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ABSTRACT — (Respiration of recalcitrant /nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.Dw.Pennington embryos under different
temperatures, water deficits and ABA application). The high metabolism of desiccation sensitive (recalcitrant) seeds of /nga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington is one of the main factors that hinder the conservation of physiological
viability of those seeds during storage. Due to lack of information on the respiratory metabolism of these seeds in different
conditions of stress, this study aimed to determine respiration rates of embryos with different levels of hydration and at
different temperatures after application of ABA and PEG treatments. The results showed both high levels of respirations
and the presence of oxidative reactions. ABA showed little effects, but respiration and oxidative processes were diminished
by both soft drying and PEG treatment. Therefore, reducing the storage temperature is efficient in reducing the metabolism,
allowing to increase the storage. However, the maturation degree is decisive to better conserve the embryos of Inga vera.
Keywords: inga, osmotic stress, PEG, recalcitrant seeds, respiratory metabolism

RESUMO — (Respiracdo de embrides recalcitrantes de /nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington sob diferentes
temperaturas, potenciais osmoticos e aplicagdo de ABA). O elevado metabolismo de sementes sensiveis a dessecagdo
(recalcitrantes) de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington ¢é um dos principais fatores que dificultam a
manuten¢do da viabilidade fisiologica das sementes durante o armazenamento. Devido a falta de informacdes sobre o
metabolismo respiratorio dessas sementes em diferentes condi¢des de estresse, este estudo teve como objetivo determinar
as taxas de respiracdo de embrides com diferentes contetidos de dgua e em diferentes temperaturas apds a aplicagdo dos
tratamentos com ABA e PEG. Os resultados mostraram altos niveis de respirag@o e presenca de reacdes oxidativas. O ABA
mostrou poucos efeitos, mas a respirag@o e os processos oxidativos foram diminuidos pela secagem leve e pelo tratamento
com PEG. Portanto, a redug@o da temperatura de armazenamento ¢ eficiente na redugdo do metabolismo, permitindo ampliar
0 armazenamento, mas a escolha do estadio de maturacdo ¢ decisiva para melhor conservar os embrides de Inga vera.
Palavras-chave: estresse osmotico, inga, metabolismo respiratorio, PEG, sementes recalcitrantes

espécies, pois 0 armazenamento de sementes ¢ a forma
mais comum de conservagao ex situ, ja que a semente € a

Introducio

O maior desafio atual na ciéncia da conservagao de
sementes ¢ a obtengédo de tecnologia que permita armazenar
sementes sensiveis a dessecagdo (recalcitrantes), por periodos
suficientemente longos para sua inclusdo em bancos de
germoplasma (Barbedo 2018, Barbedo ef al. 2018). A falta
dessa tecnologia implica em risco de extin¢do de diversas

unidade de propagac¢do natural da maioria das espécies de
faner6gamas (Santos 2001, Marcos Filho 2015).

De modo geral, a secagem ¢ a forma mais comum de
conservar a viabilidade das sementes, permitindo ampliar
sua longevidade pela reducdo das reacdes metabdlicas
(Villela & Peres 2004). A capacidade de armazenamento

1 Escola Estadual Professor Horacio Quaglio, Secretaria da Educagio do Estado de Sdo Paulo, Rua Jornal O Trabuco, 309, 06273-060

Osasco, SP, Brasil

2 Instituto de Botanica, Nucleo de Pesquisa em Sementes, Avenida Miguel Stéfano, 3687, 04301-012 Sao Paulo, SP, Brasil

3 Autor para correspondéncia: cjbarbedo@yahoo.com.br


https://orcid.org/0000-0002-4417-7495
https://orcid.org/0000-0002-4417-7495
http://dx.doi.org/10.1590/2236-8906-81/2020

2 Hoehnea 47: ¢012020, 2020

¢ ampliada, para muitas espécies, quando a reducdo do
teor de dgua das sementes estd associada a diminui¢do da
temperatura do ambiente (Walters et al. 2005, Colville &
Pritchard 2019). Para sementes sensiveis a dessecagdo, a
utilizagdo de inibidores endogenos, como ABA, a regulagio
da mobilizagdo da 4gua na semente com solu¢des osmaticas
e os estresses hidricos também se mostraram favoraveis para
a conservagao. Outra op¢ao seria a desidratacdo parcial,
ou seja, a secagem até atingir o menor grau de umidade
suportavel para a semente (Andréo et al. 2006, Bonjovani
& Barbedo 2008, Chandra et al. 2019).

Durante seu desenvolvimento, as sementes sensiveis
a dessecacdo apresentam atividade metabolica intensa
de modo que passam quase que diretamente da fase de
desenvolvimento para a de germinagdo, sem exibir periodo
evidente de laténcia (Pammenter & Berjak 2000, Caccere
et al. 2013). Como as alteragdes metabdlicas associadas
a germinagdo continuam durante o armazenamento, as
sementes tornam-se cada vez mais sensiveis a dessecagao;
mesmo quando armazenadas em ambiente imido, perdem
rapidamente a viabilidade, havendo necessidade de absorgdo
de quantidade adicional de agua para completar o processo
de germinacdo (Pammenter & Berjak 2000, Marcos Filho
2015). Se ndo ha suficiente quantidade de agua, podem
ocorrer danos ligados ao metabolismo germinativo, com
consequente perda da viabilidade das sementes (Pammenter
et al. 1994).

A manutencdo dessa intensa atividade requer,
provavelmente, elevadas taxas respiratorias e grande
consumo de reservas. Durante o periodo no qual as sementes
mantém intensa atividade, mas ndo completam a germinag3o,
o metabolismo pode ser desordenado, com consumo de
reservas e liberacdo de radicais livres, ambas as atividades
prejudicando a conservagdo da viabilidade das sementes
durante o armazenamento e, consequentemente, favorecendo
sua rapida deterioragdo (Andréo et al. 2006, Berjak &
Pammenter 2008, Marcos Filho 2015). Uma temperatura
mais baixa pode atrasar ou reduzir a taxa absoluta de
respiragdo (Dahal ef al. 1996, Parisi et al. 2019). Assim,
uma forma de diminuir os efeitos do intenso metabolismo de
sementes poderia ser a redugdo da temperatura do ambiente,
pois a temperatura determina a velocidade das reagdes
enzimaticas, afetando as taxas respiratorias (Ruelland &
Zachowski 2010). Contudo, para sementes de uma espécie
tropical, como o Inga vera Willd., a redugao da temperatura
pode se tornar um elemento a mais de estresse.

A conservagao de sementes sensiveis a dessecagao
permanece, portanto, como um desafio para fisiologistas
e tecnologistas e pouco se sabe, atualmente, sobre os
mecanismos envolvidos em sua répida deterioragdo. Os
diversos processos metabdlicos que ocorrem durante o
armazenamento dessas sementes devem, portanto, ser
estudados com vistas a um futuro desenvolvimento de
tecnologia que permita armazenar essas sementes por
longos periodos. Uma importante espécie que apresenta

sementes com comportamento recalcitrante, presente na
Mata Atlantica, é Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D.Pennington. Suas sementes ndo sobrevivem a periodos
superiores a 90 dias, mesmo sob as condi¢gdes ideais de
armazenamento. Diante do exposto, o presente trabalho
teve por objetivo analisar a taxa respiratoria dos embrides
de Inga vera em diferentes estadios de maturagdo, com
diferentes contetidos de agua e os efeitos da aplicacdo de
acido abscisico e de déficit hidrico nessas taxas respiratorias
sob diferentes temperaturas.

Material e Métodos

Coleta dos frutos e extragdo das sementes - Os frutos de
Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington, foram
coletados nos meses de janeiro e dezembro de 2009, de 10
matrizes plantadas na Rodovia dos Bandeirantes, Jundiai, SP
(23°04,914°S,47°01,436° W). Ap6s a coleta os frutos foram
levados ao Laboratorio de Sementes, do Instituto de Botanica,
em Sao Paulo, SP (23°37’S, 46°32°W), onde foram abertos
manualmente. As sementes foram removidas, agrupadas
em dois estadios de maturagéo (estadios III e IV, segundo
Bonjovani & Barbedo 2008, com sarcotesta pouco e muito
espessa, respectivamente, porém ja suculenta em ambas) e,
em seguida, tiveram sua sarcotesta removida, obtendo-se os
embrides excisados utilizados nos experimentos. O material
foi armazenado em sacos plasticos, em camara tipo BOD
ajustada para temperatura constante de 6 °C (Bonjovani &
Barbedo 2008, 2019), sem luz, por até sete dias, periodo este
necessario para que todo o lote coletado fosse beneficiado.

Determinagdes fisicas e fisioldgicas - Os embrides
foram caracterizados, inicialmente, quanto ao teor de agua,
contetdo de massa seca, potencial hidrico, condutividade
elétrica da solucdo de embebicdo e germinagdo. O teor
de agua e o contetido de massa seca foram determinados
gravimetricamente, pelo método de estufa a 103 °C por 17
horas (Brasil 2009), com trés repetigdes de 10 embrides.

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

A condutividade elétrica foi determinada por meio
de condutivimetro digital de bancada MA150 (Marconi,
Piracicaba, Brasil), com trés repeticdes de 10 embrides.
Para tanto, amostras de sementes foram acondicionadas
em copos plasticos descartaveis de 300 mL, contendo 75
mL de 4gua deionizada, incubados por 24 horas em camara
tipo BOD ajustada para temperatura constante de 20 °C,
sem luz (Barbedo & Cicero 1998).
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O teste de germinacao foi conduzido em rolo de papel
para germinag@o, com duas folhas para a base e outra para
cobertura, pré-umedecidas na propor¢ao de duas vezes e
meia o peso do papel (Brasil 2009), com trés repeti¢des
de 20 embrides, colocados em germinadores Marconi tipo
MA400 (Marconi, Piracicaba, Brasil), com circula¢do interna
de dgua, regulados para a temperatura constante de 25 °C e
luz constante (Bilia & Barbedo 1997). As avalia¢des foram
realizadas a cada dois dias, durante 14 dias, sendo registrados
os embrides germinados (protrusdo de raiz primaria com,
no minimo, 1 cm). Como a espécie produz sementes
poliembridnicas, os embrides contidos em cada semente
foram mantidos juntos em todas as avaliagdes. Mesmo
quando houve protrusdo de mais de uma raiz primaria, apenas
uma raiz por embrido foi registrada (Bilia & Barbedo 1997).

Incubagdo de embrides e avaliagdo de taxas respiratorias
- As taxas respiratorias (aerobicas e anaerdbicas) e a presenga
de outras reac¢des oxidativas foram estimadas pela avaliagdo
do consumo de oxigénio (O,) e da produgdo de dioxido de
carbono (CO,) de embrides incubados em frascos herméticos,
segundo metodologia descrita por Lamarca (2009) e
Parisi et al. (2019). Os embrides foram acondicionados
em embalagens de vidro de 600 mL, hermeticamente
fechados, com tampas perfuradas, formando orificios que
foram recobertos por um septo de borracha; por este septo
foi inserida uma agulha (8,0 x 0,3 mm) conectada a tubo
flexivel para condugdo da amostra do ar da embalagem
ao interior do equipamento. Antes da introdugdo dos
embrides nas embalagens, foram determinados as massas
frescas e o volume desses embrides. O volume total do ar
das embalagens foi determinado segundo o principio da
hidrostatica para que se calculasse o volume resultante do
ar depois de descontado o volume ocupado pelos embrides.

O fechamento das embalagens e o acondicionamento
dos vidros em BODs, em temperaturas pré-determinadas
(descritas adiante), foi determinado como sendo o inicio
do experimento, o tempo zero correspondendo a atmosfera
normal (21% de oxigénio e 0,03% de didéxido de carbono).
O consumo de O, e a produgido de CO, pelos embrides
embalados foram estimados pela diferencga entre os valores
medidos e os da atmosfera normal. Apés cada medida,
as embalagens foram abertas por alguns minutos para
reequilibrio com a atmosfera normal, sendo, em seguida,
novamente fechadas para a continuidade do experimento.
Considerando-se a pressdo atmosférica local como 0,90
atm (IAG/USP, 2017), os valores obtidos em porcentagem
de O, ou de CO, foram convertidos para pressdo parcial
do gas, segundo a formula p,/ P=v,% / V% (Feltre 2004),
sendo “p,” a pressdo parcial do gas (em atm), “P” a pressdo
atmosférica local (0,90 atm), “v,%” o volume do gas, em
porcentagem e “V%"™ o volume total (100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na
temperatura registrada em cada avaliacdo, os valores foram
convertidos para pmol de O, e de CO,, pela equagdo p,V
= nRT, de Clapeyron, sendo “V” o volume total de ar do

frasco (em L), “n” o nimero de mols do gés, “R” a constante
universal dos gases perfeitos (0,082 atm.L.mol'. K") e “T”
a temperatura (em Kelvin).

Baseando-se em experimentos prévios da média de
consumo diario de O, e de liberagdo de CO, pelos embrides
de Inga vera (dados ndo publicados), as avaliagdes foram
realizadas no intervalo de um dia para embrides incubados
em temperaturas acima de 0 °C e a cada cinco dias para
embrides incubados em temperaturas abaixo de 0 °C. Os
valores obtidos nas avaliagdes foram somados e divididos
pela massa seca total da amostra de embrides e pelo numero
de dias em que os embrides permaneceram nas embalagens,
obtendo-se o valor expresso em micromol por grama de
massa seca por dia (umol.gMS'.d"). Foi calculado, também,
o quociente respiratorio (QR), dividindo-se o valor obtido
para produgdo de CO, pelo obtido para consumo de O, (QR
=C0,.0,"), ambos em pumol . gMS™'.d", segundo descrito
por Kader & Saltveit (2002).

Taxas respiratorias de embrides em diferentes contetidos
de agua apds aplicacdo de acido abscisico e solugdo osmotica
- embrides foram submetidos a dois tratamentos de estresse:
regulador vegetal (acido abcisico - ABA, 100 uM, conforme
Barbedo & Cicero 2000) e solucdo osmotica (solucdo de
polietileno glicol 6000 (PEG), -2,5 MPa conforme Michel
& Kaufmann 1973, ligeiramente mais negativo que o
potencial hidrico dos embrides, ou seja, -0,8 a -1,5 MPa
segundo Andréo ef al. 2006 e Bonjovani & Barbedo 2014).
Os embrides foram incubados em bandejas plasticas (36,5 x
26,0 x 7,0 cm) com tampa, opacas, com duas folhas de papel
de germinagdo no fundo, cobertos por uma terceira folha.
Permaneceram submersos nas solugdes de PEG e sobre uma
lamina de solugdo de ABA por 24 horas,em BOD a6+ 1 °C.
Ao final da incubacdo, os embrides foram lavados em agua
corrente, tiveram o excesso superficial de agua removido
em papel filtro e, em seguida, foram acondicionados nas
embalagens de vidro, como descrito acima ¢ incubados a -2,
2,5,10 ¢ 15 °C, para avaliagdes das taxas respiratdrias. Ao
final, foram novamente avaliados fisica ¢ fisiologicamente,
conforme descrito anteriormente.

Apo0s a aplicagdo de ABA e PEG os embrides foram
submetidos a trés contetidos de dgua. Os embrides obtidos,
separados por estadio de maturacdo, com e sem a aplicacdo de
ABA e PEG, apos retirada amostra controle (sem secagem),
foram submetidas a dois niveis de secagem (1* e 2* secagens)
a 30 £ 1 °C (Bilia et al. 1998), por até 48 h, atingindo os
teores de 4gua de 55 € 45 %. Para tanto, amostras de embrides
foram retiradas periodicamente e avaliadas quanto a sua
massa, até que atingissem valores préximos aos desejados.
Ao final de cada nivel de secagem e da incubagdo para
as avaliagdes das taxas respiratorias, os embrides foram
novamente avaliados quanto as suas qualidades fisicas e
fisiologicas, conforme descrito anteriormente.

Delineamento experimental ¢ analise estatistica dos dados
— o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com trés repetigdes, em esquema fatorial 3 x
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5 (pré-tratamentos X temperaturas de incubagdo), dentro de
cada nivel de secagem e cada estadio de maturacao, para as
avaliacdes de respiracdo; em esquema fatorial 3 x 3 x 2 (nivel
de secagem x pré-tratamentos x estadio de maturagio),
para as avaliagdes que antecederam as incubagdes de
respiracao; e 3 x 3 x 5 (nivel de secagem x pré-tratamentos
x temperaturas de incubacgdo), separadamente para cada
estadio de maturagdo, para as avalia¢des que sucederam
as incubagdes de respiracdo. Os resultados obtidos foram
analisados pelo teste F e as médias foram comparadas entre
si pelo teste de Tukey, sempre ao nivel de 5% (Santana &
Ranal 2004).

Resultados e Discussao

Embrides de Inga vera classificados como III e IV
apresentaram, inicialmente, 66,5% e 63,1% de agua, em
base umida (tabela 1), e 0,23 e 0,34 g.semente’' de massa
seca, respectivamente, o que pode indicar dois diferentes
estadios de maturagdo. Esses teores de agua dos embrides
corresponderam a agua retida com tensdes proximas
a -1 MPa (tabela 1). Nessa faixa de potencial hidrico, a
agua ¢ classificada como tipo 5 (Vertucci 1993), ou seja,
apresenta caracteristicas de uma solug@o diluida e ndo se
liga as macromoléculas (Marcos Filho 2015). E interessante
ressaltar que, nesse nivel de hidratagdo e de disponibilidade
de agua, os embrides podem até mesmo germinar (Vertucci
& Farrant 1995, Marcos Filho 2015).

A incubagdo dos embrides em ABA pouco alterou o teor
de agua e o potencial hidrico, porém, a incubag¢do em PEG
(-2,5 MPa), promoveu uma leve reducdo no teor de dgua
de 66,5% para 62,9%, indicando que houve saida de agua
(tabela 1). Como os embrides apresentavam, inicialmente,
aproximadamente -1 MPa, seria esperado que a maior
movimentagao de agua ocorresse justamente do maior para o
menor potencial (Taiz & Zeiger 2004). Curiosamente, porém,
o potencial hidrico dos embrides ndo entrou em equilibrio
com a solug@o de PEG, sugerindo algum mecanismo de
controle de saida de agua, ou que o tempo de incubagdo
ndo foi suficiente para esse equilibrio.

Apos as secagens, os embrides dos estadios I e IV
apresentaram teor de agua proximo a 53,6% e 46,0%
e potencial hidrico de cerca de -3 MPa ¢ -5 MPa,
respectivamente para a 12 e 22 secagens (tabela 1). As
secagens proporcionaram modifica¢cdes nas propriedades
da agua, chegando ao tipo 3, ou seja, retida com tensdes
de -4 a -11 MPa (Vertucci 1993). A partir desse nivel de
hidratacao ha alteracdo na atividade fisioldgica, a respiracao
¢ intensificada e ha favorecimento a danos oxidativos
(Marcos Filho 2015).

A condutividade elétrica dos embrides do estadio III
aumentou com as secagens (tabela 2), demonstrando os
danos promovidos as membranas devido a dessecacdo, ndo
demonstrados pela porcentagem de germinagdo (tabela 3),
pois a condutividade elétrica da solugdo de embebicao

avalia a integridade das membranas celulares (Marcos Filho
2015). Esses resultados coincidem com os obtidos por Bilia
et al. (1998), que avaliaram os efeitos da secagem sobre a
viabilidade dos embrides de 1. vera. A elevada diferenga no
valor da condutividade elétrica, dos embrides do estadio III,
apos as secagens, reforga a hipdtese de que esses embrides
s30 mais imaturos, pois o sistema de membranas atinge a
maxima organizagdo durante a fase final do acumulo de
massa seca (Marcos Filho 2015).

Taxas respiratorias de embrides em diferentes contetidos
de 4gua apds aplicacdo de 4cido abscisico e solugdo osmotica
- de modo geral, as variagdes na taxa respiratoria variaram
conforme o estadio de maturagdo, a temperatura, os pré-
tratamentos ¢ o nivel de secagem (figuras 1 a 6). Nas
temperaturas mais elevadas os resultados demonstraram o
elevado metabolismo dos embrides que, segundo diversos
autores, € um dos principais responsaveis pela dificuldade
em se armazenar sementes recalcitrantes por longos
periodos (Pammenter et al. 1994, Pammenter & Berjak
2000, Berjak & Pammenter 2008, Barbedo ef al. 2013,
Barbedo 2018). A medida que se diminuiu a temperatura,
como era de se esperar, houve correspondente reducio na
respiragdo, vista pela produgdo de CO, desses embrides.
Contudo, surpreendentemente mesmo a 5°C, temperatura
de camara fria considerada favoravel para a conservagdo
desses embrides (Bilia & Barbedo 1997, Bilia ef al. 1998,
Andréo et al. 2006, Faria 2006, Bonjovani & Barbedo 2008),
ainda houve intensa respiragdo. Assim como observado
por Bonjovani & Barbedo (2019), mesmo em temperatura
negativa (-2°C) os embrides mantiveram-se metabolicamente
ativos.

A variagdo no consumo de O, (figuras 1 a e 4 a), na
faixa das temperaturas favoraveis para conservagdo destes
embrides (2 e 5°C), ndo foi semelhante a liberagdo de
CO, (figuras 1 b e 4 b), resultando em valores de QR entre
0,2 e 0,4 (figuras 1 c e 4 c). O elevado consumo de O,,
sem equivalente liberagdo de CO,, poderia significar a
presenga de outras reagdes que ndo a respiraggo, tais como a
peroxidagao de lipidios e a oxidacao de compostos fenolicos
com a liberacdo do radical superéxido e que podem estar
envolvidos com a deterioracdo das sementes (Hendry 1993,
Bailly 2004, Marcos Filho 2015, Berjak & Pammenter 2008,
Berjak et al. 2011).

Em relacdo aos diferentes estddios de maturagao,
verificou-se que os embrides mais imaturos (estadio III,
figura 1 a, b) respiraram mais intensamente do que os mais
maduros (estadio IV, figura 4 a, b). Contudo, quanto mais
baixa a temperatura de incubagao, mais os valores entre os
estadios se aproximaram.

De maneira geral, o consumo de O, e a liberagdo de
CO,, nos embrides do estadio IV, ndo apresentaram grandes
alteragdes com as secagens (figuras 5 e 6). A primeira
secagem resultou em QR proximo a 1,0, indicando respiracao
equilibrada e a segunda secagem, por sua vez, resultou em
QR acima de 1,0, o que pode indicar a fermentacao pelo
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Tabela 1. Teor de 4gua (%) e potencial hidrico (-MPa) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington
de dois estadios de maturagéo (Il e IV), submetidos a pré-tratamentos com solugdo de ABA (10“M) ou de PEG (-2,5 MPa) e
submetidos a trés niveis de secagem (sem secagem, 1 secagem e 2° secagem). Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas
para comparagdo nas colunas, maitisculas para comparacao nas linhas e italico para comparagio de potencial hidrico entre
estadios de maturag@o) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Para teor de 4gua a interagdo entre os trés fatores ndo
foi significativa, apenas as interagdes secagem x pré-tratamentos e secagem X estadios de maturagao.

Table 1. Water content (%) and water potential (-MPa) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos
from two maturation ages (III and IV), submitted to pre-treatments with ABA (10* M) or PEG solution (-2.5 MPa) and
submitted to three drying levels (without drying, 1% drying and 2™ drying). Means followed by the same letter (lower case
for column comparison, upper case for line comparison and italics for water potential comparison between maturation ages)
do not differ by the Tukey test at 5%. For water content, the interaction among the three factors was not significant, only
the drying x pretreatment and drying x maturation ages interactions.

Pré-tratamentos/ Secagens
Estadios de maturagdo  geny secagem 12 secagem 22 secagem

Teor de agua (%)
Controle 66,5 aA 53,1 aB 46,0 aC
ABA 65,1 abA 53,4 aB 46,5 aC
PEG 62,9 bA 54,2 aB 45,3 aC
Estadio I 66,5 aA 53,7 aB 46,1 aC
Estadio IV 63,1 bA 53,5 aB 45,8 aC
Coeficiente de variagdo 3,2%

Potencial hidrico (-MPa)

Estadio 111
Controle 0,8 aCa 3,8 aBa 5,5 aAa
ABA 1,3 aCa 3,2 aBa 4,7 bAa
PEG 1,4 aCa 34 aBa 4,3 bAa

Estadio IV
Controle 1,0 aCa 2.8 bBb 4,9 aAb
ABA 1,2 aCa 34 abBa 4,8 aAa
PEG 1,4 aCa 3,7 aBa 4,8 aAa
Coeficiente de variagdo 10,2%

desenvolvimento de fungos, como observado por Parisi et
al. (2019). As grandes alteragdes, porém, ocorreram nos
embrides do estadio III (figura 2), para os quais a primeira
secagem resultou em menores taxas de respiragdo (nas
temperaturas mais elevadas) e de oxidacdo (nas mais
baixas). Este resultado pode estar associado aos efeitos
benéficos que se obtém, algumas vezes, quando se submetem

sementes recalcitrantes a pequenas secagens antes de seu
armazenamento, como verificado por Bilia ef al. (1998),
ou quando se pretende aumentar a tolerancia ao frio, como
visto por Bonjovani & Barbedo (2008). Os valores de
condutividade elétrica (tabelas 4 e 5) e de germinacao (tabelas
6 e 7) dos embrides, ao final de sua incubagdo, confirmam
esse efeito positivo da pequena secagem. Especialmente para
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Tabela 2. Condutividade elétrica (1S.g-1.cm-1) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington de
dois estadios de maturacado (III e IV), submetidos a pré-tratamentos com solugdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa) e
submetidos a trés niveis de secagem. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas para comparagdo entre pré-tratamentos,
maiusculas entre os conteudos de 4gua, italicas entre estadios de maturagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Table 2. Electrical conductivity (uS.g'.cm™) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos from two
maturation ages (III and IV), submitted to pre-treatments with ABA (10 M) or PEG solution (-2.5 MPa) and submitted
to three drying levels. Means followed by the same letter (lower case for pre-treatments comparison, upper case for water
content comparision and italics for maturation ages comparision) do not differ by the Tukey test at 5%.

Sem secagem 12 secagem 22 secagem
Pré-tratamentos
Estadio III
Controle 19,1 a C A 61,1 a B A 1064 a A A
ABA 12,9 a B A 27,7 b B A 46,6 c A A
PEG 15,3 a B A 25,7 b B A 66,6 b A
Estadio IV
Controle 10,3 a A A 25,4 a A B 26,8 a A
ABA 10,6 a B A 15,2 a AB A 29,5 a
PEG 9,5 a B A 13,4 a B A 33,2 a A
Coeficiente de variagio (%) 29,3

Tabela 3. Germinacao (%) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington (média de dois estadios de
maturagdo), submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa) e submetidos a trés niveis
de secagem. Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas para comparac¢do entre pré-tratamentos e maitisculas entre os
conteudos de 4gua) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Table 3. Germination (%) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos (mean of two maturation ages),
submitted to pre-treatments with ABA (10* M) or PEG solution (-2.5 MPa) and submitted to three drying levels. Means
followed by the same letter (lower case for pre-treatments comparison and, upper case for water content comparision) do
not differ by the Tukey test at 5%.

Pré-tratamentos Sem secagem 12 secagem 22 secagem

Controle 933 aA 86,7 bA 94,2 abA
ABA 95,8 aA 97,5 aA 87,5 bB

PEG 100,0 aA 97,5 aA 97,5 aA

Coeficiente de variagdo (%) 6,2

embrides do estadio III incubados a -2 °C, ficou evidente
o beneficio da primeira secagem que ainda apresentavam
95% de germinagdo, enquanto os ndo submetidos a qualquer
secagem ja estavam com 69% de germinagdo (tabela 6). A
segunda secagem promoveu prejuizos tanto a germinacao
quanto ao sistema de membranas para ambos os estadios
de maturacdo e em todas as temperaturas (tabelas 4, 5, 6
e 7), provavelmente por ter atingido teor de dgua abaixo
do critico para as sementes dessa espécie (proximo a 50%,
Bilia & Barbedo 1997, Bilia et al. 1998).

O beneficio da primeira secagem também foi verificado
quando a remogdo da adgua ocorreu pela exposicao dos
embrides a déficit hidrico, com o pré-tratamento com PEG.
Embrides do estadio III submetidos ao PEG apresentaram
reducdo tanto na taxa respiratoria a 10 e 15 °C (visto pelos
resultados de liberagcdo de CO2, figura 1 b) quanto na de
oxidagdo a 5 e 2 °C (visto pelos resultados de consumo de
0, e QR, respectivamente figura 1 a e ¢). Ja os embrides
do estadio 1V, por sua vez, tratados com PEG, tiveram
reducdo da respiragdo a 10 e 15 °C (figura 4). Contudo, os
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Figura 1. Consumo de oxigénio (a), producao de didxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio III, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a pré-
tratamentos com solugéo de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), sem secagem (66,5%
de 4gua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma letra (mintisculas
para comparagdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Figure 1. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (¢) of /nga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age 111, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments
with ABA 10 M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), without drying (66.5% water content)
and incubated for 15 days at -2 ° C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case for pre-
treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Figura 2. Consumo de oxigénio (a), produgdo de didéxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio III, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a
pré-tratamentos com solu¢ao de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), apos a primeira
secagem (53,7% de agua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma
letra (minusculas para comparagdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Figure 2. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (c) of Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age III, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments
with ABA 10 M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), after first drying drying (53.7% water
content) and incubated for 15 days at -2 © C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case
for pre-treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Figura 3. Consumo de oxigénio (a), producdo de didxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio III, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a
pré-tratamentos com solu¢do de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), apos a segunda
secagem (46,1% de agua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma
letra (minusculas para comparagdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Figure 3. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (c) of /nga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age III, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments
with ABA 10 M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), after second drying (46.1% water content)
and incubated for 15 days at -2 ° C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case for pre-
treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Figura 4. Consumo de oxigénio (a), producdo de didéxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio IV, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a pré-
tratamentos com solugdo de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), sem secagem (63,1%
de 4gua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma letra (mintisculas
para comparacdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Figure 4. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (¢) of Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age IV, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments
with ABA 10 M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), without drying (63.1% water content)
and incubated for 15 days at -2 ° C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case for pre-
treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Figura 5. Consumo de oxigénio (a), producdo de didxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio IV, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a
pré-tratamentos com solugdo de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), apds a primeira
secagem (53,5% de 4gua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma
letra (minusculas para comparagdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Figure 5. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (¢) of Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age IV, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments
with ABA 10* M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), after first drying drying (53.5% water
content) and incubated for 15 days at -2 ° C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case
for pre-treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Figura 6. Consumo de oxigénio (a), producdo de didéxido de carbono (b) e quociente respiratorio (c) de embrides de Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio IV, sem pré-tratamento (colunas em preto) ou submetidos a
pré-tratamentos com solu¢do de ABA 10*M (colunas em cinza) ou de PEG -2,5 MPa (colunas em branco), apos a segunda
secagem (45,8% de 4gua) e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Colunas com a mesma
letra (minusculas para comparagdo entre pré-tratamentos, maiusculas entre temperaturas) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Figure 6. Oxygen consumption (a), carbon dioxide production (b) and respiratory quotient (¢) of Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D.Pennington embryos at age [V, without pretreatment (columns in black) or submitted to pre-treatments with
ABA 10* M solution (columns in gray) or PEG -2.5 MPa (columns in white), after second drying (45.8% water content)
and incubated for 15 days at -2 ° C and 10 days at other temperatures. Columns with the same letter (lower case for pre-
treatments comparison, upper case for temperatures) do not differ by the Tukey test at 5%.
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Tabela 4. Condutividade elétrica (uS . g-1 . cm-1) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do
estadio III, submetidos a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis
de secagem e incubados durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra
(minusculas para comparagdo entre temperaturas, maiusculas contetido de 4gua) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Table 4. Electrical conductivity (uS.g'.cm™) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos from age III,
submitted to pre-treatments with ABA (10 M) or PEG solution (-2.5 MPa), submitted to three drying levels and incubated 15
days at -2 °C and 10 days at other temperatures. Means followed by the same letter (lower case for temperature comparison,
upper case for water content comparision) do not differ by the Tukey test at 5%.

Temperaturas Niveis de secagem
(°C) Inicial 1* secagem 2% secagem
-2 33,0 aB 22,2 aB 51,2dA
2 21,6 abB 21,1 aB 84,1 cA
19,5 abB 22,7 aB 105,7 bA
10 17,2 abB 23,2 aB 128,4 aA
15 13,4 bB 23,3 aB 109,4 abA
Pré-tratamento
Controle 23,1 aB 26,7 aB 107,5 aA
ABA 24,5 aB 20,5 aB 99,9 aA
PEG 15,1 aB 20,3 aB 79,9 bA

Coeficiente de variagdo = 31,5%

Tabela 5. Condutividade elétrica (uS.g-1.cm-1) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do
estadio IV, submetidos a pré-tratamentos com solugdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de
secagem ¢ incubados por 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas
dentro das colunas, maitsculas dentro das linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Table 5. Electrical conductivity (uS.g"'.cm™) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos from age IV,
submitted to pre-treatments with ABA (10 M) or PEG solution (-2.5 MPa), submitted to three drying levels and incubated
15 days at -2 °C and 10 days at other temperatures. Means followed by the same letter (lower case for columns, upper case
for lines) do not differ by the Tukey test at 5%.

Temperaturas Niveis de secagem

(°C) Inicial 1* secagem 2% secagem
-2 16,6 aB 19,5 aB 30,8 bA
2 14,6 aB 20,9 aB 34,0 bA
5 14,9 aB 15,7 aB 41,3 bA
10 13,5 aB 17,7 aB 62,9 aA
15 12,6 aB 18,2 aB 61,0 aA
Pré-tratamento

Controle 15,8 aB 20,6 aB 38,8 bA
ABA 15,1 aB 20,1 aB 49,8 aA
PEG 12,3 aB 14,5 aB 49,4 aA
Temperaturas Pré-tratamentos

°O) Controle ABA PEG
-2 24,2 aAB 27,9 aA 14,7 bB
2 25,0 aA 26,1 aA 18,3 bA
5 21,6 aA 28,3 aA 21,9 bA
10 28,1 aA 30,6 aA 35,3 aA
15 26,4 aA 28,8 aA 36,6 aA

Coeficiente de variagdo = 35,1%
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Tabela 6. Germinagao (%) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio III, subme-
tidos a pré-tratamentos com solugdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de secagem e
incubados por 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas dentro
das colunas, maitsculas dentro das linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Table 6. Germination (%) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos from age III, submitted to pre-
treatments with ABA (10* M) or PEG solution (-2.5 MPa), submitted to three drying levels and incubated 15 days at -2 °C
and 10 days at other temperatures. Means followed by the same letter (lower case for columns, upper case for lines) do not

differ by the Tukey test at 5%.

Temperaturas Niveis de secagens

°C) Inicial 1* secagem 2% secagem
-2 69,4 bB 95,0 aA 35,0 aB
2 86,7 aA 91,1 aA 22,8 bcB
5 89,4 aA 91,1 aA 15,0 cdB
10 85,0 aA 91,7 aA 8,3dB
15 94,4 aA 90,5 aA 34,4 abB
Pré-tratamento

Controle 82,3 aA 86,0 bA 17,0 bB
ABA 84,0 aB 93,0 abA 17,7 6C
PEG 88,7 aB 96,7 aA 34,7 aC

Coeficiente de variagdo = 13,6%

efeitos somados da secagem e da aplicagdo do PEG foram
prejudiciais, especialmente para oxidag@o apds a primeira
secagem (figuras 2 e 5).

A aplicacdo do ABA, diferentemente do observado
por Barbedo & Cicero (2000), teve efeitos muito
pequenos, como a diminui¢do da oxidag¢do dos embrides
do estadio Il a 2, 5 ¢ 10 °C ¢ do estadio IV em todas as
temperaturas positivas. E possivel que a concentragio
do ABA, ou o tempo de exposi¢do (ou ambos), tenha
sido insuficiente para promover grandes modificagdes.
E possivel, ainda, que os embrides apresentassem menor
sensibilidade ao ABA. Deve-se lembrar que sementes
recalcitrantes ndo passam pela fase de secagem tipica das
ortodoxas, marcando a divisao entre formagao/maturagdo e
germinacdo. Portanto, ¢ bastante dificil se identificar, para
tais sementes, se ainda estdo em processo de matura¢do ou
se ja se encontram germinando, e quanto mais avangado
o processo de germinagdo, menor sera a sensibilidade ao
ABA (Pammenter ef al. 1994, Barbedo & Marcos Filho
1998, Bilia & Barbedo 1997, Barbedo & Bilia 1998, Marcos
Filho 2015, Barbedo 2018). Particularmente para Inga
vera, ja foi possivel identificar sementes com evidentes
sinais de germinagao no estadio III, ainda dentro do fruto
(Caccere et al. 2013).

Diante do exposto, pode se concluir que a escolha do
estadio de maturacdo ¢ decisiva para melhor conservar
os embrides de Inga vera ssp. affinis. A sensibilidade
desses embrides a dessecacao e a reducdo de temperatura
esta relacionada diretamente com estadio de maturagao.
Devido a intensa atividade metabdlica desses embrides,
observaram-se processos que nao o respiratorio, que podem
ser responsaveis pela dificuldade de sua conservacdo. A
pequena reducdo do teor de agua, pela secagem ou pela
aplicagdo de déficit hidrico com solucdo de PEG, também
mostrou beneficios, reduzindo tanto a respiracdo, nas
temperaturas mais elevadas, quanto a oxidagdo, nas mais
baixas. A dificuldade em conservar a viabilidade fisiologica
das sementes dessa espécie se d4, provavelmente, devido ao
seu elevado metabolismo e dos processos nao respiratorios
observados. Uma pequena redugdo no teor de dgua, por
secagem direta ou pela utilizagdo de solugdes osmoticas,
de sementes recém-colhidas, pode melhorar a sua tolerancia
tanto a dessecagdo quanto as baixas temperaturas. A
reducdo da temperatura de armazenamento, até niveis que
nao permitam o congelamento dos tecidos, ¢ realmente
eficiente na redugdo do metabolismo, diminuindo as taxas
respiratorias das sementes ¢ ampliando o seu potencial de
armazenamento.
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Tabela 7. Germinagao (%) de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington do estadio IV, submetidos
a pré-tratamentos com solucdo de ABA (10-4 M) ou de PEG (-2,5 MPa), submetidos a trés niveis de secagem e incubados
durante 15 dias a -2 °C e 10 dias nas demais temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (mintisculas para comparacao
entre temperaturas, maiisculas entre pré-tratamentos e italico entre os conteudos de dgua) ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5%.

Table 7. Germination (%) of Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D.Pennington embryos from age IV, submitted to pre-
treatments with ABA (10 M) or PEG solution (-2.5 MPa), submitted to three drying levels and incubated 15 days at -2 °C
and 10 days at other temperatures. Means followed by the same letter (lower case for temperature comparison, upper case
for pre-treatment comparision and italics for water content comparision) do not differ by the Tukey test at 5%.

Temperaturas Pré-tratamentos
(°O) Controle ABA PEG
Sem secagem

-2 90,0 aA4B 96,7 aAA 100,0 aAA4

2 95,0 aAA4 91,7 aA4 98,3 aA4
96,7 aAA4 91,7 aAA4 95,0 aAA4

10 85,0 aAA4 98,3 aA4 96,7 aAA4

15 98,3 aAA4 96,7 aA4 91,7 aAA4
1* secagem

-2 96,7 aAA4 83,3 aA4 90,0 aA4

2 100,0 aAA4 81,7 aBA4 98,3 aA4

5 93,3 aAA4 80,0 aA4 95,0 aAA4

10 93,3 aA4 85,0 aA4 86,7 aAA4

15 96,7 aAA4 91,7 aAA4 96,7 aAA4
2% secagem

-2 78,3 aAB 50,0 abBB 61,7 abBB
73,3 abAB 46,7 bcBB 76,7 aAB

5 66,7 abAB 31,7cCB 50,0 bBB

10 60,0 bAB 38,3 bcBB 50,0 bABB

15 18,3 cCB 65,0 aAB 48,3 bBB

Coeficiente de variagdo = 9,7%
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