trés dias; nos de ABREU et al. (2005a,b) foi de 180 dias, no de CORLETT (2004) e no
presente trabalho foi de 360 dias e no de MARQUES (2007) foi de 600 dias.
STANWOOD (1985) salientou que se uma amostra de sementes pode ser congelada
em nitrogénio liquido e descongelada sem danos, o armazenamento por dias, semanas,
anos ou séculos, nao devera alterar a sua viabilidade. Conforme relataram
STANWOOD & BASS (1981) e KARTHA (1985), o armazenamento em nitrogénio
liquido oferece potencial para uma preservagao sem limites de tempo, com a reducao
do metabolismo das sementes a niveis tdo baixos que 0s processos bioquimicos sao

essencialmente reduzidos e a deterioragao bioldgica € virtualmente paralisada.
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5. CONCLUSOES

(a) a construgcao da isoterma de sorcdo com solugdes salinas saturadas foi

eficiente para obter diferentes teores de agua de equilibrio;

(b) as sementes toleram a desidratacdo e suportam temperaturas inferiores a

zero, apresentando comportamento ortodoxo;

(c) o teor de agua mais adequado para 0 armazenamento das sementes no
freezer e no nitrogénio liquido foi de 3,7%;

(d) as sementes armazenadas com 3,7% de teor de agua se conservaram melhor

no nitrogénio liquido;

(e) a criopreservacado das sementes desidratadas evidenciou a possibilidade de
armazenar a longo prazo as sementes de C. legalis em bancos de germoplasma.
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