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RESUMO

O estudo da embebicéo e da toleréncia a dessesacé@mentes podem
contribuir para o estabelecimento de protocolos pamanejo de sementes de
espécies arboéreas nativas com potencial para zasigéo urbana, producéo
econdbmica e reflorestamentos. O objetivo destaltnalfoi avaliar os processos
fisiolégicos e anatdbmicos associados a embebicqm®rda de tolerdncia a
dessecacdo, e reinduzir a tolerdncia a dessecagé&sementes d&rythrina
falcata Benth. Inicialmente as sementes foram submetidestamentos para a
superacdo de dorméncia e foi avaliado o padrédo ld®rgéo de agua.
Posteriormente avaliou-se a perda de toleranciesaedacdo das sementes em
silica gel e, finalmente, utilizou-se PEG 6.000 conintuito de reinduzir a
tolerdncia & dessecacdo em sementes com radicoleudida. Durante a
embebicdo, avaliou-se a atividade das enzimasdaiensh antioxidante, SOD,
CAT e APX, peroxidacéo lipidica, conteddo de petdxide hidrogénio e de
proteinas totais. Foram realizadas analises anzdi8rei ultraestruturais a fim de
se caracterizar os danos da embebicdo e dessegdédndisso, realizou-se a
analise do crescimento de plantulas provenientesetieentes submetidas a
dessecacdo apOs 35 dias. Os experimentos foraizacesl em DIC e as
andlises estatisticas utilizadas foram teste deiam&dott-Knott a 5% de
probabilidade. A escarificagdo mecanica consisteienmétodo eficiente para a
superacdo de dorméncia em sementeE.dalcatae a emergéncia da radicula
ocorre apos 36 horas de embebicdo. A dessecac&ensntes a partir de 27
horas de embebicdo prejudica o crescimento e delsémento de plantulas.
Tais sementes toleram a dessecacdo até as 18dsomambebicdo e com raiz
primaria de 3 mm de comprimento apresentam formalgianovas raizes.
Durante a embebicdo h&d aumento na atividade adtioté e reducdo na
peroxidacdo de lipidios e na producdo d€®ilo que sugere um eficiente
mecanismo de regulacdo dos danos da embebicdont®ido de proteinas
totais diminui ao longo da embebicdo. Nao foi padgiestabelecer a tolerancia
a dessecacdo em sementes germinad&s tidcatacom raizes primarias de 1
mm e 3 mm de comprimento utilizando PEG 6.000.

Palavras-chave:Eritrina. Fisiologia de sementes. Hidratacdo. Tolerancia a

dessecacao.



ABSTRACT

The study of the imbibition and desiccation toleeann seeds may
contribute to the establishment of seed managepretdcols from native
tree species with urban forestry, economic prodactind reforestation
potentials. The aim of this research was to evaluate physic&giand
anatomical process associated to imbibition anditdason tolerance loss, and
to reinduce desiccation tolerancebrythrina falcataBenth. seeds. Firstly, seeds
were submitted to dormancy overcoming treatments| tne water uptake
pattern was evaluated. Later, the desiccationdntar loss of the seeds in silica
gel was evaluated, and finally, PEG 6000 was usedrder to reinduce the
desiccation tolerance in the seeds with protrudelitie. During imbibition the
enzymes from the antioxidant system SOD, CAT, afRKAlipid peroxidation,
hydrogen peroxide content and total protein conteme evaluated. Anatomical
and ultrastructural analyses were performed in rorite characterize the
imbibition and desiccation damage. Furthermore, gf@vth of the seedlings
from seeds subjected to desiccation was evaluafest 85 days. The
experiments were completely randomized and thésstal analysis used was
Scott-Knott test at 5% probability. Mechanical #oeation consists in an
efficient method to overcome dormancy kn falcata seeds, and the radicle
emergence occurs after 36 hours of imbibition. Stegiccation from 27 hours
imbibition affects seedling growth and developmemhese seeds tolerate
desiccation until 18 hours of imbibition, and wighmm primary root they
exhibit new root development. During imbibition thewas an increase of
antioxidant activity, and a decrease in lipid pédaton and HO2 production,
suggesting an efficient mechanism for regulatingoibition damage. The
protein content decreases during imbibition. It was$ possible to re-establish
desiccation tolerance in germinated seedg&.ofalcatawith 1 mm and 3 mm
primary roots using PEG 6000.

Keywords: Eritrina. Seed physiology. Hydration. Desiccatioletance.
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1 INTRODUGCAO

A remocdo de agua das células é um processo se\ggmalmente
letal. Células tolerantes a dessecacdo possuemnis®cs estruturais,
fisiologicos e moleculares de sobrevivéncia em ugiiesd dedéficit hidrico
severo. A acdo destes mecanismos ainda € pobremsemnpreendida
(POTTS, 2001).

Em sementes ortodoxas, a aquisicdo de toleranbéssecacao esta
relacionada ao acumulo de reservas insolUveisg&edno volume de agua
vacuolar, desdiferenciacdo de algumas organela® csnmitocondrias,
desligamento de parte do metabolismo, vitrificagiposicdo de proteinas
LEA (Late Embryogenic Abundgre proteinas HSP$iéat Shock Proteins
(HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001; PAMMENTER e BERAK,
2000; BERJAK e PAMMENTER, 2003), acumulo de dissamns e
oligossacarideos (BAILLY et al., 2001) e ativagca@pdgistema antioxidante
(BAILLY et al., 2004). Portanto, a aquisi¢cdo deetéincia a dessecacéo é a
fase final, pré-programada, do desenvolvimento efaeste (BUITINK et
al., 2003).

Nas sementes ortodoxas, a toleréncia a dessecagidiéa durante
a germinacdo. Diante disto, os mecanismos que mnféolerancia aos
embribes quiescentes vém sendo estudados (REISDORRODSTER,
1999).

O estudo da embebicéo e da tolerancia a desseeat&ementes,
tanto da perda quanto da reinducdo, contribuirdcestabelecimento de
protocolos para 0 manejo de sementes em espétiéseas nativas com
potencial para arborizacdo urbana, producdo ecaadenreflorestamentos,
através da melhor conservacdo e, consequentenantazenamento das
sementes.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os procedisioldgicos e
anatdmicos associados a embebicdo e perda denter@ dessecacao, e

reinduzir a tolerdncia a dessecagédo em sementeytieina falcataBenth.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Erythrina falcata Benth.

A familia Fabaceaenclui cerca de 650 géneros e 18.000 espécies,
representando uma das maiores familias de angimapee uma das
principais do ponto de vista econdmico (JOLY, 18®UZA e LORENZI,
2008). A subfamiligPapilionoideae(Faboideag¢ compreende cerca de 400
géneros e possui espécies cultivadas, forraggiradutoras de substéancias
utilizadas na industria, madeireiras e ornamenigatjindo-se, neste ultimo
caso, as do géneHrythrina (JOLY, 1998).

A espécieErythrina falcata também conhecida como corticeira-da-
serra, mulungu, bico-de-papagaio, suina e coréicéinativa e ndo endémica
do Brasil, presente nos estados do Maranhdo, Maetes@ do Sul, Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de JanBemna, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, nos dominios da Amazo6nia, Cereatflata Atlantica, e
ocorre tanto em florestas primérias densas comdoemacfes abertas e
secundarias (LORENZI, 2002; LIMA, 2013).

A &rvore é espinhenta com 20 a 30 metros de altoraco com 50 a
90 centimetros de didmetro e folhas trifolioladasncfoliolos glabros e
coriaceos (Figura 1). E uma arvore decidua, hiidiu esciofita, seletiva
higréfita, caracteristica de varzeas aluviais muitmidas e inicio de
encostas, com distribuicdo irregular e descontétmaltitudes de 500 a 900
metros (LORENZI, 2002). Como planta adaptada asaabartas em solos
muito Umidos e brejosos, € recomendada para oigplan areas ciliares
degradadas (LORENZI, 2002).



Figura 1Erythrina falcataBenth. A — Arvore. B — Flor. C — Frutos maduros—D
Sementes.

E. falcata possui véarias classes de principios ativos, taimoc
alcaloides, flavonoides, taninos, glicosideos auir®nicos e pequena
guantidade de o6leo essencial e saponinas (ALMEIR@L0) e algumas
propriedades medicinais, sendo o caule e folhadogsseomo sedativos, no
combate a insbnia, convulsbes e na menopausa (RRMES e
CARVALHO, 2001). Além disso, o trabalho realizadwr [Dias et al. (2013)
sugere uma acao antidepressiva do extrato etard#idolhas deE. falcata
sobre o sistema nervoso central.

Anualmente a arvore produz moderada quantidadeedwerses;
entretanto, muito atacadas por insetos (LORENZ)220As sementes de
falcata apresentam dorméncia tegumentar, sendo necessagtsdos
especificos de superagdo da dorméncia tegumentagereninacdo
(CARVALHO; SILVA; DAVIDE 2006).



2.2 Sementes tolerantes (ortodoxas) e intolerantgsecalcitrantes) a

dessecacao

A agua € um componente essencial e indispensawdldss, tanto
animais quanto vegetais, constituindo cerca de 8 ®%6% da massa fresca
de tecidos metabolicamente ativos vegetais emioresto e cerca de 35% a
75% em plantas lenhosas (VIEIRA et al.,, 2010b).dbte a formacado e
maturacdo das sementes, a agua assume um papell, caigando na
expansao e divisdo celular e também como veiculoiaiaoléculas para o
embrido em desenvolvimento (BARBEDO e MARCUS FILH®©98).

A habilidade de sobreviver apds a remocdo de gtomke a agua
celular sem que ocorram danos irreversiveis é idafinomo toleréncia a
dessecacdo e confere algumas vantagens biol6gicas, @or exemplo,
superar periodos de estresse ambiental, estaldlizaidade biolégica por
longos periodos pela suspensdo da atividade miabél tolerar as
condi¢cbes extremas do ambiente (LEPRINCE e BUITIR&10). Segundo
Colville e Kranner (2010), as formas de vida tadea & dessecacdo sédo
capazes de perder mais de 90% de seu conteudoudeeageassumir o
metabolismo quando a &gua estiver disponivel.

A dessecacédo corresponde a fase final no process@tliracdo das
sementes, antecedendo a protrusdo da radiculag sefador determinante
na classificacdo de sementes em ortodoxas, coadatertolerantes a
dessecacdo; sementes recalcitrantes, as quai®rssivess a dessecacao, e
também aquelas com comportamento intermediario (ELLHONG,;
ROBERTS, 1990; ANGELOVICI; GALILI; FERNIE, 2010).

As sementes tolerantes a dessecacao secam atéixanctdateudo
de 4gua durante a maturacdo na planta mae, cers% de15% (WANG,;
M@LLER; SONG, 2012), e, apés a dispersdo, podemrmaeecer viaveis
por longos periodos, podendo ser armazenadas eastaaio relativamente
hidratado (GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008; CHEN et,a2011). O

desenvolvimento das sementes ortodoxas é divididogeral, em trés fases:



diviséo celular ou fase de pré-armazenamento @evias maturacdo ou fase
de armazenamento de reservas e fase de dessedd€B&R; BORISJUK;
WOBUS, 2005). A fase de dessecacdo tem recebidugcéaieespecial
recentemente, parecendo ser mais do que apeneageiseda semente, mas
também um estadio ativo em termos de expressacagéninetabolismo, o
que é refletido durante o desenvolvimento, dorn@&npbs-maturacdo e
germinacdo (ANGELOVICI; GALILI; FERNIE, 2010).

De modo contrario as sementes ortodoxas, as sesegctdcitrantes
sdo sensiveis a dessecacdo, ndo havendo o pedoslecadgem durante a
maturacdo, e permanecem metabolicamente ativas ntdurao
desenvolvimento e apds a dispersdo da planta mE&8d \CLE e
KRANNER, 2010).

A comparacdo entre os diferentes comportamentoseti@entes
ortodoxas e recalcitrantes durante a dessecacé&wmémaneira interessante
de se compreender o mecanismo de tolerancia acdeése As sementes
ortodoxas embebidas s&o, em alguns casos, estualadages de sementes
recalcitrantes, pois se assemelham a essas pan sersiveis a dessecacao
(FARIA, et al., 2005; WANG; MOLLER; SONG, 2012).

No caso de sementes ortodoxas, a germinacdo é acbaga pela
perda gradual da tolerancia a dessecacdo a qudbuéirida durante o
processo de maturacdo. Na natureza, as semensasrppsr diversos ciclos
de embebicdo-dessecacdo devido as flutuacbes deademido solo e,
segundo Wang, Mgller e Song (2012), quando ocoraetes da perda
completa da tolerancia a dessecacdao, estes cimilesrppromover um efeito
estimulador da germinacdo, do estabelecimento dmntyhs e do

desenvolvimento inicial.



2.3 Danos causados pela embebicdo

A germinacgdo se inicia com a absorcdo de aguasesiente e se
completa quando parte do embrido, geralmente eauladgipenetra as
estruturas que o circundam (BEWLEY, 1997). Destanéy a presenca de
agua é necessdria para a reativacdo da atividatibddliea e estimulo do
crescimento do eixo embrionario (WOJTYLA et al.0gn

O influxo rapido de 4gua para o interior das esula semente seca,
durante o inicio da embebicdo, resulta em pertddsmcestruturais
temporarias, particularmente durante a transicdardambranas de uma fase
gel rigido para uma liquido cristalino, o que levama réapida e imediata
liberagdo de solutos e metabdlitos para a solug&anclante (BEWLEY,
1997; KRANNER et al., 2010; WEITBRECHT; MULLER; LEBNER-
METZGER, 2011). Embora proteinas e membranas estpjategidas na
semente madura e seca, é possivel que ocorram darage a embebicéo
(NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).

Os danos aos acidos nucleicos incluem quebras e @Nfita
Unica, causada pelo ataque direto de espéciegazd oxigénio (EROSs) ou
por modificacbes covalentes das bases, mudancascambetdo e
fragmentacdo do DNA (KRANNER et al., 2010).

As espécies reativas de oxigénio sao geradas duzaabsorcao de
agua, podendo ser prejudiciais aos componentetaiy e sdo uma das
possiveis causas que afetam o sucesso da germi(\A€aDdT YLA et al.,
2006; NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).

Compostos e enzimas antioxidantes tém sido propostamo
agentes de fundamental importancia para que o ggocgerminativo seja
completado (BAILLY, 2004). Com o intuito de lidamra os danos impostos
durante a reidratacdo, as sementes ativam variaamsenos de reparo
durante a embebicéo, incluindo o reparo de membrate proteinas e do
DNA genbmico (WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER,
2011; RAJJOU et al., 2012).



Segundo Bewley (1997), a forma com que os dartiwidos pela
dessecacao e reidratacdo, em membranas e orgas@aparados ainda
ndo € conhecida. Entretanto, segundo Hoekstra,viaol@ Buitink (2001)
os danos da embebicdo podem ser prevenidos atiavémbebicdo com
agua aquecida ou pela pré-hidratacao de semertsea® vapor de agua.

Quando as sementes sdo embebidas na presenca dgeme
osmdtico, a hidratacdo € desacelerada, reduzimdeeb de danos celulares
normalmente causados pela rapida entrada de aguasemaentes secas
(RAJJOU et al., 2012). A reidratacdo sob condigifiegroladas, alcancada
através da incubacdo com solugBes contendo agesrtedicos, tal como o
polietilenoglicol (PEG), causa a ativacdo transientle respostas
antioxidantes e reparo do DNA, preservando tantdegridade do genoma
como a qualidade da semente (BALESTRAZZI et al112@ possibilitando
a reinducdo de tolerancia a dessecag¢do em algsns GRUITINK et al.,
2003).

2.4 Mecanismos envolvidos na tolerancia a dessecaca

Alguns eventos celulares e bioquimicos estao asdogia tolerancia
a dessecacdo em sementes, como a diminuicdo dmejoleducdo no
namero e/ou acumulo de material de reserva insblin® vacuolos. Estes
eventos possibilitam as células suportarem o estresecanico durante a
dessecacao por criarem uma quantidade suficiereedsdo negativa contra
a parede, evitando o seu colapso e extravasameatglasmalema
(PAMMENTER e BERJAK, 1999; FARRANT, 2000).

O acumulo de acgUcares ndo redutores ajuda a paeserv
funcionalmente e estruturalmente as membranas aeévalia capacidade de
substituir a agua, mantendo o espacamento enfosfodipidios, impedindo
transicbes da fase liquido cristalino para a fadelg bicamada, evitando a
cristalizacdo da fase aquosa (PAMMENTER e BERJAK9991
HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001; FARRANT et al.2009).



O acumulo de proteinas LEA coincide com a aquisigtnlerancia
a dessecacao; essas proteinas atuam revestindasmoléculas com uma
camada de moléculas de agua, devido ao elevadao@aeesiduos polares
no interior de sua estrutura, podendo substituigaa através da ligacéo
direta de seus residuos com os da superficie dasoptoteinas durante a
dessecacdo (HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001).

As dehidrinas consistem num grupo de proteinas dEAatureza
anfipética, sendo capazes de associarem-se a varé@somoléculas
impedindo sua desnaturacdo (PAMMENTER e BERJAK, 919%s
proteinas termossensiveis (HSPs) também sdo irmduzieélos mesmos
estresses que induzem a sintese de LEA, agindo ccmaperonas
moleculares durante a dessecacdo das sementeslindpa agregagao e
desnaturacdo de outras proteinas (HOEKSTRA; GOLOVIBUITINK,
2001; FARRANT et al., 2009; GECHEV et al., 2012).

A manutencdo da integridade do material genéticoarda a
desidratacdo, e seu reparo na reidratacdo, € uwisitegprimordial na
tolerancia a dessecacdo (PAMMENTER e BERJAK, 19€®). nivel da
expressdo génica, algumas mudancas entre traoscapt associadas com a
aquisi¢do de tolerancia a dessecag¢do em sementdesemvolvimento e o
restabelecimento da tolerancia em radiculas, sfdadas positivamente por
genes relacionados a defesa contra estresse (loidxidantes, metabdlitos
secundarios) e ao armazenamento de reservas namtesme reguladas
negativamente por genes envolvidos com o ciclolalprocessamento de
DNA e metabolismo primario e de energia (LEPRINCEHTINK, 2010).

2.5 Estresse oxidativo e dessecacado
Durante o seu curso evolutivo, as plantas deseeratv uma série

de engenhosos sistemas antioxidantes a fim deireddano causado pelas
EROs (CHEN et al.,, 2011, VARGHESE et al., 2011)ddwa, segundo



Pukacka, Malec e Ratajczak (2011), apos a dispeasgimducéo de EROs é
controlada, sobretudo, pelo sistema antioxidarzev€tico.

O componente enzimético do sistema antioxidante ddéesa
compreende varias enzimas que operam em diferatepartimentos
subcelulares e respondem conjuntamente quanddudeascge encontram em
situacBes de estresse, 0 que sugere 0 seu papglisecdo de tolerancia das
plantas (SHARMA et al., 2012).

Em sementes recalcitrantes submetidas a dessecagéerda da
viabilidade e sensibilidade pode ser consequéreifalia dos mecanismos
de protecéo contra EROs (VARGHESE et al., 2011guBdo Chen et al.
(2011), a dessecacdo causa acumulo de EROs qusioaeficientemente
eliminadas pelo aumento nos niveis de enzimasxaaiotes.

A tolerancia a dessecacao esté relacionada a dagaccelular de
excluir as EROs, uma vez que o0 aumento da atividdeleenzimas
antioxidantes esté envolvido no processo (PAMMENEEBRERJAK, 1999;
GARNCZARSKA; BEDNARSKI; JANCELEWICZ, 2009).

Alguns efeitos prejudiciais da dessecacdo estaacioslados a
formacdo de espécies reativas como resultado doaboietmo
desbalanceado e diminuicdo do transporte de e t(QOLVILLE e
KRANNER, 2010). As EROs causam peroxidacdo lipidiesidacédo de
proteinas e danos ao DNA, contribuindo para a nuatidar (LEPRINCE et
al., 1990, SHARMA et al., 2012).

Quando os niveis de EROs ultrapassam o limiar arlidicia-se a
peroxidacdo lipidica nas membranas da célula e a@mnelas. A
peroxidacdo lipidica é considerada um dos procegssbglares mais
prejudiciais conhecidos, uma vez que agrava ossstrexidativo através da
producdo de radicais derivados de lipidios capamegeagir entre si e
danificar proteinas e o DNA (GILL e TUTEJA, 2010HARMA et al.,
2012). Os danos a membrana sdo, em alguns caslsados como
parametro para se determinar o nivel de destriig#ica sob condigédo de

estresse.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Frutos maduros dé&rythrina falcata Benth. foram coletados no
periodo de novembro a dezembro de 2012, provesialgeseis arvores
adultas no municipio de Lavras, Minas Gerais, Bra2il°14'43"S,
44°59'59"W e altitude de 919 metros. O beneficiamefoi realizado
manualmente, sendo os frutos quebrados para ac&xtidas sementes e
descartadas aquelas danificadas e atacadas pogepa$d ou insetos.
Posteriormente os lotes foram misturados e armdpsnem camara fria a

10 °C até a realizacdo dos experimentos.

3.2 Determinacao do grau de umidade e peso de meinsentes

O grau de umidade antes do armazenamento foi dasm pelo
método da estufa a 103 + 3 °C por 17 horas, comrapeticbes de 10
sementes, e o0 calculo foi realizado na base Umidexgesso em
porcentagem. O peso de mil sementes foi determingitiando-se oito
amostras com 100 sementes cada (BRASIL, 2009).

3.3 Superacdo de dorméncia em sementeskldalcata

Os tratamentos para a superacao da dorméncia dsisistiram de:
escarificacdo mecéanica com lixa d’agua n° 120 do laposto ao embrido
(MATHEUS et al., 2010); imersdo das sementes ena &uemperatura
ambiente por 24 horas (DAVIDE e CHAVES, 1996); isdar das sementes
em 4gua a temperatura de 80 °C, seguida de repaus@sma agua por 24
horas (DAVIDE; FARIA; BOTELHO, 1995) e imersdo dasmentes em
agua a temperatura de 100 °C por 30 segundos,dsedei repouso na

mesma agua por 10 minutos. O tratamento contraigistiu das sementes
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sem tratamento para superacdo de dorméncia. Tadaenaentes foram
desinfestadas em alcool 70% por 30 segundos, biftocte sédio com 1%
de cloro ativo por 10 minutos e lavadas em agutlaties por trés vezes.
Foram utilizadas quatro repeticbes de 20 semeriggmadas em
rolos de papel para germinacéo trocados a cadas/ @s dados obtidos
foram utilizados para os célculos da porcentagemedminacédo através da

formula;

%G = E&ni . N-1).100, em que:

>ni é o numero total de sementes germinadas enméicelm nimero
de sementes colocadas para germinar (N-1). O irdéceelocidade de

germinacdao foi calculado através da formula pra@ppst Maguire (1962):

IVG = X (Gn/Nn), na qual:

IVG = indice de velocidade de germinacéo;
Gn = numero de sementes germinadas computadagsianarcontagem;

Nn = nimero de dias da enésima contagem a parsierdaadura.

Os testes foram realizados em camaras de germidacipo BOD
sob luz branca constante e temperatura de 25 °CavadiacGes de
germinacdo foram realizadas diariamente até osi&@b dk instalacdo do
experimento, sendo adotada como parametro de gmgétna protrusao
radicular com aproximadamente 1,0 mm e posteriondgado de plantulas
normais. Foram consideradas dormentes as semerdgsiq germinaram e
permaneceram intactas ao final do teste e, modgsglas que né&o

germinaram e deterioraram ou aquelas infectadamigno-organismos.



12

3.4 Curva de embebigao

As sementes foram desinfestadas e escarificadadix@auliagua n°
120. Posteriormente foram dispostas em rolos delpgagra germinacao
umedecidos com 2,5 vezes de agua destilada endioeda;peso do papel e
colocadas em camaras de germinacao do tipo BOMugdiranca constante
e temperatura de 25 °C. Foram utilizadas trésigéest de 10 sementes, € 0
processo de embebicdo foi avaliado através da @esdgs sementes em
balanca analitica com precisdo de 0,001 g, emviltes regulares de uma
em uma hora durante as primeiras 12 horas, a chdea6 até as 96 horas, e,
posteriormente, realizadas pesagens diarias. @narto da massa fresca
foi calculado através da férmula:

% de incremento sobre a massa fresca inicial (MFIJMFU-
MFI/MFU)*100;

em que MFU = massa da semente embebida e MFI =anusss
semente seca (NERY, 2008).

3.5 Caracterizagédo da perda da tolerancia a dess&ém

As sementes foram escarificadas com lixa d'dgua 129,
desinfestadas e, posteriormente, lavadas em agtitada por trés vezes, e
colocadas para germinar em camaras de germinacéipad8OD 347 sob
luz branca constante e temperatura de 25 °C. Ap@sl®, 18, 27 e 36 horas
de embebicdo, e em sementes com raiz primaria denle 3 mm de
comprimento, foi determinado o grau de umidadeizatido-se trés
repeticbes de 5 sementes para cada tratamento.

Na dessecacéo, as sementes foram colocadas e aaikiras tipo
gerbox, sobre um suporte de papel, contendo umadzakte 70 g de silica
gel (2% UR), mantidas em BOD a 25 °C sob luz constaté que o grau de
umidade de 10% fosse atingido. Em seguida, as semé&ram mantidas
por 3 dias nessa mesma condicdo (BUITINK et alQ320/IEIRA et al.,
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2011a). Posteriormente, as sementes foram pré-widedeem camara
umida (100% UR) a 20 °C por 24 h, e entdo colocgdaa germinar em
rolos de papel. Foram utilizadas quatro repeti¢ie20 sementes para cada
tratamento. Para a curva de secagem foram utibztda repeticées de 10
sementes pesadas em tempos regulares até que eldmntle agua
permanecesse constante.

Os caélculos da estimativa do conteldo de &guaaliniciram

realizados através da férmula proposta por Cromgilig e Roberts (1985):

Mf = Mi(100 -Ui)x(100 -Uf )™, na qual:

Mf = massa da amostra (g) apos a secagem;
Mi = massa da amostra (g) antes da secagem;
Ui = grau de umidade (%) antes da secagem;

Uf = grau de umidade (%) desejado apds a secagem.

A porcentagem de germinacdo das sementes foi deteten pela
protrusdo visivel da radicula com no minimo 1 mm cdenprimento
(BUITINK et al.,, 2003). Ap6és 5 dias, foi avaliada porcentagem de
sementes germinadas (protrusdo da radicula) e @iemaram o
crescimento. Tais sementes, juntamente com aqgetasao apresentavam
degradacédo visivel, foram transferidas para basde@ polipropileno
contendo como substrato terra de subsolo, aresteece bovino (2:1:1). As
bandejas foram dispostas em delineamento inteitamesualizado, sendo
uma bandeja para cada tratamento dividida em 4gadpresentando 4
repeticbes, sendo mantidas em casa de vegetac®&0%otle sombreamento

e, apos 35 dias, avaliou-se a porcentagem de fé@orde plantulas normais.
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3.6 Analise de crescimento de plantulas proveniergede sementes

tolerantes a dessecacgéo

Apods 35 dias em casa de vegetacdo, foram avalissleeguintes
parametros: indice de velocidade de emergénciadasariérmula proposta
por Maguire (1962), porcentagem de formacao detydsnormais, nimero
de folhas completamente expandidas, comprimentoadée, comprimento
da raiz principal, diametro do colo e pesagem d&éémaaseca das partes
aérea e radicular. Para a analise de matériacecaterial vegetal fresco foi
colocado em sacos de papel em estufa de ventifagéada por 72 horas a
65 °C.

3.7 Analises anatdmicas e ultraestruturais em raiseprimarias

3.7.1 Microscopia de luz

As sementes foram fixadas em solucdo de FAA (fateidb, acido
acético glacial e etanol 70%, na proporcao de @%:9,0) por 72 horas e,
posteriormente, conservadas em etanol 70%. As seitdasversais das
raizes primarias foram obtidas a méo livre, cleaifias em solucdo de
hipoclorito de sédio 50%, lavadas em &gua destifaata3 vezes, coradas
com safrablau (safranina 1% e azul de astra 0,Hgroporcédo de 7:3) e
dispostas entre lamina e laminula contendo gliags?o. As laminas foram
fotografadas em microscépio Optico de luz acopdma camera digital.

Foram utilizados como tratamentos: sementes emiaglmdm raiz
priméria de 3 mm, sementes com raiz primaria der3dessecadas em silica
gel até 10% do grau de umidade, sementes com rane de 3 mm
reidratadas apds 5 dias e sementes com raiz pairdar8 mm reidratadas
ap6s 12 dias. Foram utilizadas quatro repeticdeS dementes para cada
tratamento e as sementes foram dessecadas em caixdpo gerbox

contendo 70 g de silica gel até 10% de grau de adeidApos 3 dias
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mantidas nesse grau de umidade, as sementes fogaompdecidas em
camara umida (100% UR) a 20 °C por 24 h, e entBaizadas para germinar

em rolos de papel.

3.7.2 Microscopia eletrdnica de varredura

Foram excisados 5 pontas de raiz primaria e 5 éebde sementes
embebidas por 18 horas e sementes germinadas izoprinaaria de 1 mm e
3 mm; e apds a dessecacdo destes mesmos tratareensibica gel, pré-
umidificacao e reidratacdo por 24 horas. As argksmetodologia utilizada
foram realizadas de acordo com protocolo de rotinalLaboratério de
Microscopia Eletronica, do Departamento de Fitdpaia da Universidade
Federal de Lavras.

As amostras foram imersas em solucdo fixadora Kisk®
modificado @lutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, Ca0l001 M), por 48 horas.
Posteriormente foram lavadas por trés vezes de ibOtos em tampéo
cacodilato para retirar os residuos do fixador.deguida foram pos-fixadas
em tetréxido de 6smio 1% em agua, por 1 hora enacd@de fluxo laminar
a temperatura ambiente. Apds este periodo as amdsiram lavadas por
trés vezes em agua destilada e em seguida dedakatan gradiente de
acetona 25, 50, 75, 90 e 100% por trés vezes. @rialafoi seco em
aparelho de ponto critico de g@ara completar a secagem e entdo
montados erstubse cobertos com ouro. Para a visualizacdo das imsdge
utilizado o Microscopio Eletrébnico de Varredura LEEYO 40 (ALVES,
2004).

3.8 Quantificagéo de peroxido de hidrogénio

Foram utilizadas trés repeticdes de 5 sementescséegumento

submetidas & embebicao (0, 6, 12, 18, 27 e 36 losEMEntes com raiz
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primaria. de 1 mm e 3 mm) maceradas em nitrogénipidd e,
posteriormente, 0,2 g do material macerado de dadi@mmento foi
homogeneizado em 1,5 mL de acido tricloroacéticdA)r0,1% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por Idutos a 4 °C.

Aliquotas do sobrenadante (45 pL) foram pipetacaspkcas de
ELISA, juntamente com 0 meio de reacédo (45 pL tanip&fato de potassio
a 100 mM, pH 7,0 e 90 uL de iodeto de potassio M)10 H,O, foi
determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm eectesfotdmetro
ELISA (VELIKOVA, YORDANOV e EDREVA, 2000).

3.9 Avaliacao da peroxidacdo lipidica

Para a avaliacéo da peroxidacao lipidica foranzatlbs os mesmos
tratamentos e o mesmo extrato utilizados para atifjgacéo de perdxido de
hidrogénio (item 3.8), de acordo com o protocolgppssto por Buege e Aust
(1978).

Aliquotas de 250 pL do sobrenadante foram adiciasad meio de
reacdo [0,5% (m/v) de &cido tiobarbiturico (TBAYL@&% (m/v) de TCA],
incubando-se, em seguida, a 95 °C por 30 minutagaddo foi paralisada
por resfriamento rdpido em &gua gelada e as Isitimam determinadas
utilizando-se 200 puL do meio reacional pipetados pocos das placas de
ELISA.

O TBA forma complexos de cor avermelhada com atitedd baixa
massa molecular como, por exemplo, o malondiald¢iiDA), produto
secundario do processo de peroxidacdo. A concdatrap complexo
MDA/TBA foi calculada pela equacédo: [MDA] = (A535A600) / € . b),
em quet = coeficiente de extingdo molar = 1,56 x°18 b = comprimento

otico = 1.

3.10 Atividade do sistema antioxidante
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Sementes sem o0 tegumento foram amostradas apaentife
tempos de embebicdo e comprimentos da raiz prinf@fig 6 h, 12 h, 18 h,
27 h, 36 h, 1 mm e 3 mm) e entdo maceradas eng@itio liquido e
armazenadas a -80 °C, sendo utilizadas trés répstite 5 sementes para
cada tratamento. Foram retirados 0,1 g de matevéalerado ao qual se
adicionou 1,5 mL de tampdo de extracdo (tampaatimsle potassio 400
mM (pH 7,8), EDTA 10 mM, acido ascérbico 200 mMgrid). Em seguida,
o material foi centrifugado a 13.000 g por 10 misug 4 °C, sendo o
sobrenadante coletado e armazenado a -20 °C dargetéodo de analises.
A partir deste mesmo extrato, quantificou-se asefmas totais pelo método
de Bradford (1976) para a determinagéo da ativiésgecifica das enzimas

antioxidantes.

3.10.1 Atividade da dismutase do superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela sua capaciddlenibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT), canfie proposto por
Giannopolitis e Ries (1977), com modificacbes. Romdicionados 10 pL
do extrato enzimatico a 190 pL do meio de incubdtgopao de fosfato de
potassio a 100 mM pH 7,8, metionina a 70 mM, EDT20auM, NBT a 1
mM e riboflavina a 0,2 mM). A placa de acrilico Ushntendo o meio de
incubacao e a amostra, foi iluminada com lampadadkcente de 20 W por
7 minutos. As leituras foram realizadas a 560 nmespectrofotdmetro de
ELISA e o calculo da atividade da enzima foi feitim base na seguinte
equacao: % de inibicdo = (A560 amostra com extestzimatico — A560
controle sem enzima) / (A560 controle sem enzitda)a unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de é@mbB0% a fotorreducao

do NBT nas condi¢cfes do ensaio.
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3.10.2 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo HavMcHale

(1987), na qual uma aliquota de 2,5 uL do extragineatico foi adicionada

a 197,5 uL do meio de incubacdo contendo 100 pfosfato de potassio a
200 mM (pH 7,0) e 10 pL de peréxido de hidrogénibd mM e 80 uL de
agua destilada. A atividade dessa enzima foi déteda pelo decréscimo na
absorbéancia a 240 nm, a cada 15 segundos, poruasjirmonitorado pelo
consumo de peroxido de hidrogénio através do agetdimetro de ELISA.

O coeficiente de extincdo molar utilizado foi 36 Hvh™ corrigido para 18
mMZcm® uma vez que os pocos da placa UV possuem 0,5 cm de

comprimento.

3.10.3 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhdmeéa taxa
de oxidagao do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segyat 3 minutos
monitorados com o espectrofotdmetro de ELISA. Utiguata de 2,5 pL do
extrato enzimético foi adicionada a 197,5 pL de p@onde incubacgéo
composto por 100 pL de fosfato de potassio a 200(pt¥17,0), 10 pL de
acido ascoérbico 10 mM, 10 pL de peroxido de hidnig@& 2 mM e 70 uL
de 4gua destilada (NAKANO e ASADA, 1981). O codfite de extin¢do
molar utilizado foi 2,8 mMcm™ corrigido para 1,4 mMcm™ uma vez que

0s pocos da placa UV possuem 0,5 cm de comprimento.

3.11 Quantificacdo de proteinas totais

Utilizou-se trés repeticbes de 5 sementes sem onmgto
submetidas a diferentes tempos de embebicdo e ikpemtos de raiz
priméaria (0 h, 6 h, 12 h, 18 h, 27 h, 36 h, 1 mi& mm) maceradas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. Paraomobeneizacao,
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adicionou-se 0,5 mL de tampdo fosfato de potagsibNI, pH 7,0) a 0,2 g
do material macerado de cada tratamento seguidmadieo-maria por 30
minutos a 40 °C. Em seguida os tubos foram cegtifos a 10.000 g por 20
minutos, sendo 0 sobrenadante armazenado e o0 poooggetido com a
resuspensdo do precipitado. Os sobrenadantes auwhokinforam entao
armazenados a -20 °C. A quantificacdo de protetivtass foi realizada de
acordo com o0 método de Bradford (1976), no quatitiza um mix de 5 mL

de Comassie Blue G-250, agua destilada e a aligéatdeituras foram

feitas no espectrofotdmetro UV no comprimento deads05 nm.

3.12 Reinducao de tolerancia a dessecacdo em serasrgerminadas de
E. falcata.

3.12.1 Experimento 1

Sementes dE. falcataforam germinadas até que as raizes primarias
atingissem 1 mm e 3 mm de comprimento, entdo fonembadas em PEG
6.000 em trés potenciais osmoéticos (-1,4, -1,8 2 MPa). Foram utilizadas
quatro repeticbes de 20 sementes para cada tratgnamn quais foram
incubadas em BOD a 5 °C por 3 dias na ausénciazdé’bsteriormente as
sementes foram lavadas rapidamente em agua dastieda retirar o
excesso de PEG. Em seguida foram dessecadas gdi até que
atingissem 10% de umidade. A partir de entdo, aelEs permaneceram
por 3 dias em BOD, sendo pré-umidificadas em camarada (100% UR)
por 24 horas a 25 °C, reidratadas em rolos de @apd&OD a 25 °C sob luz
branca constante e analisadas quanto a continuidadecrescimento
conforme descrito no item 3.5. O grau de umidadeldterminado a partir
de trés repeticbes de 5 sementes para cada trataapds a incubacdo em
PEG.
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3.12.2 Experimento 2

Sementes dE. falcatacom raiz primaria de 1 mm de comprimento
foram incubadas em PEG 6.000 nos potenciais osnsddie -1,4 e -2,2 MPa
por 3 dias no escuro a 10 °C. Posteriormente agrges foram lavadas
rapidamente em agua destilada e dessecadas emysiliaté 10% de grau de
umidade. Apdés 3 dias em BOD, as sementes foranmumidificadas,
reidratadas e analisadas quanto a continuidaderekeimento conforme
descrito no item 3.5. Foram utilizadas quatro liepets de 20 sementes para
cada tratamento e o grau de umidade foi determireaduartir de trés
repeticbes de 5 sementes para cada tratamentoadpéabacdo em PEG.
As variaveis analisadas foram: retomada do crestonaos 5 dias apos
reidratacdo e sobrevivéncia apds 35 dias de tr@msfi@ para bandejas
contendo substrato terra de subsolo, areia e estenano (2:1:1) em casa
de vegetacdo a 50% de sombreamento, tanto parpeviragnto 1 quanto

para o experimento 2.
3.13 Delineamento experimental e andlise estatistic
O delineamento experimental utilizado foi inteirameecasualizado

(DIC) para todos os experimentos. Os tratamentasifaplicados de acordo

com o fluxograma da Figura 2.
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EMBEBICAO DAS

-Andlises bioquimicas SEMENTES
-Andlises anatémicas
SECAGEM RAPIDA | **INCUBACAO
(Silica Gel) EM PEG 6000

N

PRE-UMIDIFICACAO EM CAMARA
UMIDA POR 24h a 20C e 100% UR

y

REIDRATAGAO EM BOD

25\ C, LUZ CONSTANTE
-**Andalise da retomada do crescimento l

-Andlises anatémicas e ultraestruturais
-Andlise da sobrevivéncia (protrusdo das
radiculas e formacéo de plantulas) CRESCIMENTO EM CASA
DE VEGETACAO

-Andlise de crescimento inicial (nGmero de

folhas, comprimento do caule e da maior

raiz; diametro do colo, e pesagem da matéria
seca dasfolhas,raizes e caule)

Figura 2Fluxograma dos tratamentos aplicados em sementésfdieata

As variaveis foram analisadas através do testeodmatidade de
Shapiro Wilker, analise de variancia e teste det$awtt com p < 0,05. As
variaveis que nado seguiram distribuicdo normald@atagem de dorméncia
e mortalidade, massa seca da parte aérea e radicpdgoxidacao lipidica)
foram transformadas (raiz quadrada). Todas as sasalforam feitas
utilizando-se o Sistema de Analise de Variancia f2ados Balanceados -
SISVAR® (FERREIRA, 2000) e a confeccdo dos graficos araué

programa Microsoft Exc&l
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Superacdo de dorméncia em sementeskldalcata

Sementes d&. falcata apresentaram grau de umidade inicial de
9,89% e peso de mil sementes de 275,80 g.
A escarificacdo com lixa d’agua levou a um maioGI\guando

comparada aos demais tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 Valores médios do indice de velocidadgedminacdo em sementesle
falcata submetidas a diferentes tratamentos para a superded
dorméncia apés 35 dias.

Tratamento VG
Controle 1,12¢c
Escarificacdo com lixa d’agua 8,65 a
Imersdo em agua a 25 °C por 24 h 1,13c
Imersdo em agua a 80 °C e repouso por 24 h 254D
Imersdo em &gua a 100 °C por 30 s e repouso poirl0 0,26 c

Segundo Moise et al. (2005), a camada mais extEriiagumento
de sementes deabaceae® uma cuticula composta de cera, a qual representa
a primeira barreira para a embebicdo e varia enesespa; abaixo se
encontra a epiderme composta de células palicadegaredes espessas, a
hipoderme com uma camada simples de células; eéogquama interior. No
entanto, a composicao e dureza do tegumento é tamdantrolado tanto
pelo genoma da espécie quanto pelo ambiente (SGMARCOS FILHO,
2001).

De acordo com Baskin e Baskin (2005), a dorménigecaf é
causada por uma ou mais camadas palicadicas no¢etu da semente, e a
superacdo da dorméncia envolve a disrupcdo de teaaedpecializada na
semente, por exemplo, as lentes [eabaceae criando assim uma abertura

através da qual ocorre a entrada de agua.
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O maior percentual de germinagdo foi observado garaentes

escarificadas com lixa d’dgua, as quais apresent@8a75% (Figura 3).

120% -+

Ach Cea Ach Bbb Cac

100% -

O Germinagao

80% @ Mortalidade

mDormeéncia

60% -

40% -

20% +

00'0 1 T T T -

Controle Lixa  Agua25°C Agua80° C Agual00° C

Tratamento

Figura 3 Percentual de germinagdo (barras brancas}alidade (barras cinzas) e
dormentes (barras pretas) de sementds. d@lcataapés tratamentos para
a superacdo de dorménciads barras representam a média de quatro
repeticdes de 20 sementes. Médias seguidas pas lgtrais (mailsculas
para dorméncia, mindsculas para mortalidade e mihgs em italico
para germinacdo) ndo diferem entre si pelo test8cdét-Knott a 5% de
probabilidade.

Apesar de apresentar baixa porcentagem de senuortesntes ao
final do experimento, a imersdo das sementes em aglo0 °C levou a
morte de 91,25% das sementes. A imersdo de sementesgua a
temperatura ambiente equiparou-se ao tratamentotrotmn (55%),
apresentando 53,75% de sementes dormentes, deamulustrque tal
tratamento nao foi eficiente para a superacéo duélwia (Figura 3).

A escarificacdo de sementes daythrina velutina com lixa
proporcionou porcentagem de emergéncia de cer®8%e mesmo apoés 25
meses de armazenamento (SANTOS et al., 2013). Biln@r et al. (2012)
observaram alta porcentagem de germinacdo em sesndakE. velutina

escarificadas com lixa de ferro, as quais apressEntaerca de 95 - 100% de
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germinacgdo no intervalo de 6 dias, demonstrandici&recia deste método
para espécies do género.

Sementes deE. crista-galli imersas em agua com temperatura
elevada (96 °C) também apresentaram baixa pore@mtatp germinacio
(méximo de 43%) e, segundo Silva, Carpanezzi e raatio (2006), o
tratamento foi pouco satisfatério e deletério quancbmparado ao
tratamento com acido sulfdrico. De acordo com Sambal. (2013), a
imersdo de sementes d@e velutinaem Agua quente (80 °C e 100 °C)
provocou danos aos embrides, comprometendo aidiadd das mesmas.

Silva Junior et al. (2012) observaram que semetgds. velutina
sem tratamento para a superacdo de dorméncia pEraram intactas apos
15 dias de embebicdo nas mesmas condi¢bes destenexpto (25 °C e luz
constante). Silva, Carpanezzi e Lavoranti (2006seokmram que oS
tratamentos controle de sementes Hlecrista-galli (sem superagcdo de
dorméncia) apresentaram cerca de 12,5% de gerroirggs 19 dias, o que
pode ser o resultado de dorméncia tegumentar, camug@nerderythrina.

Carvalho, Silva e Davide (2006) observaram quecasestes dé&.
falcata apresentam tegumento duro, sendo necessarios aarétsgecificos
de superagdo da dorméncia tegumentar (DAVIDE; FARB®TELHO,
1995; DAVIDE e CHAVES, 1996; MEDEIROS e ABREU, 2005
MATHEUS et al., 2010).

Sementes de varias espécies do mesmo género dpnesen
dorméncia tegumentar e séo classificadas comoax#sdcomo é o caso de
E. velutina(SILVA et al., 2011),E. speciosa(MELLO et al., 2010),E.
fusca, E. poeppigiana, E. indiest. caffra(ORWA et al., 2009).

4.2 Curva de embebicéo

Apoés 78 horas de avaliagdo, sementes escarificaniadixa d’agua

apresentaram rapido padrdo de absor¢cdo de agualoquamparadas ao
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tratamento controle (ndo escarificadas), evideocipela alta taxa de

incremento sobre a massa fresca (Figura 4).

70

60 -

50 - —o— Controle
—e—Escarificadas

40

Aumento em massa fresca (%)

T T T T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48 34 60 66 72 78 84
Tempo (h)

Figura 4 Curva de embebicdo de sementes Edefalcata sem escarificacdo e
escarificadas mecanicamente. As sementes forambéaalsea 25 °C sob
luz constante. Cada ponto é a média de trés répstae 10 sementes.

As sementes que nado sofreram escarificacdo mec@mieaentaram
lenta absor¢cdo de 4gua, ndo possibilitando difexeas fases | e Il, sendo
que a fase lll foi registrada apds 60 horas de bighe. Este retardamento
na protrusdo da radicula em sementes nao escdaificeambém foi
observado por Loureiro et al. (2013) em semente&ndieurana cearensis
também pertencente a subfamHiapilionoideae evidenciando igualmente a
impermeabilidade do tegumento das sementes dgsieiaes

Apesar de a escarificacdo mecénica favorecer adentte agua em
sementes com dorméncia tegumentar, ndo foi possbservar nitidamente
um padréo de absorcdo de agua trifasico como oitdegor Bewley (1997)
para a espécie em estudo. Dessa forma, observaadmento em massa
fresca ao longo do tempo e o inicio da protrusadicuéar, foram

estabelecidos os pontos de mudanca de fases daiedté-igura 5).
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Figura 5 Curva de embebicdo de sementes Hle falcata escarificadas
mecanicamente e porcentagem de germinacdo a 2ib90zconstante.
As sementes que apresentaram protrusao da ratbicaha consideradas
germinadas. Cada ponto é a média de trés repetiedE8 sementes.

Durante as primeiras 18 horas foi determinada a& fhsda
embebicdo. Esta fase é caracterizada pelo aumglatovamente rapido na
absorcdo de agua (BEWLEY, 1997, WEITBRECHT; MULLER,;
LEUBNER-METZGER, 2011). Nas sementes em estudoergbgs-se um
incremento de 52,48% sobre a massa fresca durapténgeiras 18 horas de
embebicdo. A presenga de agua é crucial e neceg=a a retomada da
atividade metabolica e crescimento do embrido (WQATet al., 2006).

A fase Il foi determinada considerando-se os tenguss as 18
horas de embebicdo até o inicio da protrusdo diésutas, neste periodo ha
uma limitacdo na absorcado de 4gua (WOJTYLA et806; NONOGAKI;
BASSEL; BEWLEY, 2010). Durante a fase Il, as seraergermaneceram,
em média, sem significante incremento sobre a mhssaa, até que a
protrusdo da radicula foi observada ap6s 36 horas echbebicéo,
caracterizando a fase Ill, com 20% de germinacdo.

As 36 horas de embebicdo, o incremento sobre nfessea foi
62,68% e, ao final do experimento, obteve-se 76,8é%erminacdo e um

incremento de 68,99% sobre a massa fresca.
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Apesar de 0 uso dessas fases ser convenientdysrarios eventos
que ocorrem nas sementes durante a germinagcddgemas espécies elas
nao sdo tdo bem definidas (NONOGAKI; BASSEL; BEWLE010).

4.3 Caracterizacdo da perda de tolerancia a desseéa
Com a embebicao foi observado um aumento no graxmitade de

8,15%, em sementes ndo embebidas, para 69,66%eraentEs com raiz
priméaria de 3 mm de comprimento (Figura 6).

[#e]
<=
1

y=0,0011x3-0,1245x2+4,709x + 6,6733
30 - R*=0,9924

Grau de umidade (%)
.
<
1

—
<
1

0 T T T T T T T T
Oh  6h 12h 18h 24h  30h 36h 1lmm  3mm

Tratamento

Figura 6Grau de umidade em sementesdéalcataapos 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas
de embebicdo e em sementes com raizes primaridsnd® e 3 mm de
comprimento. Cada ponto é a média de trés repstigée&5 sementes, e as
barras representam o erro padrdo da média.

A curva de secagem para sementesEdefalcata embebidas e

germinadas até 3mm de comprimento de radicula pedebservada na
figura 7.
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Grau de umidade (%)

Tempo (h)

Figura 7 Curva de secagem de semente&.dmalcata germinadas com 3mm de
radicula desidratadas em caixas gerbox conterida giél. Cada ponto no

grafico representa a média de trés repeticdes derh@ntes e as barras
representam o erro padréo.

Observou-se uma rapida diminuicdo do grau de ureidaé as 24
horas de secagem e, a partir de entdo, houve lesteo dos valores de
grau de umidade.

A analise de germinacgéo foi realizada ap6s 5 diadedsecacdo das
sementes, e de sobrevivéncia de plantulas normais 85 dias da

transferéncia para substrato em casa de vegetaicing 8).
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Figura 8 Caracterizagcdo da perda de tolerdnciaséedagdo em sementes e

falcataapos 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas de embebicaosermantes com
raiz primaria de 1 mm e 3 mm de comprimento cone In@sgerminacao e
formacéo de plantulas normais. Cada ponto representédia de quatro
repeticdes de 20 sementes e as barras verticagsegppam o erro padréo.
Médias seguidas por letras iguais (mailsculas parminacdo apos 5
dias e minasculas para sobrevivéncia apds 35 das)iferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Observou-se que até as 18 horas de embebicdomasites deE.
falcata ndo apresentaram perda da tolerancia a dessecagdoyez que a
porcentagem de germinacdo e sobrevivéncia naoiuifs tratamento
controle (sem dessecacdo). E interessante resspitaraté as 18 h foi
determinada a fase | da embebicdo, na qual ha aoimfa atividade
metabdlica, com a reativacdo de estruturas e eszimeaessarias para o
metabolismo (Bewley, 1997). Segundo Rajjou et2)1R), a fase inicial da
germinacdo é um processo reversivel, no qual orgmmy genético da
maturacao pode ser recuperado.

Quando dessecadas a 10% de umidade, semerttes$alieatacom a
radicula protrudida (1 mm e 3 mm) apresentaramaatiaxas de retomada
do crescimento da raiz primaria apos 5 dias e Heesivéncia de plantulas

normais apos 35 dias, apresentando valores de 252b&0 para sementes
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com raiz priméria de 1 mm, e 13,75% e 11, 25% panmaentes com 3 mm,
respectivamente.

Todavia, em sementes &e falcatacom raiz primaria de 3 mm de
comprimento que retomaram o crescimento, foi olagkrva formacao de

novas raizes a partir do quinto dia apos reidraté€gura 9).

Figura 9Detalhe da formac&o de novas raizes a partir depramaria com 3 mm de
comprimento (setas) ap0s dessecacdo, pré-humgidifica reidratacao.
A — Semente ap6s 5 dias de reidratacdo. B — P#apbs 12 dias de
reidratacdo. Barra =5 mm.

Segundo Buitink et al. (2003), a radicula protradé&l a primeira
parte a perder a tolerdncia a dessecacdo, segulia hipocétilo e
cotilédones. Além disto, esses autores observam@nsementes germinadas
com raiz primaria com 3 mm d&ledicago truncatulasubmetidas a
desidratacao perderam quase totalmente a toleranbéssecacdo. No caso
de sementes deeltophorum dubiumquando dessecadas com raiz primaria
de 1 mm e 3 mm de comprimento, ndo houve sobresisénformacao de
plantulas (GUIMARAES et al., 2011).

Entretanto, como a toler&ncia a dessecacéo € gm rmaltifatorial,
€ possivel que nem todos 0S mecanismos necesg@ias suportar a
sobrevivéncia no estado dessecado tenham sidadpsrdm sementes com
raiz primaria de 3 mm de comprimento Befalcata contribuindo para o

desenvolvimento de novas raizes e retomada damerHo.



31

De modo geral pode-se observar a perda da tolarandessecacao
ao longo do tempo de embebi¢cdo em sementds. dalcata evidenciado
pelo aumento na porcentagem de mortalidade dasngesn® dias a

reidratacao (Figura 10).

—&— Grau de umidade

—e—NMortalidade

0 . .

0h 6h 12h 1Sh 24h 30h 36h 1mm 3mm
Tratamento

Figura 10 Porcentagem de mortalidade apos 5 diasidiatacdo de sementeskle
falcataapds 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas de embebicdo segmantes com
raiz primaria de 1 mm e 3 mm de comprimento. Camtetqorepresenta a
média de quatro repeticGes de 20 sementes e as lsapresentam o erro
padrdo. Médias seguidas por letras iguais (maiéscpara o grau de
umidade ao longo da embebi¢édo e minUsculas paraiidade apos 5 dias)
néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ad&%probabilidade.

Este comportamento é comum principalmente em sewment
consideradas ortodoxas, as quais se tornam melevantes a dessecacao
com o progresso do processo germinativo (HONG el&L1996). Este
mesmo resultado também foi encontrado para semeletéeltophorum
dubiumao longo da embebicdo (GUIMARAES et al., 2011).

Em sementes maduras de milho, Huang e Song (2@b3)ém
observaram que a tolerancia a dessecagéo € grahtalperdida, o que vai
de acordo com a hipétese de que este € um tragnitgtiso nas sementes
de diferentes espécies (VERTUCCI e FARRANT, 19%3h sementes de

Medicago truncatulaa tolerancia a dessecacéo declinou com a protaesao



32

radicula e, com 2 mm de comprimento, ndo foi olzkava sobrevivéncia

das sementes dessecadas e reidratadas (FARIA 20@%). Segundo Faria
et al. (2005), o comprimento da raiz primaria aipalo qual plantulas de

sementes ortodoxas perdem a tolerancia a desseGai@@ntre as espécies
e, além disso, os diferentes procedimentos expetaize adotados

influenciam nos resultados encontrados.

Com a protrusao radicular (a partir de 36 horappraentagem de
mortalidade das sementes atinge valor maximo (&id@), ndo diferindo
estatisticamente dos diferentes comprimentos dap@amnaria (1 mm e 3
mm). Sementes dg. falcatg assim como outras espécies ortodoxas perdem
sua capacidade de tolerar a secagem ao final dairgerdo quando o eixo
embriondrio inicia a elongagéo, usualmente pelecutal (LEPRINCE et al.,
1990, BUITINK et al., 2003).

4.4 Analise de crescimento de plantulas proveniergede sementes

tolerantes a dessecacgéo

Com relagédo ao IVE, apenas o tratamento contrdkrid dos

demais (Tabela 2).

Tabela 2Valores médios do indice de velocidade de emergéeiplantulas dE.
falcataapods 35 dias a partir de sementes submetidas écdess.

Tratamento IVE
Controle (semente seca) 7,01 a
6 h de embebicdo + dessecacéo 1,66 b
12 h de embebicéo + dessecacéao 2,28Db
18 h de embebicéo + dessecagéo 1,42 Db
27 h de embebicao + dessecacédo 0,90 b
36 h de embebicéo + dessecacgéo 0,63 b
Raiz primaria com 1 mm + dessecacao 0,40 b

Raiz primaria com 3 mm + dessecacao 0,66 b
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De acordo com os valores de IVE, observou-se geementes que

passaram pelos tratamentos de dessecacdo aprasentalocidade de

emergéncia prejudicada.

Para o namero de folhas, comprimento do caule enaar raiz,

didmetro do colo e massa seca da parte aéreadeivatnla reducéo a partir

das 27 horas (Figura 11A, 11B, 11C e 11D). Ja panassa seca da raiz, foi

observado que apenas os tratamentos de dessecagasementes com

radiculas protrudidas (1 mm e 3 mm) apresentardotcé® (Figura 11D).
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Figura 11 Numero médio de folhas completamente redigas (A), comprimento

médio do caule (barras cinza claro) e da raiz fsacinza escuro) (B),

diametro do colo (C) e massa seca da parte aémgaglrinza claro) e da
raiz (barras cinza escuro) (D) de plantulasedéalcataprovenientes de

sementes submetidas a embebicao e posterior deSseem silica gel.

Cada barra representa a média de quatro repetigh@® sementes e as
barras verticais representam o erro padrdo. Méshgsidas por letras
iguais em cada grafico ndo diferem entre si peitetde Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

A partir das 27 horas de embebicéo, inicia-serdapée tolerancia a

dessecacdo nas sementesEddalcata (Figura 8). A partir desse mesmo
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tempo de embebicdo, também foi observada a dinfiouilps parédmetros
analisados, indicando que a dessecagcdo das sememtecorrer da
embebicdo prejudica o crescimento e desenvolvimigit@l de plantulas.
A diminuicdo da massa seca da raiz em sementegcdelss cuja raiz
primaria apresentava 1 mm e 3 mm de comprimenta ged ocorrido
devido ao fato de as radiculas protrudidas estdiegtamente expostas ao
estresse causado pela dessecacao.

Os eventos posteriores a fase Il da germinacAduindo a
mobilizacdo das principais reservas, estdo assxiadm o crescimento e
desenvolvimento da plantula (BEWLEY, 1997; BARBERBOMARCUS
FILHO, 1998). Segundo Kranner et al. (2010), o lopid entre tolerancia e
sensibilidade pode determinar se o fator de estresa um efeito positivo
ou negativo e, no caso,déficit hidrico causa danos aos tecidos vegetativos,
podendo levar a morte celular e morte do vegetal.

Desta forma, os danos causados pela dessecacaeidfatacdo das
sementes dE. falcatapodem n&o ter sido eficientemente reparados a part
das 27 horas de embebicao, levando & morte cghngudicando o processo

germinativo e o estabelecimento de plantulas.

4.5 Andlises anatdmicas e ultraestruturais em raige primarias e

embrides

4.5.1 Microscopia de luz

Raizes primarias com 3 mm de comprimento que nf@ram
dessecacao apresentaram estrutura normal, condermpiintacta e tecidos
internos, como 0s vasculares, em desenvolvimenigurdg 12A). Tais
sementes, quando secas, ndo apresentaram dandicadigos em sua
estrutura (Figura 12B). Entretanto, cinco dias apdsidratacdo, observou-

se a desestruturacdo do tecido epidérmico dasnairearias (Figura 12C).
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Figura 12 Corte transversal de raizes primariased®entes dE. falcataembebidas
até 3 mm de comprimento (A), raizes primarias endasbaté 3 mm de
comprimento e dessecadas até 10% de umidade (Biges primarias de
3 mm de comprimento, seguido de dessecacao atéd@Q¥nidade, pré-
umidificacdo e reidratacdo apés 5 dias. CV = Cibn¥ascular, PM =
Parénquima Medular, CO = Cdrtex, EP = Epiderme=Mfotoxilema.

ApoOs 12 dias da reidratacéo, observou-se o desemesito de
novas raizes a partir dos tecidos do embrido, amwstrado na Figura 13.
Nessa figura, foi possivel observar também o inétaodiferenciacdo de

feixes xilematicos.

EP

EP ¢ ’ S -

Figura 13 Corte transversal de raizes primariasetieentes d&. falcatacom raiz
primaria de 3 mm de comprimento, seguido de des8ecaté 10% de grau
de umidade, pré-umidificacdo e reidratacdo apédid2 A - Tecidos em
desenvolvimento. B — Detalhes dos tecidos. D — Bgén de nova raiz
(seta). D — Detalhe do desenvolvimento de nova(s&ita). EP = Epiderme,
FX = Fibras xilematicas.
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Como a estrutura ainda se encontrava em desenwitanméo foi
possivel identificar se as novas raizes em formagam raizes laterais
(provenientes da raiz primaria) ou raizes advatifprovenientes de outros
o6rgdos como, por exemplo, o caule ou hipoc6tilcdASTRO; PEREIRA,;
PAIVA, 2009). Com a morte das raizes primarias €mente, as novas
raizes podem ser provenientes da regido de traneittfie raiz primaria e
hipocétilo, o colo, onde os cortes transversaiarforealizados.

Vieira et al. (2010a), trabalhando com o restaliiesto de
tolerncia a dessecacdo em semente$atebuia impetiginosatilizando
polietilenoglicol, observaram que mesmo apoOs a cudai protrudida
apresentar necrose e consequente morte, houveaci@o de novas raizes a
partir do hipocotilo, as quais denominaram advé@agjcque permitiram o
crescimento e desenvolvimento de plantulas normais.

No caso de plantulas d&esbania virgatasecas até 10% de grau de
umidade, houve a necrose e morte do apice daniean®, sugerindo que a
dessecacdo ndo tenha afetado as células meristasndt periciclo, o que
permitiu a formacéo de raizes laterais e a retondaderescimento dessas
plantulas (COSTA, 2011).

Estudos pioneiros relatam que a toleréncia a dagdeala radicula
€ rapidamente perdida assim que ocorre sua protdesdtecidos adjacentes,
no entanto, isso nao significa que a semente cameodo seja sensivel a
dessecacao a partir deste momento; muitas senfentesm raizes laterais
quando a radicula esta morta, tornando-se aptasgeaminar (KOSTER e
LEOPOLD, 1988).

4.5.2 Microscopia eletrdnica de varredura

De maneira geral, as radiculas de embrides emizepimtol8 horas
e dessecados (Figura 14B) ndo apresentaram damasstruturais apés a
reidratacdo quando comparadas a radiculas de esbpi®venientes de

sementes embebidas por 18 horas sem dessecacd@ (Hg\). Entretanto,



37

embriGes com raiz primaria de 1 mm e dessecadgsirgril4D), quando
comparados aos embrides com raiz primaria de 1 n@mgo passaram pelo
processo de dessecacao (Figura 14C), apresentarawss da ultraestrutura
das raizes primarias como rachaduras e depreS&i®beém nos embrides
com raiz primaria de 3 mm que sofreram dessecaE@uré 14F), foi

possivel visualizar danos na ultraestrutura dapmaria, como rachaduras,
depressdes e morte de células, quando comparadash@des com raiz

primaria de 3 mm que nao passaram pela dessedsagaca(14E).

Figura 14Aspecto ultraestrutural de corte transversal dé&cwal de sementes de
falcata ap6s 18 horas de embebicdo (A) (100 um) e catesversal da
radicula apés 18 horas de embebicéo, dessecagidratacéo (B) (100
pum). Corte transversal da raiz primaria de semeateds falcatacom 1
mm (C) (100 um) e corte transversal da raiz primdate sementes
embebidas com raiz priméaria de 1 mm, dessecadsidratadas (D) (100
pm). Corte transversal da raiz primaria de semededs falcatacom 3
mm (E) (20 um); e corte transversal da raiz primale sementes
embebidas com raiz priméaria de 3 mm, dessecadaisiratadas (F) (100
um).
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Sementes dessecadas ap6s 18 horas de embebicioresentaram
danos significativos em sua ultraestrutura, o quaepa justificar o fato de
embribes embebidos por 18 horas e dessecados axenam tolerantes a
dessecacdao (Figura 8).

Segundo Vicré, Farrant e Driouich (2004), no esthidivatado, as
células vegetais sdo caracterizadas por ter unp Umic varios vacuolos
grandes e cheios de agua, no entanto, duranteidradasdo, a agua é
perdida a partir dos vacuolos e o citoplasma emrcalfiando tensdes na
membrana plasmatica, o que pode resultar em rasganda membrana
plasméatica causando danos irreversiveis para alaseél

Nao foi possivel inferir se tais danos foram caasadurante a
dessecacdo ou ao longo dos processos de pré-wandifi e reidratacéo.
Entretanto é possivel inferir que os danos maisyoiados observados nas
raizes primérias de 1 mm e 3 mm seriam uma dasasals reduzida
porcentagem de germinacdo e de sobrevivéncia apdlessecacdo e
reidratacéo (Figura 8).

A forma com que ocorre o reparo dos danos causa@Ess
membranas pelos processos de dessecacdo e réidreaagda ndo é
conhecida (BEWLEY, 1997), porém, a ativagdo deginais antioxidantes

estaria envolvida no processo.

4.6 Quantificacdo de perdxido de hidrogénio

Apenas o tratamento controle diferiu dos demaisesgmtando

maior concentracdo de peroxido de hidrogénio (Ridu).
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Figura 15Quantificacdo de peréxido de hidrogénio ao longoediebicdo em
sementes deE. falcata. Cada barra representa a média de quatro
repeticbes de 20 sementes e as barras verticaissespam o erro
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra n&o wmifergre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A partir de 6 horas de embebicdo, a producdo M Manteve-se
reduzida, indicando a presenca e acdo de mecanismadvidos em sua
degradacdo. Em baixas concentracfes,@ plbode agir como uma molécula
sinalizadora envolvida na tolerancia a estressagbs e abiéticos (GILL e
TUTEJA, 2010).

Entretanto, a concentracao e producéo & Maria com a espécie e
com as partes da semente, de acordo com dadodedatulia. Como
exemplo, em eixos embrionarios de ervilha o cordedel HO, aumentou
gradualmente durante a germinacao, entretanto ®@dm nos cotilédones
permaneceu relativamente baixo durante as primeltds horas de
embebicdo. Além disto, em tais sementef),Hhdo foi detectado em eixos
embrionarios isolados de sementes secas nem enmtesnag@os 6 horas de
embebicdo (WOJTYLA et al., 2006). Em sementesLdpinus luteusL.
houve aumento no conteldo de perdxido de hidrogémie eixos

embrionarios durante a embebicdo, entretanto rilédmnes apos 6 horas
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de embebigcdo houve decréscimo nos teores @ (GARNCZARSKA e
WOJTYLA, 2008).

Os sitios exatos de producdo de EROs durante argedo ainda
ndo sao precisamente conhecidos, porém sabe-sepoducao de EROs é
um dos principais fatores que afetam o processmigativo (BAILLY,
2004). A germinacdo das sementes depende tambénmde série de
mecanismos de protecdo contra 0s danos do estesgmgialmente danos
oxidativos, a reativacdo do metabolismo duranteranpacao é a principal
fonte de EROs (WANG; MJLLER; SONG, 2012).

O peroxido de hidrogénio, uma espécie reativa, édioproduto da
atividade da SOD para prevenir o dano celular,ve der eliminado através
da conversdo a agua em reacdes subsequentes edwolezimas como
APX e CAT, as quais regulam seus niveis nas céleaigstais.

Bailly, El-Maarouf-Bouteau e Corbineau (2008) ratat que o
peroxido de hidrogénio pode ser benéfico, no casosdperacdo de
dorméncia, ou maléfico, no caso de envelhecimepméoa a germinacao
dependendo do nivel de acimulo nas células do &mbri

A concentracdo efetiva de radicais livres nos tecicegetais € um
resultado do equilibrio dindmico entre as taxapmelucdo e degradacéo
(GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008).

4.7 Avaliacao da peroxidacdo lipidica

Foi observado que, ao longo do processo germinatiauve
diminuicdo da formacdo de malondialdeido (MDA),deviciando reducéo

da peroxidacao lipidica (Figura 16).
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Figura 16 Avaliacdo da peroxidagdo lipidica atrag@squantificagcdo de MDA ao
longo da embebicdo em sementesEddalcata.Cada barra representa a
média de quatro repeticbes de 20 sementes e assbaarticais
representam o erro padrdo. Médias seguidas pelaarlesra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de prolukioie.

Embora as membranas estejam protegidas nas semasudesas e
secas, 0s danos podem ocorrer durante a embebM@NCGAKI;
BASSEL; BEWLEY, 2010). A estrutura da membrana geenantém numa
fase gel durante a dessecacdo de maturacdo sofrdransicdo para um
estado liquido cristalino quando reidratada, ep casorra uma rapida e
heterogénea entrada de agua, os danos em suauresttevardo ao
extravazamento de solutos (HOEKSTRA; GOLOVIAN; BINK, 2001;
WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011). Porém,
segundo Bewley (1997), ap6s um curto periodo diaticdo as membranas
voltam a uma configuracdo estavel, na qual o ext@awento de solutos é
reduzido.

E descrito na literatura o papel da composicdoegarhento, das
lentes, da micrépila e do hilo no controle da at&orde agua em sementes
de Fabaceae(SOUZA e MARCOS FILHO, 2001; WOJTILA et al., 2006;
HU et al.,, 2009). Uma vez que as sementes utilzaueste trabalho

sofreram escarificacdo mecéanica com lixa até queotiiédone fosse
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exposto, a absorcdo de agua pelas sementes pasldaeapida, causando
alta peroxidacéo lipidica nos estagios iniciaieadebicao.

A reativacdo do metabolismo seguido da embebicésedznte é
uma importante fonte de EROs. Segundo Gill e T{§40), a peroxidacéo
de lipidios, assim como o dano na molécula de Dh#jvidualmente,
podem ser considerados como 0s maiores determinataeperda de
viabilidade das sementes.

Uma das alteracbes na composicdo da membrana teonsis
acumulo de lipidios peroxidados, um indicador dérias e degradacdo de
lipidios insaturados, provavelmente relacionades agresenca de radicais
livres altamente reativos (LEPRINCE; HENDRY; MCKHES 1993). O
malondialdeido (MDA) é o produto final da peroxidagde acidos graxos
insaturados de fosfolipidios e € um dos responsépelos danos nas
membranas celulares (SHARMA et al., 2012). Os paxlda quebra dos
aldeidos tais como o MDA podem formar conjugadas BiNA e proteinas
(GILL e TUTEJA, 2010).

4.8 Atividade do sistema antioxidante

4.8.1 Atividade da dismutase do superoxido (SOD)

Durante as 12 primeiras horas de embebicdo nadoehdifierenca
significativa na atividade da SOD. Entretanto, atipalas 18 horas de
embebicdo houve aumento na atividade dessa enzémado que,
estatisticamente, a atividade se manteve elevadlajs a raiz primaria

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 17).
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Figura 17 Avaliacdo da atividade da enzima SOD awgd da embebicdo em
sementes deE. falcata. Cada barra representa a média de quatro
repeticdes de 20 sementes e as barras verticaigsegppam 0 erro
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo miifergre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Atividade dessa enzima varia com a espécie dummmbebicao.
Em sementes de milho foi observado aumento nadatiei especifica da
enzima SOD durante as primeiras 96 horas de endmei€PRINCE et al.,
1990). Ja& durante 0 mesmo processo com sementggadsol, Bailly et al.
(2002) observaram aumento na atividade de difesengnzimas
antioxidantes, exceto para SOD.

Nas sementes deaupinus luteud.. houve aumento na atividade da
SOD nos eixos embrionarios até a emergéncia daulagenquanto que nos
cotilédones a atividade permaneceu constante (GAARSKA e
WOJTYLA, 2008). Segundo esses autores, o aumentatigalade da
enzima pode ter sido estimulado pela crescente aghn do &nion
superéxido ao longo da embebicéo.

A atividade da SOD aumenta em plantas sujeitagiasvastresses
ambientais e a ampliacdo de sua atividade € coiwakda com o aumento

da tolerancia das plantas aos estresses ambiBtARMA et al., 2012).
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A andlise eletroforética em sementes de ervilhaodstrou que as
enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX estéo preserds sementes secas
e sdo ativadas durante a germinacdo, especialmerg&xo embrionario; a
presenca de todas essas enzimas, bem como outimsdamtes de baixa
massa molecular em sementes secas, possibilitagaimaga antioxidante
atuar assim que as enzimas sejam ativadas pelebeé@bgWOJITYLA et
al., 2006).

4.8.2 Atividade da catalase (CAT)

Assim como para a atividade da SOD, a atividadeCAd se
manteve baixa durante as primeiras 12 horas de ®»gdloe apresentando
aumento a partir das 18 horas, mantendo-se eletadgue a raiz primaria

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 18).
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Figura 18 Avaliacdo da atividade da enzima CAT ao longo daehitdo em
sementes deE. falcata. Cada barra representa a média de quatro
repeticbes de 20 sementes e as barras verticaissespam o erro
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo miifergre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Um evento inicial da fase | da embebicdo é a retlamdo
metabolismo energético (BEWLEY, 1997; WOJTYLA et., aR006;
NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). Ap6s a fase initide aumento
no consumo de oxigénio pela respiracdo, a taxdandeaté que a radicula
protrude dos tecidos adjacentes (BEWLEY, 1997). eSab que o
metabolismo respiratorio € uma das fontes potengiara a producdo de
EROs (MITTLER, 2002) e, com o aumento do metabalisénpossivel que
ocorra aumento na producdo de EROs que podem caesaxidacdo
lipidica e danos celulares (GILL e TUTEJA, 2010gsth forma, é
necessario que a maquinaria antioxidante atueqydtiar os danos causados
pelas espécies reativas.

Em sementes de ervilha foi observado aumento daadie da CAT
tanto nos eixos embrionarios quanto nos cotiléeddie®JTYLA et al.,
2006), ocorrendo 0 mesmo em eixos e cotilédondsugaus luteud.. ao
longo da embebicdo (GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008)n Boja, a
CAT foi a enzima mais eficiente em remover fklde células de sementes
com alta viabilidade nos estédios iniciais da engdeb(GIDROL et al.,
1994).

Karuppanapandian et al. (2011) sugerem que o aomerdtividade
da CAT é um trago adaptativo que ajuda a superdaings ao metabolismo
dos tecidos através da diminuicdo dos niveis téxisoHO..

Assim como observado neste trabalho, as enzimas SAIAT
foram detectadas em sementes secad.ujenus luteusL. e, segundo
Garnczarska e Wojtyla (2008), a presenca destasm@snnas sementes secas

€ de grande importancia para o primeiro estadigedainacao.

4.8.3 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX)

Para a enzima APX, foi observado aumento da atieidgpds 12

horas de embebicéo (Figura 19).
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Figura 19 Avaliacdo da atividade da enzima APX aogb da embebicdo em
sementes deE. falcata. Cada barra representa a média de quatro
repeticdes de 20 sementes e as barras verticagsegppam o erro padréo.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem antpelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A APX apresenta maior afinidade pelo,(d do que a CAT
(SHARMA et al., 2012), o que justifica o fato de &mm menor tempo de
embebicado (12 horas) ter sido observado o aumensua atividade quando
comparada a CAT (18 horas) (Figura 18).

No caso de sementes secas e maduras de milho,oqoalodadas
para embeber, observou-se um rapido aumento dmlzatésr de algumas
enzimas do sistema antioxidante, como SOD, CAT &,Adentre outras
(HUANG e SONG, 2013), indicando o aumento da asigiel metabdlica
com a embebicéo.

Segundo Wojtyla et al. (2006), a analise corretalosor¢éo de agua
e seu movimento durante as fases iniciais da gagémé necesséria para se
compreender todos 0s processos de ativacao da\pdatir da anabiose, e
além disso, mudancgas induzidas pela adicdo de @gemente seca séo
importantes para a compreensédo da ativacdo eneanati

Para todas as enzimas analisadas neste trabalih@bgervada

atividade especifica no tempo 0 da embebi¢cdo (demmera). Segundo
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Garnczarka e Wojtyla (2008), assume-se que ast@sisue enzimas
necessarias para a retomada inicial da atividadahdkéca estédo geralmente
presentes nas sementes secas, tendo sobrevividanperos parcialmente,
intactas a fase de dessecacao que finaliza a mpatude sementes.

Segundo Leprince, Hendry e Mckersie (1993), o miate
antioxidante enzimatico esta provavelmente maisolgito em uma
resposta antioxidante inicial, através da neutefip de moléculas de
oxigénio ativado potencialmente toxicas formadaarmte a perda de agua.

A diminuicdo da peroxidacao lipidica ao longo dabehicdo em
sementes d&. falcata (Figura 16) pode ter sido causada pela regulacéo
producdo de EROS, como o® (Figura 15), alcancado através do aumento
da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAPX figuras 17, 18 e
19).

4.9 Quantificacdo de proteinas totais
O contetdo de proteinas totais decresceu duranfgimeiras 12

horas de embebi¢cdo, permanecendo constante atéa quéz primaria

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 20).
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Figura 20Quantificacdo de proteinas totais ao longo da eméelem sementes de
E. falcata. Cada barra representa a média de quatro repetd@®ez0
sementes e as barras verticais representam oadraq Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test8cdét-Knott a 5% de
probabilidade.

O processo de degradacéo proteica durante a gedoitacomum
para diferentes espécies, géneros e familias ddgaplaEm sementes de
Erythrina velutinaformaaurantiacatambém foi observado o decréscimo na
guantificacdo de proteinas ao longo da germinadéongacdo de plantulas
(OLIVEIRA et al., 2008).

Kirmizi e Guleryiiz (2007) observaram decréscimo wakres de
proteinas totais durante 7 dias de germinacgdo mherges deVicia faba
coincidindo com o aumento do conteado de amino&ciidoes totais. Em
sementes de&aesalpinia peltophoroideB8enth. também foi observada a
gueda no contetudo de proteinas totais durante mirgggdo (CORTE;
LIMA; BORGES, 2006).

A mobilizacdo de proteinas de reserva durante aekigéo das
sementes é um processo crucial para o estabeldoiti@mplantula, pois tais
proteinas que foram sintetizadas e armazenadabwmdancia nas sementes
sdo metabolizadas em aminoacidos livres para a&ibtese e geracdo de
energia (WILSON e WILSON, 2012).
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Segundo Muntz (1996), em sementes de dicotiledbédeesnte a
germinagdo existem endopeptidases especiais gam ata degradacéo de
proteinas de armazenamento. Tais proteinas, erdGemistrito, sdo as
globulinas, caracteristicas de sementes de didotileas, representando
fonte de carbono e nitrogénio quando reativadaémAdisso, Mintz et al.
(2001) afirmam que a iniciacdo da mobilizacdo dastefnas de
armazenamento durante o inicio da germinacao &adal por proteases, o
que indica que 0s mecanismos de protecdo de taieipas contra a
degradacédo durante o meio e final da maturacamfergerados.

O processo de germinacdo é acompanhado pela digdstéeservas,
sendo as proteinas convertidas em aminoacidosapieldade de proteases,
0s quais séo translocados para os pontos de cezgoiio eixo embrionario
para a formacdo de tecidos vivos, ou participamrabgdes da cadeia
respiratéria (MARCOS FILHO, 2005).

4.10 Reinducgéo de tolerancia a dessecacdo em serasrgerminadas de
E. falcata.

4.10.1 Experimento 1

Houve efeito apenas do potencial osmoético de -1RaMsobre os
diferentes comprimentos de raiz primaria, ap6s &s d&m casa de
vegetacdo. Sementes com raiz primaria de 1 mm expiegam 21,25% de
sobrevivéncia, e sementes com 3 mm apresentar&i¥o3jé sobrevivéncia
(Figura 21).
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Figura 22 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulpartir de sementes de
falcata incubadas em PEG a -1,4 MPa com raiz primaria damle 3
mm, ap0ds 35 dias em casa de vegetacao. Cada baresenta a média de
quatro repeticdes de 20 sementes e as barrasaierEpresentam o erro
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo mifenére si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Entretanto, a incubagédo das sementes em PEG &Hadnéo foi
eficiente para elevar a porcentagem de sobrevigéamos 35 dias quando
comparado as sementes que ndo foram incubadas énupta vez que
sementes com raiz primaria de 1 mm ndo incubadaBEG apresentaram
22,5% de sobrevivéncia e com raiz primaria de 3apnesentaram 11,25%
de sobrevivéncia ao 35 dias ap6s transferéncia pasa de vegetacdo
(Figura 8).

Segundo Buitink et al. (2003), nem todos os meocawssque Sao
induzidos durante a incubacdo em PEG estdo neiaseate relacionados
com a tolerancia a dessecacdo, mas também podanradationados com
uma resposta ao estresse osmotico exercido sobeeidss pelo PEG.

Foi observada diferenca significativa com relacdo grau de
umidade apenas para raizes primarias de 1 mm temgato controle

quando comparada aos pré-tratamentos com PEG éR2g\r
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Figura 23 Grau de umidade em sementeB.dalcataincubadas em PEG por 3 dias
a 5 °C com raiz primaria de 1 mm. Cada barra reptasa média de
quatro repeticdes de 20 sementes e as barrasai®mEpresentam o erro
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo wifentre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Como mostrado na Figura acima, apesar da difersiggaficativa
com relagdo ao grau de umidade, houve pouca desjdadas sementes
incubadas em PEG ao longo de 3 dias, o que podgphcar a baixa
porcentagem de sobrevivéncia apds 35 dias da érénsia para casa de
vegetacéo.

Segundo Buitink et al. (2003), os parametros aukidénciam o
restabelecimento de tolerdncia a dessecacdo s&gertgura, potencial
hidrico e o tamanho da radicula protrudida.

Vieira et al. (2010a) observaram que o tratamestodtico seguido
de secagem lenta foi eficiente na reinducdo deéobdéa em radiculas
protrudidas com comprimento de 3 mmTddebuia impetiginosa

Segundo Buitink et al. (2003), o tratamento osnediccapaz de
induzir mudancas nos fluxos através de difererdtasy juntamente com a
estabilizacdo do crescimento.
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4.10.2 Experimento 2

Apés 5 dias da reidratacdo ndo foi observada amesta do
crescimento das raizes primarias. As sementesapapresentaram necrose
e degradacdes visiveis foram consideradas sobrdgived dessecacdo e,
ap6s 35 dias da transferéncia para casa de vegettgidavaliada a
porcentagem de formacdo de plantulas normais. tantee ndo foram
observadas diferencas significativas entre osnratéos com relacdo as

porcentagens de sobrevivéncia (Figura 23).
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Figura 23 Porcentagem de sobrevivéncia apds Sdéiaeidratacéo e sobrevivéncia
de plantulas apods 35 dias em casa de vegetacatiralpasementes de.
falcataincubadas em PEG a -1,4MPa e -2,2MPa com raizapiantde 1
mm. Cada barra representa a média de quatro réeetite 20 sementes e
as barras verticais representam o0 erro padrdo. ddésieguidas pela
mesma letra (mindsculas para sobrevivéncia apém$ a mailsculas
para sobrevivéncia apds 35 dias) ndo diferem enfpelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Foi observado que o grau de umidade apés a ingateaq PEG por

3 dias no escuro ndo diferiu entre os tratamefigsi@ 24).
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Figura 24 Grau de umidade em semente€déalcataincubadas em PEG com
diferentes potenciais osméticos por 3 dias a 1601@ raiz primaria de 1
mm. Cada barra representa a média de quatro réeetilp 20 sementes e
as barras verticais representam o erro padrdo. ddésieguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste det-Boott a 5% de
probabilidade.

Em sementes ddedicago truncatuladurante a incubacédo em PEG,
ocorreu sintese de substancias protetoras, tais sagarose e dehidrinas,
demonstrando que o estresse moderado prévio poede detolerancia a
dessecacao. BUITINK et al. (2003) observaram queab@mperatura de
incubacdo (10°C) é 6tima, mas ndo critica, paraestabelecimento da
tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas.

Como néo foi observada reducédo do grau de umidadseenentes
incubadas em PEG (Figura 24) pode néo ter ocosiitidizagdo e sintese de
moléculas protetoras, impossibilitando o aumento pwacentagem de
sobrevivéncia de sementesklefalcataapés a dessecacdo (Figura 23).

De acordo com Vieira et al. (2010a), incubacdo REG seguida
pela secagem répida nao foi eficiente para reindazitolerancia a
dessecacdo em sementes germinaddsdebuia impetiginosa, de acordo
com esses autores, esse tipo de secagem pode mditirpe acumulo de

moléculas protetoras, tais como sacarose e oligaddaos maiores.
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A perda e a reinducéo de tolerancia & dessecaQdm@éessos que
envolvem interacbes metabdlicas e estruturais. Aa feou mau
funcionamento de alguma dessas caracteristicdtarasem diferentes graus
de tolerancia. Entretanto, a completa protecidaaa@s danos da dessecacao
parece ser impossivel (VERTUCCI e FARRANT, 1995).
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5 CONCLUSOES

A escarificacdo mecéanica consiste em um métodderfe para a
superacdo de dorméncia em sementes Edefalcata. Tais sementes
apresentam répida absorcdo de &gua nas primeirabods quando
escarificadas com lixa d'agua e a emergéncia dauladocorre apds 36
horas de embebicéao.

Sementes dé&. falcatatoleram a dessecacdo até as 18 horas de
embebicdo e sementes com raiz primaria de 3 mnsequeen formacéo de
novas raizes apos a dessecacao e reidratacdosécdedo das sementes a
partir de 27 horas de embebicdo prejudica o crestdione desenvolvimento
de plantulas.

Durante a embebicdo de sementesEdefalcatg foi observada
reducdo na producdo de,® e peroxidacdo de lipidios, e aumento na
atividade de enzimas antioxidantes. O conteudarakeipas totais diminuiu
ao longo da embebicéo.

N&o foi possivel restabelecer a tolerancia a dagdecem sementes
germinadas dé&. falcatacom radicula de 1 mm e 3 mm utilizando PEG
6.000.
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