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Avaliagao de amostras de espécies do género
Copaifera L. apos armazenamento a - 20 °C por
periodos de 11 a 25 anos.

Antonieta Nassif Salom&o'
Izulmé Rita Imaculada Santos?
Solange Carvalho Barrios Roveri José?®

Resumo — Durante a conservagao a -20 °C, sementes aleuro-lipidicas podem
perder, gradativamente a germinabilidade e a viabilidade. Nesse trabalho, foi
avaliado o efeito da exposi¢do a -20 °C, por periodos que variaram de 11 a
25 anos, em sementes de 19 acessos de espécies do género Copaifera L.,
com teores de agua de 5,6% a 10,5%. Apos o congelamento, houve reducéo
significativa (P<0,05) na germinabilidade de trés amostras e aumento
significativo (P<0,05) do percentual germinativo de uma amostra. Houve
decréscimo, ndo significativo (P<0,05), do potencial fisiol6gico em sementes
de 11 amostras, apds exposicdo a -20 °C, podendo ser, provavelmente,
indicio de deterioragdo do material. Em contraste, o armazenamento a -20
°C, acondicionando-se as sementes em embalagens trifoliadas, manteve a
integridade fisica do material. Ndo foram verificados danos aparentes nas
estruturas externas das sementes, as quais mantiveram suas caracteristicas
morfolégicas e tampouco induziu anormalidades distintas daquelas
observadas antes do congelamento, no desenvolvimento das fases pds-
seminais. Aos 20 dias apds semeio (DAS), verificou-se heterogeneidade no
desenvolvimento das plantulas das 19 amostras, tanto antes quanto apos
o congelamento das sementes. As sementes das amostras de C. depilis e
Copaifera spp. apresentaram maior armazenabilidade e as sementes da
maioria das amostras de C. langsdorffii, C. langsdorffii var. grandifolia, C.
langsdorffii var. langsdorffii e C. oblongifolia, tiveram a integridade biologica
comprometida com perda gradual do potencial fisioldgico, apés congelamento.
Para as espécies de Copaifera L., perenes, com sementes aleuro-oleaginosas
e que nao tém Bancos Ativos de Germoplasma, sugere a criopreservagao a

' Engenheira Florestal, mestre em Manejo do Espago Rural, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia - DF.

2 Bidloga, doutora em Fisiologia do Estresse Vegetal, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia - DF.

3 Agrénoma, doutora em Agronomia (Fitotecnia), pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia - DF.



-196 °C como método apropriado a conservagao ex situ de seu germoplasma
semente.

Termos para indexagao: germinagéo, conservagao, congelamento, semente.

Evaluation of samples of species of the genus Copaifera L. at - 20 °C.
after periods of 11 to 25 years.

Abstract — During conservation at -20 ° C, aleuro-lipid seeds may gradually
lose germination and viability. In this work, the effect of exposure to -20 ° C,
for periods ranging from 11 to 25 years, on seeds of 19 accessions of species
of the genus Copaifera L., with moisture contents of 5.6% to 10,5%. After
freezing, there was a significant reduction (P <0.05) in the germination of three
samples and a significant increase (P <0.05) in the germinative percentage of
a sample. There was decrease, non-significant (P <0.05), in the physiological
potential of 11 samples, after exposure to -20 ° C, which may be an indication
of material deterioration. In contrast, storage at-20 ° C, by packing the seeds in
trifoliate bags, maintained the physical integrity of the material. There were no
apparent damages in the external structures of the seeds, which maintained
their morphological characteristics and did not induce abnormalities other
than those observed before freezing, in the development of the post-seminal
phases. At 20 days after sowing, there was heterogeneity in the seedling
development of the 19 samples, both before and after freezing the seeds.
The seeds of the samples of C. depilis and Copaifera spp. showed higher
storability and the seeds of most samples of C. langsdorffii, C. langsdorffii
var. grandifolia, C. langsdorffii var. langsdorffii and C. oblongifolia, had their
biological integrity compromised with gradual loss of physiological potential,
after freezing. For Copaifera L. species, perennial, with aleuro-oil seeds and
that do not have Active Germplasm Banks, it suggests cryopreservation at
-196 °C as an appropriate method for the ex situ conservation of its seed

germplasm.

Index terms: germination, conservation, seed, freezing.
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Introducao

As espécies do género Copaifera L. tém habito arbustivo ou arbéreo
e sao amplamente utilizadas. O 6leo-resina (diterpenos e sesquiterpenos)
produzido por estas espécies tem usos medicinais (anti-inflamatério,
cicatrizante, bactericida, fungicida, germicida e antitumoral) e quimicos
(produgao de tintas, vernizes, farmacos e cosmeéticos). Essas espécies
tém uso paisagistico e a madeira € empregada na confeccdo de multiplos
produtos (Santos et al., 2015; Costa; Queiroz, 2010, 2007; Noleto et al.,
2010; Lima Neto et al., 2008; Vasconcelos et al., 2008; Vieira et al., 2008;
Costa, 2007; Guerra et al., 2006). A extracdo do 6leo é feita por meio da
perfuracdo do tronco com trado ou com facdo, deixando-se um recipiente
abaixo da perfuragao, no qual a resina é vertida. Esse processo pode levar a
morte dos individuos e, consequentemente, a perda de gendtipos valiosos. A
conservagao de germoplasma das espécies de Copaifera L. é necessaria e
importante para garantir seu uso em diversas areas de pesquisa e produgao
comercial.

A presenca de acidos graxos insaturados, como acido oleico e acido
linoleico, em sementes, interfere negativamente sobre sua longevidade em
condig¢des naturais e durante sua conservacgao ex situ (BaleSevic¢-Tubic et al.,
2010; Zongo et al., 2007). Em sementes lipidicas armazenadas em baixas
temperaturas, observa-se que ha perdas de germinabilidade, viabilidade
e vigor, provavelmente em decorréncia, sobretudo, de rancidez oxidativa
desses acidos graxos (Chmielarz, 2009; Mbofung, 2012).

As sementes de espécies do género Copaifera L. caracterizam-se
por terem em sua composicado reservas proteicas e lipidicas, em distintas
concentragdes. De acordo com estudos sobre a presenga e as concentragdes
de acidos graxos insaturados em sementes de Copaifera spp. foram
verificados 33,1% de acido oleico em sementes de C. langsdorffii e em
sementes de Copaifera sp. as concentragdes de acido oleico e acido linoleico
foram de 35,3% e 35,7%, respectivamente. Em sementes de C. officinalis.
foram identificados os acidos graxos linoleico, oleico, palmitico, esteario,
eicosénico e behenico (Lima Neto et al., 2008; Veiga Junior et al., 2007).
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Na literatura, ha relatos sobre a armazenabilidade de sementes
de C. langsdorffii e de C. multijuga em condi¢cdes de baixas temperaturas
e temperatura ambiente. Para C. langsdorffii foi observado que em camara
fria a 4°C, as sementes mantiveram-se viaveis por 36 meses (Polo, 1993).
Enquanto, sementes de C. multijuga, acondicionadas em saco de papel e em
vidro, tiveram a viabilidade reduzida para 75% e 45%, respectivamente, quando
mantidas em ambiente de laboratério (temperatura média 27°C e umidade
relativa 85%), por dois meses. Essas sementes quando acondicionadas em
saco de papel e armazenadas em camara fria (temperatura de 8°C e umidade
relativa 55%) mantiveram o percentual de germinagéo de 85%, apds quatro
meses (Garcia; Lima, 2000).

Como as caracteristicas quimicas das sementes de Copaifera
spp. nao lhes conferem longevidade em temperatura ambiente, tampouco
em baixas temperaturas, as condigbes apropriadas para sua conservagao
ex situ devem ser estabelecidas, preferencialmente, em temperaturas
ultra baixas (- 20 °C, -196 °C) e utilizando-se para seu acondicionamento,
embalagens impermeaveis e herméticas. As embalagens que apresentam
impermeabilidade e hermeticidade, asseguram maior protegdo as sementes,
porque reduzem consideravelmente, o efeito negativo da pressao de oxigénio,
retardando a deterioracdo das sementes durante seu armazenamento
(Morozesk, et al., 2014). Verifica-se que em bancos de germoplasma a -20 °C
e acondicionando-se as sementes apropriadamente, ocorre senescéncia das
mesmas, em maior intensidade em sementes lipidicas e que, o processo de
deterioragao pode ser manifestado pela perda progressiva de germinabilidade
e pela formagéo de plantulas anormais, entre outros (Marcos-Filho, 2015).

Nao ha consenso sobre o tipo de dorméncia apresentado pelas
sementes de Copaifera spp. Ha autores que consideram a dorméncia
transitéria, devido a presenca de inibidores da germinagcédo nos tegumentos
das sementes. Tais compostos tendem a reduzir suas concentragdes como
resultado do estadio de maturagcdo das sementes. Ha outros autores que
atribuem a dorméncia em sementes de Copaifera spp. a impermeabilidade
dos tegumentos a absorg¢ado de agua e as trocas gasosas em decorréncia de
suas caracteristicas morfo-anatémicas. A impermeabilidade tegumentar pode
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acentuar-se quando as sementes atingem sua maturacao fisiolégica (Lima
et al., 2020; Pereira et al., 2013; Noleto et al., 2010; Guerra et al., 2006). A
escarificacdo quimica € um dos métodos mais utilizados para a superacao
de dorméncia tegumentar em sementes de espécies arbdreas autdctones
(Brancalion et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da exposicao a -20 °C,
por periodos que variaram de 11 a 25 anos, em sementes de trés amostras
de C. depilis Dwyer, seis amostras de C. langsdorffii Desf., duas amostras de
C. langsdorffii Desf. var. grandifolia Benth, quatro amostras de C. langsdorffii
Desf. var. langsdorffii, duas amostras de C. oblongifolia Mart. ex Hayne e
duas de Copaifera sp.

Material e Métodos

Esse trabalho foi conduzido no Laboratério de Sementes da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF. As informagdes sobre
as 19 amostras de espécies do género Copaifera L. contidas nas fichas de
coleta do Herbario Cen (Embrapa..., 2019) como coletor, nimero da amostra
de cada espécie e sua procedéncia, assim como, o periodo de exposigédo a
-20 °C estao descritos na Tabela 1.

Logo ap6s o recebimento do material no Laboratério de Sementes,
foi determinado o teor de agua das sementes pelo método estufa a 103 £ 2
°C /24h (Brasil, 2009), com trés repeticdes de numero variado de sementes.
Os resultados foram expressos em percentuais médios com base da massa
fresca das sementes. Devido ao numero restrito de sementes por amostra,
estas ndo foram dessecadas antes do armazenamento, sendo, portanto,
armazenadas com os teores de agua iniciais.

O restante das sementes de cada uma das 19 amostras foi dividido
em trés subamostras. A primeira subamostra foi utilizada para o teste de
germinacao inicial. Precedendo a esse teste, as sementes foram escarificadas
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quimicamente com acido sulfdrico, PA, por 15 min. de exposicdo. Apds o
descarte do acido, as sementes foram imersas em solugdo de detergente
neutro a concentragao de 2% (v/v) por 10 min., seguindo-se com enxagues
em agua corrente até completa remogédo do detergente. Esse processo foi
repetido até que ndo houvesse mais residuos de acido nas sementes. Em
seguida, as sementes foram pré-embebidas, permanecendo em agua por 40
min. a temperatura ambiente. Apds a pré-embebicao foi conduzido o teste de
germinagao com quatro repeticdes de numero variado de sementes, substrato
rolo de papel, a temperatura de incubacao de 25 °C, considerando-se como
semente germinada aquela em que houve formagao de plantula com suas
estruturas essenciais bem desenvolvidas, firmes e sadias.

A segunda e a terceira subamostras de cada uma das amostras, com
os teores de agua iniciais variando de 5,6% a 10,5%, foram acondicionadas
em embalagens trifoliadas (poliéster, aluminio e polietileno), as quais foram
seladas, conferindo-lhes assim, vedacédo hermética. A identificagcado de cada
amostra foi colocada dentro e fora da embalagem. O material foi armazenado
em freezer a temperatura de -20 °C, por periodos de 11 a 25 anos (Tabela 1).

Ao final de cada periodo de armazenamento (Tabela 1), uma
subamostra foi retirada do freezer e mantida a temperatura ambiente de
laboratério por cinco horas para que se descongelassem. Em seguida, foram
conduzidos o procedimento para a escarificagao das sementes e o teste de
germinacgao final, conforme descrito anteriormente. A terceira subamostra de
cada amostra foi incorporada a Colbase.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes de numero variado de sementes por amostra. Os resultados de
germinacao foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguindo-se
com comparagao das médias pelo teste de Bonferroni (P<0,05). O programa
utilizado para a analise estatistica foi GraphPad Prism (@2017 Graph Pad
Software Inc.
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1"

Tabela 1. Coletor, espécie, procedéncia e periodo de armazenamento a
-20 °C de 19 amostras de espécies do género Copaifera L.

Coletor / espécie

Procedéncia "

Armazenamento
-20 °C (anos)

Santos, AA. et al. 118
Copaifera depilis Dwyer

Colinas do Sul - GO. Regido abaixo da antiga foz
do Rio Tocantinzinho. Descendo, a partir daquele
ponto, no vale original do Rio Tocantins. Area de
influéncia da AHE Serra da Mesa.

21

Silva, G.P. et al. 13718
Copaifera depilis Dwyer

Barra do Ouro - TO. Estrada Barra do Ouro -
Itacaja, km 20 (via Tripa Seca). 07°51'34” S
47°41°28” O.

1

Walter, B.M.T. et al 4322
Copaifera depilis Dwyer

Colinas do Sul - GO. Estrada Colinas - Vila
Borba. Cerca de 8 km de Colinas, em estradas de
Fazendas a esquerda 14° 05’° 14”S 48°04’ 50”0.

20

Santos, A.A. et al. 2069
Copaifera langsdorffii Desf.

Unai - MG. Saida sul de Palmital, em diregéo a
fazenda Mata Velha, margem esquerda do Rio
Preto. Area de influéncia do AHE Queimado. 16°
11'55” S 47° 14’ 53” O

16

Santos, A.A. et al. 3017
Copaifera langsdorffii Desf.

Palmeirante - TO. Assentamento PA Remanso.
07°52' 57" S 47° 56’ 58” O.

1"

Santos, A.A. et al. 3087
Copaifera langsdorffii Desf.

Babaculandia - TO. Saida para Filadélfia, apds o
posto policial, a direita, depois do lixdo. 07°12’ 42”
S 47°45' 46” O.

1

Silva, G.P. et al. 4164
Copaifera langsdorffii Desf.

Colinas do Sul - GO. Cerrado a margem direita
do rio Tocantinzinho.13° 55’ 32” S 48° 15’ 45”0.
Furnas

20

Silva, G.P. et al. 13616
Copaifera langsdorffii Desf.

Itapiratins - TO. Estrada ltapiratins - Itacaja, km
10 (entrada a direita). Cerca de 300 m arcados a
partir da balsa sobre o rio Tocantins. 08° 25’ 29”S
48°02' 19”0

1

Silva, G.P. et al. 13662
Copaifera langsdorffii Desf.

Carolina - MA. Estrada Goiatins - Carolina, km 1,5.
07°42°36”S 47° 18’ 02"0.

1"

Silva, G.P. et al. 5069
Copaifera langsdorffii Desf.
var. grandifolia Benth.

Minagu - GO. Préximo a area de “empréstimo”.
Area de influéncia indireta Hidrelétrica de Cana
Brava 13° 23’ 54” S 48° 09’ 10”0.

18
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Tabela 1. Coletor, espécie, procedéncia e periodo de armazenamento a
-20 °C de 19 amostras de espécies do género Copaifera L. (cont.)

Coletor / espécie

Procedéncia

Armazenamento
-20 °C (anos)

Silva, G.P. et al. 5218 | Minagu -’GO. Estrada Minagu - balsa do Rubéo 18
Copaifera langsdorffii Desf. | km 11. Area de influéncia indireta Hidrelétrica de
var. grandifolia Benth. Cana Brava 13° 36’ 36”S 48° 11’ 11”0.
Santos, H.G.P. et al. 463 | Niquelandia - GO. Estrada de acesso a 23
Copaifera langsdorffii Desf. | Indianapolis, 18 Km apds a entrada para a estrada
var langsdorffii de terra. 14°19" 41”S 48°35'22"0.
Silva, G.P. et al. 2333 | Ipameri - GO. Fazenda Santo Antdnio do Fundao, 25
Copaifera langsdorffii Desf. | margem direita do Ribeirdo Santo Anténio, cerca
var. langsdorffii de 800 m do rio Corumba. 170 32’ 00”S 490 371’

00’ O. Furnas
Silva, S.P.C. et al. 648 | Ipameri — GO - Estrada de acesso a Fazenda das 22
Copaifera langsdorffii Desf. | Pedras, em frente a sede da fazenda.
var. langsdorffii
Walter, B.M.T. et al. 4372 | Colinas do Sul - GO. Estrada de terra Colinas - 20
Copaifera langsdorffii Desf. | Vila Borba. Km 15, na Fazenda das Palmeiras.
var. langsdorffii 140 04’ 00”S 48004’ 00”O.
Silva, G.P. et al. 4212 | Niguelandia — GO - Estrada vicinal de acesso ao 20
Copaifera oblongifolia | lago, na margem esquerda da Bagagem (Jodo
Mart. ex Hayne Coragem) a cerca de 50 m do asfalto.
Silva, G.P. et al. 5175 | Cavalcante - GO. Balsa Serra Branca para a 18
Copaifera oblongifolia | vila Veneno, km 2. Area de influéncia indireta
Mart. ex Hayne Hidrelétrica de Cana Brava. 13° 34’ 06”S 48° 05’

50”0.
Silva, G.P. et al. 13609 | Porto velho - RO. Esquerda do rio Madeira, 18
Copaifera sp., canteiro de obras do AHE Jirau. 09° 15’ 51” S 64°

39' 39”0
Silva, G.P. et al. 13651 | Goiatins - TO. Estrada Itacaja - Goiatins, km 40. 11

Copaifera sp.

08°05'41”S 47° 37’ 59”0.

(M A descricdo da procedéncia de cada amostra corresponde as informacgdes
contidas na ficha de coleta do Herbario Cen (Embrapa, ... 2019).
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Resultados

Os resultados obtidos sobre a germinabilidade antes e apdés o
congelamento das sementes por distintos periodos estdo apresentados na
Tabela 2. Em trés amostras de Copaifera L. houve decréscimo significativo
(P<0,05) dos percentuais germinativos das sementes. Houve aumento
significativo (P<0,05) do percentual germinativo em uma amostra. Nas demais
amostras, as variagdes dos percentuais germinativos apés exposigéo a -20
°C néo diferiram significativamente (Tabela 2).

Para a espécie C. depilis, apenas na amostra Walter, B.M.T. et al.
4322, com 20 anos de armazenamento e teor de agua de 7,6%, houve
aumento significativo (P<0,05) do percentual germinativo de 78% (inicial)
para 91% (final). A amostra Santos, A. A. et al. 118, com 7,7% de umidade,
apo6s 21 anos de armazenamento, mantive 100% de germinacao, enquanto
que Silva, G.P. et al. 13718, com 5,6% de umidade e armazenada por 11
anos, os percentuais germinativos inicial (98%) e final (96%) n&o diferiram
significativamente [Tabela 2]. Os percentuais médios de germinacdo de
sementes dessas trés amostras foram de 91% (inicial) e de 96% (final) [Figura
1].

Nas seis amostras de C. langsdorffii houve decréscimo significativo
(P<0,05) do percentual germinativo em Santos, A. A. et al. 3087 de 100%
para 65% (Tabela 2). Essa amostra foi armazenada por 11 anos com teor de
agua de 9,5% (Tabelas 1 e 2). Foram verificadas redugdes ndo significativas
(P<0,05) em quatro amostras de C. langsdorffii, armazenadas por periodos
de 11 e 20 anos e aumento nao significativo (P<0,05) em Santos, A. A. et al.
2069, de 64% (inicial) para 80% (final), armazenada por 16 anos [Tabela 2].
Os percentuais médios de germinacao foram de 73% (inicial) e 62% (final)
[Figura 1].

Ambas as amostras de C. langsdorffii var. grandifolia tiveram perda
de germinabilidade, sendo apenas significativa (P<0,05) para a amostra
Silva, G. P. 5069 de 90% (inicial) e 74% (final), armazenada por 18 anos com
teor de agua de 10,5% (Tabela 2). Os percentuais médios de germinagéo da
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C. langsdorffii var. grandifolia de 90% (inicial) e 75% (final) [Figura 1].

Das quatro amostras de C. langsdorffii var. langsdorffii, somente
Santos, H.G.P. et al. 463 com teor de agua de 7,1%, manteve o percentual
germinativo de 95%, apds 23 anos de congelamento. Na amostra Silva, S.P.C.
et al. 648, apds 22 anos de exposi¢ao a -20 °C, houve redugdo significativa
(P<0,05) do poder germinativo de 80% para 40% (Tabela 2). O decréscimo de
germinabilidade das amostras armazenadas por 25 (Silva, G. P. et al. 2333)
e 20 anos (Walter, B.M.T. et al. 4372) nao foi significativo (P<0,05) [Tabela 2].
Essa variedade de Copaifera langsdorffii apresentou os percentuais médios
de germinacgao de 76% (inicial) e 54% (final) [Figura 1].

Os periodos de armazenamento das amostras de C. oblongifolia
foram de 20 anos (Silva, G. P. et al. 4212) e 18 anos (Silva, G.P. et al. 5175),
tendo suas sementes 8,9% e 8,4% de umidade, respectivamente. Houve
decréscimo nao significativo (P<0,05) dos percentuais de germinativos das
sementes dessas amostras (Tabela 2). Os percentuais de germinagédo de
Silva, G.P. et al. 4212, foram de 98% (inicial) e 90% (final) e em sementes de
Silva, G. P. et al. 5175, foram de 90% (inicial) para 89% (final) [Tabela 2]. Os
percentuais médios das sementes dessas amostras foram de 94% (inicial) e
de 90% (final) [Figura 1].

Em sementes de Copaifera sp. (Silva, G. P. et al. 13609) com 7,0%
de umidade e armazenadas por 18 anos, houve aumento nao significativo
(P<0,05) do percentual de germinativo de 50% (inicial) para 86% (final)
[Tabela 2]. Na amostra Silva, G. P. et al. 13651, com 5,8% de umidade e 11
anos de armazenamento, 0s percentuais germinativos foram de 98% (inicial)
e de 91% (final) [Tabela 2]. Conforme apresentado na Figura 1, os percentuais
médios de germinagao dessas duas espécies de Copaifera L. foram de 74%
(inicial) e de 89% (final) [Figura 1].
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Tabela 2. Coletor/espécie, teor de agua, germinabilidade de sementes de 19
amostras de Copaifera spp. antes e apds a exposig¢éo a -20 °C, por periodos
de 11 a 25 anos.

Coletor / espécie Teor de agua Germinabilidade = Germinabilidade
(%) inicial (%) final (%)

Santos, A.A. et al. 118 7,7 100 100

Copaifera depilis Dwyer

Silva, G.P. et al. 13718 5,6 98 96

Copaifera depilis Dwyer

Walter, B.M.T. et al 4322 7,6 78* (P <0,05) 91

Copaifera depilis Dwyer

Santos, A.A. et al. 2069 8,0 64 80

Copaifera langsdorffii Desf.

Santos, A.A. et al. 3017 7,3 65 45

Copaifera langsdorffii Desf.

Santos, A.A. et al. 3087 9,5 100** (P< 0,05) 65

Copaifera langsdorffii Desf.

Silva, G.P. et al 4164 8,2 47 30

Copaifera langsdorffii Desf.

Silva, G.P. et al. 13616 7,7 78 70

Copaifera langsdorffii Desf.,

Silva, G.P. et al. 13662 7.9 85 84

Copaifera langsdorffii Desf.,

Silva, G.P. et al. 5069 10,5 90*(P<0,05) 74

Copaifera langsdorffii Desf.
var. grandifolia Benth.,

Silva, G.P. et al 5218 9,9 89 75
Copaifera langsdorffii Desf.
var. grandifolia Benth
Santos, H.G.P. et al. 463 71 95 95
Copaifera langsdorffii Desf.
var. langsdorffii

Silva, G.P. et al 2333 71 88 60
Copaifera langsdorffii Desf.
var. langsdorffii,

Silva, S.P.C. et al. 648 8,3 80* (P< 0,05) 40
Copaifera langsdorffii
Desf. var. langsdorffii
Walter, B.M.T. et al. 4372 8,6 42 20
Copaifera langsdorffii
Desf. var. langsdorffii
Silva, G.P. et al. 4212 8,9 98 920
Copaifera oblongifolia
Mart. ex Hayne

Silva, G.P. et al. 5175 8,4 90 89
Copaifera oblongifolia
Mart. ex Hayne

Silva, G.P. et al. 13609 7,0 50 86
Copaifera sp.
Silva, G.P. et al. 13651 5,8 98 91

Copaifera sp.




16 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 365

1 inicial B final
100+

80
60-
40

204

germinagdo média (%)

espécies
Figura 1. Percentuais médios de germinacédo de sementes de 19 amostras de
Copaifera spp. antes e apds a exposigéo a -20 °C, por periodos de 11 a 25 anos.

Os resultados sobre o efeito da exposigao a - 20 °C sobre a integridade
fisica de sementes e plantulas das amostras de Copaifera L. encontram-
se ilustradas nas Figuras 2, 3, 4, 5 e 6. As condicbes de armazenamento
(temperatura de -20 °C e embalagens impermeaveis e hermeticamente
fechadas) ndo induziram danos, visualmente identificaveis, nas estruturas
externas das sementes (Figura 2). As sementes das 19 amostras mantiveram
suas caracteristicas morfolégicas, apdés o congelamento, como tegumento
liso e de coloragdo negra brilhante.

O padrao de produgéo de plantulas foi igual antes e ap6s a exposigéao
das sementes a -20 °C. Aos 20 dias apos semeio (DAS), verificou-se
heterogeneidade de desenvolvimento de plantulas para as 19 amostras
avaliadas (Figura 3). As amostras de C. depilis (Santos, A. A. et al. 118) e
C. langsdorffii Desf. var. langsdorffii (Walter, B. M. T. et al. 4372) tiveram
desenvolvimento mais rapido e sincrénico, com o crescimento da radicula
principal acompanhado pelo crescimento da parte aérea (Figura 3). As
amostras de Copaifera sp., como Silva, G.P. et al. 13609 (Figura 3), tiveram
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desenvolvimento mais lento, ou seja, aos 20 DAS, o crescimento radicular ndo
foi acompanhado pelo crescimento da parte aérea das plantulas. As plantulas
normais apresentaram estruturas firmes, sadias e bem diferenciadas.
Tipicamente, as plantulas apresentaram raiz primaria pivotante marrom com a
extremidade esbranquicada e raizes secundarias curtas, brancas tornando-se
marrons quando desenvolvidas. Observou-se presenca de coleto diferenciado
e com coloragao branca amarelada, hipocétilo e epicoétilo de coloracdo branca
a rosada, com variagao em tamanho, conforme exemplificado por Copaifera
depilis (Santos, A.A. et al. 118) e Copaifera sp. (Silva, G.P. et al. 13609) na
Figura 3. Os cotilédones apresentaram coloracdo variando de amarelado
em C. langsdorffii (Santos, A. A. et al. 3087) e C. langsdorffii var. grandifolia
(Silva, G.P. et al. 5069) a réseo avermelhado nas demais espécies (Figura
3). A presenca de 2 - 3 pares de edfilos, foliolos verdoengo-avermelhados foi
observada em C. depilis, C. langsdorffii Desf. var. langsdorffii e C. oblongifolia
(Figura 3) e foliolos esverdeados foram detectados em Copaifera langsdorffii,
Copaifera langsdorffii Desf. var. grandifolia e Copaifera sp. (Figura 3).

Santos, A. A. et al. 118 Santos, A, A. et al, 3087 Silva, G.P. et al. 5175 Copaifera
Copaiera depilis Dwyer Copaifera langsdorffii Desf.  langsdortfii Des. var.grandiolia

Fotos: Antonieta Nassif Salomao

Walter, BM. T. et al., 4372 Silva, G.P. etal. 5175 Silva, G.P. et al. 13609
Copaifera langsdorffi Desf.  Copaifera oblongifolia Mart. Copaifera sp.
var. langsdorffii ex Hayne

Figura 2. Sementes de espécies do género Copaifera L. (escala 1 cm).
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Santos, A. A. et al., 3087 , G.P. et al
Copaifera langsdorfii Desf. langsdorffii Desf. var. grandifolia

Fotos: Antonieta Nassif Salomao

Walter, BM.T. et al 4372
Copaifera langsdorffii Desf. var.

X Siva, GP. et al 13609
langsfofiii Siva, GP. et al 5175 Copaiferasp.

Copaifera oblongifolia

Figura 3. Fases pds-seminais (20 DAS) de espécies do género Copaifera L. (escala

1 cm).

Os tipos de anormalidades observadas nas estruturas hipocoétilo,
epicatilo e sistema radicular e a deterioragdo de sementes por contaminagao
fungica foram os mesmos durante as fases pos-seminais de sementes antes
e apo6s o congelamento a - 20 °C, aos 20 DAS.

As anormalidades mais comuns do hipocétilo foram o trincamento
e a rugosidade (Figura 4A), com comprometimento do tecido de condugao
(Figura 4B) e foco de infecgéo (Figura 4 C). As demais anormalidades foram
hipocétilo com a area de insergéo entre os cotilédones e o epicétilo com
foco de infeccdo (Figura 4D); hipocétilo bifurcado com desenvolvimento
unilateral do epicétilo ou sem desenvolvimento do epicétilo, Figuras 4E e 4F,
respectivamente.
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Fotos: Antonieta Nassif Salomao

Siva, GP. et a. SivaG.P.efal 13718 SivaG. P, etal 13718
13651 Copaifera sp. Copaifera depilis DWYer Copaifera depilis Dwyer

Siva, GP. et al
13651 Copaifera sp.

Santos_ A A ef al 3087 Copaifera
langsdorfiii Desf

Silva, G.P. et al. 13651
Copaifara sp.

Figura 4. Anormalidades observadas no hipocétilo durante o desenvolvimento pos-
seminal (20 DAS) de espécies do género Copaifera L.: (A) hipocotilo trincado e
rugoso; (B) hipocotilo trincado e rugoso comprometendo o tecido de conducéo; (C)
hipocétilo trincado e com foco de infecgéo; (D) hipocétilo com a area de insergao
entre os cotilédones e o epicdtilo com foco de infecgdo; (E) hipocétilo bifurcado com
desenvolvimento unilateral do epicotilo; (F) hipocétilo bifurcado sem desenvolvimento
do epicdtilo (escala 1 cm).

As anormalidades do sistema radicular durante o desenvolvimento
pos-seminal caracterizaram-se por bifurcagao desde o hipocotilo seguindo-se
até a radicula e uma das radiculas em lago (Figura 5A); radicula bifurcada,
atrofiada (Figura 5B, 5C); sistema radicular com formato tendendo a
fasciculado (Figura 5D); radicula principal em lago, envolvendo ou ndo o
hipocotilo (Figura 5E, 5F, 5G).
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S A A et al. 2069
Copaifera langsdorffii Desf. Santos, A. A. et al. 3017
Copaifera langsdorffii Desf.

Fotos: Antonieta Nassif Salomao

Silva, G.P. etal 5175
Copaifera oblogifolia

Silva G. P.etal. 13718  Santos, A A. et al. 2069 Silva, G. P. et al. 5218
Copaifera depilisDwyer Copaifera langsdorffii Desf. Copaifera langsdorfiii
Desf. var. grandifolia

Figura 5. Anormalidades observadas no sistema radicular durante o
desenvolvimento pos-seminal (20 DAS) de espécies do género Copaifera L.:
(A) hipocétilo bifurcado e uma das radiculas em lago; (B) radicula bifurcada; (C)
radicula atrofiada; (D) sistema radicular com formato tendendo a fasciculado;
(E, F, G) radicula principal em lago (escala 1 cm).

Durante o desenvolvimento pés-seminal foi observada contaminacao
fungica nos cotilédones deteriorados. Em algumas sementes foram
observados focos de contaminagdo nos cotilédones, porém com radicula
principal sadia (Figura 6A); na extremidade da radicula principal, enegrecida
pela contaminagdo (Figura 6B) e na extremidade da radicula principal, e
cotilédones deteriorados desde a insergdo hipocotilo-epicétilo até edfilos
(Figura 6C).
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Fotos: Antonieta Nassif Salom&o

Santos, A. A. et al. 2069
Copaifera langsdorffii Desf.

Silva, G.P. et al. 5069 Copaifera langsdorffi
Desf. var. grandifolia

Figura 6. Contaminagéo fungica observada durante o desenvolvimento pds-seminal
(20 DAS) de espécies do género Copaifera L.: (A) cotilédones deteriorados, porém
com radicula principal sadia; (B) extremidade da radicula principal enegrecida com
foco de contaminacéo; (C) extremidade da radicula principal com contaminacéo
fungica, cotilédones deteriorado e desde a insergdo hipocotilo-epicotilo até edfilos
com foco de contaminacgéo (escala 1 cm).

Discussao

Uma complexa interacdo entre mdultiplos fatores é responsavel
tanto pela perda progressiva de germinabilidade de sementes, quanto pela
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manutengao de sua integridade biolégica durante o armazenamento a -20 °C.
Porém, sementes de uma mesma espécie podem expressar distintamente,
o efeito desses fatores apds sua exposicdo em temperaturas ultra baixas,
como a temperatura de -20 °C.

Nesse trabalho, a temperatura de armazenamento de -20 °C e
o acondicionamento das sementes em embalagens que garantiram a
impermeabilidade e a hermeticidade foram adequadas para manter a
integridade fisica das sementes de Copaifera spp. (Figura 2). Entretanto,
perdas de germinabilidade significativas (P<0,05), foram observadas em
sementes de C. langsdorffii (Santos, A. A. et al. 3017), com 9,5% de umidade,
de 100% para 65% e em sementes de C. langsdorffii var. grandifolia (Silva,
G. P. etal. 5069), com 10,5% de umidade, de 90% para 74%. Provavelmente,
para dessas amostras, o teor de agua foi o fator que mais influenciou para a
perda de germinabilidade de suas sementes (Tabela 2).

Porém, a amostra de C. langsdorffii var. langsdorffii (Silva, S. P. C. et al.
648), com teor de agua de 8,3%, ou seja, inferior a 10,5% e 9,5%, apresentou
decréscimo significativo (P<0,05) do percentual germinativo de 80% para 40%,
apos armazenamento a -20 °C, (Tabela 2). Nesse caso, possivelmente, outro
fator atuou para que houvesse o decréscimo do percentual germinativo dessas
sementes. Atribui-se as sementes que possuem acidos graxos insaturados
em sua constituicdo, como as de Copaifera spp., a maior probabilidade de
que ocorram alteracdes metabdlicas durante seu armazenamento a -20 °C,
acelerando o processo de senescéncia e comprometendo sua integridade,
conforme verificado em outras sementes lipidicas (Crane et al., 2003). Aperda
da compartimentacdo de membranas, detectada por meio de vazamentos de
solutos (ions, agucares e proteinas) durante a fase de embebic¢ao e causada
pela peroxidacédo lipidica, resulta em redugdo do desempenho germinativo
de sementes, producao de plantulas anormais e redugéo do crescimento das
plantulas. Por outro lado, como os eventos responsaveis pela senescéncia
se processam gradativamente e, nem todos eles ocorrem ao mesmo tempo,
€ possivel que os sinais de deterioracdo sejam imperceptiveis durante a
avaliagdo da germinabilidade. Sementes de Salix nigra Marshall (salgueiro)
mantiveram a germinabilidade até 16 anos de armazenamento, porém, a
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partir do décimo ano de armazenamento intensificou-se o vazamento de
solutos, correspondendo a perda da compartimentacdo de membrana, ou
seja, ao envelhecimento do material (Lépez-Fernandez et al., 2018). Embora
nao se tenha mensurado a integridade de membranas em sementes de
Copaifera L., observou-se decréscimo do potencial fisiologico, expresso
pelo percentual germinativo, de algumas amostras apés 0 armazenamento,
independente do periodo em que permaneceram em temperatura subzero de
-20°C e de seus teores de agua (Tabela 2, Figura 1). Esse comprometimento
do potencial fisiolégico das sementes foi observado, mesmo que sem
diferenca significativa (P<0,05), em onze amostras de Copaifera spp. (Tabela
2). A exemplo disso, tem-se as amostras de C. langsdorffii, Santos, A. A. et
al. 3017, armazenada por 11 e Silva, G. P. et al. 4164, armazenada por 20
anos, que apresentaram reducgdes dos percentuais germinativos de 64%
para 45% e de 47% para 30%, respectivamente (Tabela 2). Para as amostras
de C. langsdorffii var. langsdorffii, Silva, G. P. et al. 2333, apds 25 anos a
-20 °C e Walter, B. M. T et al. 4372, armazenada por 20 anos, as perdas
dos percentuais germinativos foram de 88% para 60% e de 42% para 30%,
respectivamente (Tabela 2). O decréscimo da germinabilidade verificado
quando da monitoragao de germoplasma semente, pode ser um indicativo de
sua deterioracao gradativa.

Esse evento torna-se mais relevante ao se trabalhar com germoplasma
semente de espécies perenes, nao domesticadas e que nao possuem Bancos
Ativos de Germoplasma para que se conduza sua regeneragao, Como ocorre
com as espécies de Copaifera L. Para sementes de ca. 200 espécies nativas,
a conservagao em bancos convencionais de germoplasma néo foi o método
mais apropriado para sua conservagdo. Ao se avaliar sementes dessas
espécies melhores respostas foram obtidas apds seu armazenamento em
condig¢des criogénicas a temperatura de -196 °C (Santos et al., 2013). Isso se
deve porque a -196 °C, efetivamente se detém o processo de deterioragao,
uma vez que o metabolismo basal das sementes é praticamente inexistente.

O intervalo de tempo entre as avaliagdes da germinabilidade do
material durante sua conservagao varia de acordo com a espécie, a estrutura
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da semente e a qualidade fisiolégica com a qual foi armazenada (Probert et
al., 2009). No Jardim Botanico Nacional da Bélgica, ao se avaliar sementes
de 250 espécies silvestres, armazenadas a temperatura de -20 °C, por
periodos entre um e 26 anos e acondicionadas em embalagem trifoliada
obteve-se um percentual médio de germinacao de 59% e os baixos valores
de germinagao para algumas espécies foram atribuidos a seus taxons, as
condicdes de armazenamento e a outros fatores (Godefroid et al., 2010).
Comparando-se esses resultados com os obtidos nesse trabalho, em que
as sementes de Copaifera spp. estiveram armazenadas por periodos de 11
a 25 anos, nas mesmas condi¢gdes de temperatura (-20 °C) e embalagem
(trifoliada), tem-se que sementes das trés amostras de C. depilis e das
duas amostras de Copaifera spp. mostraram maior armazenabilidade que
as sementes das demais espécies (Tabela 2). Sementes dessas amostras
tiveram percentuais médios finais de germinagao superiores aos iniciais, em
C. depilis os valores foram de 91% (inicial) e 96% (final) e Copaifera spp. os
percentuais germinativos médios foram de 74 % (inicial) e 88% (final) [Figura 2].
Considerando-se o desempenho germinativo individual, apds congelamento a
-20 °C, Santos, A. A. et al. 2069, C. langsdorffii, teve aumento ndo significativa
(P<0,05) de percentual germinativo de 64% para 80% e a amostra Santos,
H.G.P. et al. 463, C. langsdorffii Desf var. langsdorffii, manteve o percentual
germinativo de 95%.

Entre os danos moleculares que ocorrem em sementes durante o
armazenamento, a peroxidacéo dos acidos graxos e a glicagdo de proteinas
s&o os principais eventos bioquimicos envolvidos na deterioragdo associada
ao envelhecimento do material (Lépez-Fernandez et al., 2018). Sementes
de espécies do género Copaifera L. possuem como principais compostos
de reserva lipideos e proteinas (Gurgel, 2009). Houve uma tendéncia das
amostras da espécie C. langsdorffii e de suas variedades, C. langsdorffii
var. grandifolia e C. langsdorffii var. langsdorffii, exceto as amostras Santos,
A. A. et al. 2069 e Santos, H.G.P. et al. 463, apresentarem maior perda de
germinabilidade, apés armazenamento a -20 °C (Tabela 2). E provavel que,
para essas sementes os eventos bioquimicos tenham sido mais acentuados,
devido a maior concentracao de acidos graxos e proteinas. Agregam-se a estes
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fatores, os teores de agua com os quais as sementes foram armazenadas,
que variaram de 5,8% a 10,5% (Tabela 2). O teor de agua 6timo, critico ou
letal para o armazenamento de sementes, independe de seu comportamento
fisiologico para fins de conservagéo e varia entre espécies e gendtipos de
uma mesma espécie. Considera-se como teor de agua critico aquele em que
inicia-se a perda progressiva do percentual germinativo e como teor de agua
letal aquele em que ha a perda total de viabilidade das sementes (Tanaka et
al., 2016). Exemplo do efeito do teor de agua sobre gendtipos de uma mesma
espécie foi evidenciado em sementes de C. langsdoffii, amostra Santos, A.A.
etal. 3017 com 7,3% de umidade e amostra Santos, A.A. et al. 3087 com 9,5%
de umidade. A perda de germinabilidade, para sementes dessas amostras foi
de 65% para 45% (Santos, A.A. et al. 3017) e de 100% para 65% (Santos,
A.A. et al. 3087). Em contraste, para as duas amostras de C. langsdorffii
var. langsdorffii com 7.1% de umidade, Santos, H.G.P. et al. 463 manteve o
percentual germinativo inicial de 95% e em Silva, G.P. et al. 2333 a redugao
do percentual germinativo foi de 88% para 60% (Tabela 2).

Ha contradicbes sobre o tipo de dorméncia em sementes de
Copaifera spp. (Pereira et al., 2014; Souza et al., 2015; Santana et al.,
2016; Morais et al., 2019). Porém, sementes de muitas espécies da familia
Fabaceae tém dorméncia imposta pela impermeabilidade do tegumento
ou a presencga de inibidores ou ainda, por restricho mecéanica (Cardoso,
2009; Tavares et al.,, 2015). Provavelmente, o aumento do percentual
germinativo de sementes de Copaifera depillis (Walter, B.M.T. et al.
4322), Copaifera langsdorffii (Santos, A.A. et al. 2069) e Copaifera sp.
(Silva, G.P. et al. 13609) pode ser atribuido a heterogeneidade das
sementes quanto a intensidade da dorméncia. Conforme observado por
Lima et al. (2020), em sementes de Copaifera langsdorffii a
impermeabilidade tegumentar tanto a absor¢cao de agua quanto as trocas
gasosas fica mais acentuada quando as sementes atingem o ponto de
maturacéo fisiolégica. O tempo e as condigdes de armazenamento
podem interferir na intensidade da dorméncia (Brancalion et al., 2011).
Provavelmente, em semente com dorméncia menos pronunciada houve
uma melhor resposta ao tratamento com acido sulfurico, o que
favoreceu o processo de embebicao e, consequentemente, seu desempenho
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germinativo. Os teores de agua com os quais as sementes dessas amostras
foram congeladas, de 7,0% a 8,0%, podem ser outro fator que contribuiu para
0 aumento ou a manutengao da germinabilidade das mesmas, uma vez que
as sementes com altas concentragdes de acidos graxos requerem um maior
controle do teor de agua para seu congelamento em temperaturas subzero
(Zongo et al., 2007).

O padrdo germinativo € uma caracteristica importante, uma vez
que auxilia em estudos sobre sistematica, na identificagdo de taxons e na
determinagao dos critérios para considerar plantulas normais e anormais (Alves
etal., 2013, Gurgel, 2009). Além disso, alteragbes do padrao germinativo, como
alteracdes na velocidade de germinacgéo e no desenvolvimento das plantulas,
podem indicar perda do potencial fisiolégico das sementes, o que é um indicio
do envelhecimento das mesmas (Marcos-Filho, 2015). O armazenamento a
-20 °C nao afetou negativamente o padrdo germinativo das sementes de
Copaifera spp., tampouco induziu outros tipos de anormalidades nas fases
pos-seminais. A formacdo de plantulas é heterogénea e assincronica em
espécies de plantas ndo domesticadas. Em condi¢des de laboratorio, o tempo
requerido para a formacgao de plantulas de C. langsdorffii e C. oblongifolia é
de 20 DAS (Guerra et al., 2006, Fernandes et al., 2019). Para C. multijuga em
condig¢des de viveiro o periodo € em média de 28 DAS (Camargo et al., 2008).
Para as 19 amostras de Copaifera L. a formacao de plantula foi heterogénea
e manteve-se igual antes e apds o armazenamento a -20 °C, em torno de 20
DAS. As anormalidades comuns as plantulas de espécies de Copaifera L.,
antes e apos armazenamento, foram hipocétilo com trincamento e rugosidade,
hipocotilo bifurcado, radicula bifurcada, atrofiada, radicula principal em lago,
contaminagéao ou foco de infecgao em distintas estruturas da plantula (Figuras
4, 5, 6). Essas anormalidades foram igualmente descritas por Santana et al.
(2016) para plantulas originadas de sementes de C. langsdorffii com distintos
potenciais fisioldgicos.



Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 365 27

Conclusao

O efeito das condigbes de armazenamento, temperatura de -20 °C e
acondicionamento das sementes em embalagens trifoliadas, mantiveram a
integridade fisica das sementes e ndo induziram danos aparentes, tampouco
anormalidades distintas das observadas antes do armazenamento nas fases
pos-seminais.

Sementes da maioria das amostras de C. langsdorffii, C. langsdorffii
var. grandifolia, C. langsdorffiivar. langsdorffiie C. oblongifolia, ndo mantiveram
sua integridade bioldgica, observando-se perda gradual de seu potencial
fisioldgico, apos exposigcéo a -20 °C, por periodos variando de 11 a 25 anos.
As sementes das amostras de C. depilis e Copaifera spp. apresentaram maior
armazenabilidade. Para as espécies de Copaifera L., que sdo perenes e com
sementes aleuro-oleaginosas e ndo tém Bancos Ativos de Germoplasma,
sugere a criopreservagao a -196 °C como método apropriado a conservacao
ex situ de seu germoplasma semente.
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