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RESUMO GERAL

Objetivou-se neste trabalho compreender a superagdo da dorméncia
fisica em sementes de Senna multijuga e a variagdo do grau de dorméncia,
visando a identificagcdo dos locais de entrada de 4gua, a influéncia da embebigao
em condig¢des de estresse hipoxico na tolerancia a dessecagdo (TD) em sementes,
e o comportamento no armazenamento de sementes durante a germinagao.
Inicialmente as sementes foram submetidas aos tratamentos de superacdo de
dorméncia e foi avaliado o padrdo de embebigdo das sementes dormentes e nao-
dormentes, para caracterizar a dorméncia fisica. Mudangas morfologicas durante
a superacdo de dorméncia e germinagdo foram observadas e a identificagdo dos
locais de entrada de agua foi feita selando a regido hilar e por meio da absorg¢ao
de agua pelas partes da semente. As caracteristicas estruturais do tegumento
também foram estudadas. Apoés, foi avaliada a perda da tolerancia a dessecagdo
nas sementes em condi¢des de germinagdo e em estresse hipoxico, por imersao
em agua, assim como a perda da integridade de membranas celulares durante a
embebicdo. Foi avaliado também o comportamento durante o armazenamento de
sementes submetidas a embebicdo e posterior dessecagdo. O uso de agua a 80 °C
foi eficiente na supera¢do da dorméncia, sendo possivel observar a variabilidade
do grau de dorméncia entre as duas procedéncias. As sementes dormentes nao
permitem a entrada de agua, apresentando padrao trifasico de embebigdo para as
sementes ndo-dormentes. A absor¢do de dgua ocorre primeiramente pela regido
hilar, com a micrépila e a lente podendo ser os locais de entrada de agua. A
regido extra-hilar do tegumento, como o pleurograma, ndo possibilita a entrada
de agua. O tratamento térmico possibilita o estimulo da regido da lente,
formando uma protuberancia. O tegumento da semente apresenta cuticula,
macroesclereides, linha lucida, células parenquimaticas, osteoesclereides. As

sementes perdem a TD com o avango da germinagdo, mas sendo anterior a



protrusdo radicular. A embebicdo em condi¢des de estresse hipoxico possibilita
a manutencdo da TD por um periodo mais longo de embebi¢ao. Menores danos
as membranas celulares sdo observados com a redugdo do metabolismo. As
sementes submetidas a embebicao e dessecacao diminuem a longevidade com o
armazenamento a temperaturas abaixo de zero. A variabilidade do grau de
dorméncia pode ser influenciada pela heterogeneidade dos lotes bem como pela
influéncia do armazenamento de um lote, devido aos ciclos de sensibilidade a
superagdo da dorméncia. O estimulo térmico possibilita a absor¢do de agua em
sementes de S. multijuga, formando uma regido de fragilidade na regido da lente
para a entrada de agua, com a micrdpila também podendo ser importante. As
células parenquimaticas podem exercer importante papel na entrada de agua na
semente, possibilitando a elevacdo da lente. Nao héd entrada de agua pelo
pleurograma nem por outra regido extra-hilar. A estrutura do tegumento
caracteriza a dorméncia fisica em sementes. A redugdo do metabolismo prolonga
a TD em sementes, evitando maiores danos oxidativos as membranas celulares.
A embebicdo seguida de dessecacdo faz com que as sementes percam o
comportamento ortodoxo durante o armazenamento, diminuindo a viabilidade

com o armazenamento a temperaturas abaixo de zero.

Palavras-chave: Lente. Micropila. Embebi¢do. Secagem. Longevidade.



ABSTRACT

This study aimed to understand the release physical dormancy in Senna
multijuga seeds and variation of the dormancy degree, intending of the
identification of the water gaps, the influence of soaking on germination
conditions and on hypoxic stress on the desiccation tolerance (DT) in seeds and
seed storage behavior of germinating seeds after desiccation. Initially, seeds
were subjected to treatments for release dormancy and evaluated the imbibition
of dormant and non-dormant seeds, to characterize the physical dormancy.
Morphological changes during dormancy release and germination were observed
and the identification of the water gaps was made by sealing the hilar region and
the water uptake by seed parts. The structural features of seed coat were also
studied. After, the loss of DT of seeds under germination conditions and hypoxic
stress was evaluated as well as the loss of cell membranes integrity during
soaking. It was also evaluated the storage behavior of germinating seeds after
desiccation. The use of water at 80 °C was effective on release seed dormancy,
presenting variability in the dormancy degree between the two provenances. The
uptake pattern of water in non-dormant seeds is triphasic, while dormant seeds
do not uptake water. The imbibition occurs primarily in the hilar region, with the
micropyle and lens acting as water gaps in seeds. The extra-hilar region of seed
coat, such as the pleurogram, does not permit the entry of water. The heat
treatment enables the stimulation of the lens regions, forming a bulge. The seed
is albuminous, present cuticle, macrosclereids, light line, parenchyma cells and
osteosclereides. The seeds lose DT with advancing of germination, prior to
radicle protrusion. The soaking on hypoxic stress conditions enables the
maintenance of DT for a longer period of imbibition. Minor damage to cell
membranes was observed with reduced metabolism. After imbibition and

desiccation, seed longevity decreases with storage at sub-zero temperatures. The



variability in the dormancy degree may be influenced by heterogeneity of the
seed lot as well as the storage, which may strengthen dormancy. The thermal
stimulus allows the water absorption in S. multijuga seeds, forming a weakness
region in the lens for water uptake, and the micropyle may also play a role.
There was no water uptake on the pleurogram region. The seed coat structure
characterizes the physical dormancy in seeds. The parenchyma cells may play an
important role in the entry of water into the seed, allowing the lifting of the lens.
The imbibition in hypoxic stress conditions prolongs DT in seeds, preventing
further damage to cell membranes. The imbibition followed by drying causes
loss of DT and vigor in seeds, reducing its viability with storage at sub-zero

temperatures.

Keywords: Lens. Micropyle. Imbibition. Drying. Longevity.
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INTRODUGCAO GERAL

A dorméncia em sementes € caracterizada como bloqueio da germinagao
de sementes vidveis sob condi¢des favoraveis (BEWLEY, 1997). Dentre os
diferentes tipos de dorméncia a mais recorrente entre as espécies vegetais ¢ a
dorméncia fisica, ocorrendo em 15 familias de Angiospermas (BASKIN et al.,
2000). A dorméncia fisica ¢ causada pela impermeabilidade das células
palicadicas das sementes ou frutos (BASKIN et al., 2000), sendo bastante
representativa na familia Fabaceae (ROLSTON, 1978; BASKIN; BASKIN,
1998; BASKIN et al., 2000).

As sementes com dorméncia fisica formam estruturas anatomicas
especializadas para a absor¢do inicial de dgua apds superacao da dorméncia, que
atuam em resposta a sinais ambientais (BASKIN et al., 2000; BASKIN, 2003).
Entre estas estruturas, as lentes sdo descritas como importantes por exercer este
papel nas leguminosas, com o hilo e a micropila também sendo importantes para
a embebicdo (HANNA, 1984; RANGASWAMY; NANDAKUMAR, 1985;
MANNING; VAN STADEN, 1987, SERRATO-VALENTI; VRIES;
CORNARA, 1995; BASKIN et al., 2000). No entanto, Morrison et al. (1998)
relataram que a compreensdao do mecanismo de entrada de dgua nas sementes
com dorméncia fisica ainda é complexo.

Diversos métodos sdo utilizados para superagdo da dorméncia fisica,
mas alguns deles podem causar danos a semente, resultando em plantulas mal-
formadas. A imersdo em agua quente (ALIERO, 2004; JAYASURIYA et al.,
2007; JAYASURIYA et al., 2008; JAYASURIYA et al., 2009), escarificagdo
mecanica (ALIERO, 2004; JAYASURIYA et al., 2007; JAYASURIYA et al.,
2008; GUMA et al., 2010), escarificacdo quimica (CUSHWA; MARTIN;
MILLER, 1968; ALIERO, 2004; VARI et al., 2007; GUMA et al.,, 2010) ¢ a
alternancia de temperatura (TAYLOR, 1981; VAN ASSCHE; DEBUCQUOY;
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ROMMENS, 2003) s@o os métodos mais comumente empregados. O estimulo
térmico dos locais de entrada de agua para a absor¢do de 4gua, ao invés da
escarificacdo do tegumento, pode ser um modo mais eficiente para a formagao
de plantulas normais, sem danos ao embriao.

A tolerancia a dessecagdo € uma caracteristica apresentada por diversos
organismos, como alguns vegetais (ALPERT, 2005; ALPERT, 2006; BEWLEY,
1979). Esta tolerancia ¢ caracterizada como a habilidade de recuperar a atividade
metabodlica normal apos a quase total perda de agua no protoplasma e posterior
reidratacdo (OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000; HOEKSTRA et al., 2001).
Esta capacidade permite que plantas e seus propagulos possam resistir a
condi¢cdes ambientais adversas, dando continuidade a seu ciclo de vida
(ALPERT, 2000; OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000).

No caso de sementes, elas podem ou nao tolerar a dessecagao, sendo isso
uma caracteristica que pode estar relacionada com o histérico evolutivo devido a
selegdo natural das espécies de acordo com o ambiente aos quais elas se
desenvolveram (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Assim, as sementes sdo
classificadas em trés categorias, de acordo com a capacidade de resistir a
secagem ¢ ao armazenamento (ROBERTS, 1973; ELLIS; HONG; ROBERTS,
1990). Sementes que toleram secagem até cerca de 7% de teor de agua e o
armazenamento prolongado em baixas temperaturas (sub-zero) sdo classificadas
com ortodoxas. J& as que ndo suportam essa reducdo do teor de agua, perdendo a
viabilidade quando a umidade se aproxima de 20%, sdo classificadas como
recalcitrantes, sendo que elas também ndo suportam o armazenamento por
longos periodos, nem a baixas temperaturas (ROBERTS, 1973). Algumas
sementes apresentam caracteristicas intermediarias entre estas duas classes,
permitindo a reducdo do teor de 4gua a niveis abaixo do suportado por sementes
recalcitrantes, mas ndo tdo drastico quanto a redu¢do em sementes ortodoxas,

permitindo o armazenamento a baixas temperaturas (ndo suportando
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temperaturas abaixo de zero), sendo, entdo, classificadas como intermediarias
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1991).

A tolerancia de plantas e sementes ao estresse hidrico é devida a
alteracdes bioquimicas e estruturais, sendo este processo regulado pela
expressdo de determinados genes que conferem esta caracteristica a planta ou
propagulo (INGRAM; BARTELS, 1996; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1997). Esta regulacdo faz com que mecanismos de tolerancia a
dessecagdo sejam ativados, com varios componentes celulares atuando
conjuntamente, tanto na manutencdo da integridade de membranas e moléculas,
como no reparo dos danos celulares causados pela dessecagdo.

Acredita-se que os agucares atuam substituindo a agua em tecidos
submetidos a desseca¢do, mantendo a conformagdo de membranas e moléculas
durante o estado desidratado. Outra hipétese ¢ de que o aumento da
concentragdo de acglcares permite a formacao de um estado vitreo no interior da
célula, reduzindo as reagdes quimicas e a formagdo de agentes deletérios a célula
(CROWE; HOEKSTRA; CROWE, 1992; CROWE; CARPENTER; CROWE,
1998; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993; KOSTER; LEOPOLD,
1988).

As proteinas, principalmente as LEA (late embryogenesis abundant),
sdo hidrofilicas e agem sobre estruturas intracelulares e macromoléculas,
garantindo a manuten¢do da integridade durante a dessecag¢do. Outra classe de
proteinas importantes durante a secagem sdo as proteinas de choque térmico
(heat shock), que aumentam sua concentragio nas células durante a dessecagdo
(OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001; BERJAK; PAMMENTER, 2008).

O 4cido abscisico (ABA) é um hormoénio vegetal que em sementes atua
mantendo-as com o metabolismo predominantemente anabdlico, aumentando

seus niveis durante a secagem na fase de maturacdo da semente, ativando os
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mecanismos que conferem a capacidade de tolerar a dessecacdo (BARBEDO;
MARCOS FILHO, 1998; MEURS et al., 1992). Para tolerar a dessecacdo, as
células devem ter também um eficiente aparato antioxidante, para sustentar a
alta concentragdo de radicais livres nos tecidos e manté-los tolerantes a
dessecagdo, evitando danos sobre as membranas celulares e consequente perda
da integridade (SENARATNA; MCKERSIE; STINSON; 1985; SENARATNA;
MCKERSIE; BOROCHOV, 1987; LEPRINCE et al., 1990; LEPRINCE et al.,
1994; LEPRINCE et al., 1995; KRANNER; BIRTIC, 2005; BERJAK;
PAMMENTER, 2008).

As sementes ortodoxas sdo tolerantes a dessecagdo ao final do estadio de
maturagdo e durante o inicio do processo germinativo. Com o prosseguimento da
germinagdo, elas tornam-se sensiveis a dessecagcdo, comportando-se como
sementes recalcitrantes (BUITINK et al, 2003; BRADFORD, 1994;
LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993).

O armazenamento afeta a longevidade das sementes, portanto ¢
necessario estabelecer condigdes adequadas de armazenamento, para que o ritmo
de queda da longevidade seja o menor possivel. O grau de umidade das sementes
bem como a temperatura e a umidade relativa do ar influenciam na manutencao
da wviabilidade das sementes armazenadas (VERTUCCI; ROOS, 1990;
VERTUCCI; ROOS, 1993; PAMMENTER et al., 1994).

A espécie utilizada neste trabalho, para avaliagdo de aspectos celulares
da dorméncia fisica, perda da tolerancia a dessecacdao e armazenamento durante
0 processo germinativo, foi a Senna multijuga, uma leguminosa pioneira de
ampla ocorréncia no pais (CARVALHO, 2004; LORENZI, 2000), com altura de
6 a 10 metros (LORENZI, 2000). A frutificagdo ocorre de agosto a novembro
(LORENZI, 2000), com sementes apresentando dorméncia tegumentar

(FOWLER; BIACHETTI, 2000; LACERDA et al., 2004).
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Este trabalho visa a compreensdo da superagdo de dorméncia fisica e das
caracteristicas que conferem esta dorméncia em sementes de Senna multijuga e a
avaliagdo da perda da tolerancia a dessecacdo e efeito da embebicdo e

dessecacdo sobre a longevidade de sementes.
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ARTIGO 1: DORMENCIA FISICA EM SEMENTES DE Senna multijuga
(Rich.) Irwin et Barn. (Fabaceae - Caesalpinioideae): MORFOANATOMIA
E IDENTIFICAQAO DE LOCAIS DE ENTRADA DE AGUA

RESUMO

A dorméncia fisica é causada pela impermeabilidade das células
palicadicas de sementes ou frutos, sendo bastante representativa na familia
Fabaceae. Diversos estudos tém abordado a identificagdo dos locais de entrada
de dgua em sementes com dorméncia fisica e os estimulos que possibilitam a
superacdo da dorméncia fisica em sementes. Objetivou-se neste trabalho
compreender a superagido da dorméncia fisica em sementes de Senna multijuga e
a variagdo do grau de dorméncia, visando a identificagdo dos locais de entrada
de agua. As sementes foram submetidas aos tratamentos de superagdo de
dorméncia e foi avaliado o padrio de embebigdo das sementes dormentes e nao-
dormentes, para caracterizar a dorméncia fisica. Mudangas morfoldgicas durante
a superacdo de dorméncia e germinagdo foram observadas e a identificagdo dos
locais de entrada de agua foi feita selando a regido hilar e pela absor¢do de agua
pelas partes da semente. As caracteristicas estruturais do tegumento também
foram estudadas. O uso de agua a 80 °C foi eficiente na superagdo da dorméncia,
observando a variabilidade do grau de dorméncia entre as duas procedéncias. As
sementes dormentes ndo permitem a entrada de agua, apresentando padrdo
trifasico de embebicdo para as sementes ndo-dormentes. A absor¢do de agua
ocorre primeiramente pela regido hilar, com a micrdpila e a lente sendo locais de
entrada de agua. A regido extra-hilar do tegumento, como o pleurograma, nio
possibilita a entrada de agua. O tratamento térmico possibilita o estimulo da
regido da lente, formando uma protruberancia. A semente ¢ exalbuminosa, com

o tegumento apresentando cuticula, macroesclereides, linha licida, células
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parenquimaticas e osteoesclereides. O estimulo térmico possibilita a absorgao de
agua em sementes de S. multijuga, formando uma regido de fragilidade na regido
da lente para a entrada de agua, com a micropila também podendo ser
importante. Nao ha entrada de dgua pela regido do pleurograma. A estrutura do
tegumento caracteriza a dorméncia fisica em sementes. As células
parenquimadticas podem exercer importante papel na entrada de 4gua na semente,

possibilitando a elevagdo da lente.

Palavras-chave: Leguminosa.  Impermeabilidade.  Lente. = Micropila.

Embebicéo.
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ABSTRACT

Physical dormancy is caused by water-impermeable palisade cells in
seed, being fairly representative in Fabaceae. Several studies addressed the
identification of the water gaps in seeds with physical dormancy and the stimuli
that allow release it. This study aimed to understand the physical dormancy
release in seeds of Senna multijuga and variation on the dormancy degree,
aiming the identification of the water gaps. Seeds were subjected to treatments
of release dormancy and evaluated the imbibition of dormant and non-dormant
seeds, to characterize the physical dormancy. Morphological changes during
release dormancy and germination were observed and the identification of the
water gaps was made by sealing the hilar region and the water uptake by seed
parts. The structural features of seed coat were also studied. The use of water at
80 °C was effective on release seed dormancy, presenting variability in the
dormancy degree between the two provenances. The uptake pattern of water in
non-dormant seeds is triphasic, while dormant seeds do not uptake water. The
water uptake occurs primarily in the hilar region, with the micropyle and lens
acting as water gaps in seeds. The extra-hilar region of seed coat, such as the
pleurogram, does not permit the entry of water. The heat treatment enables the
stimulation of the lens regions, forming a bulge. The seed is albuminous, present
cuticle, macrosclereids, light line, parenchyma cells and osteosclereides. The
thermal stimulus allows the water absorption in S. multijuga seeds, forming a
weakness region on the lens for water uptake, and the micropyle may also play a
role. There is no water uptake for the pleurogram region. The seed coat structure
characterizes the physical dormancy in seeds. The parenchyma cells may play an

important role in the entry of water into the seed, allowing the lifting of the lens.

Keywords: Legume. Water-impermeability. Lens. Micropyle. Imbibition.
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INTRODUCAO

A familia Fabaceae ¢ uma das mais representativas do reino vegetal, em
que a ocorréncia de dorméncia fisica nas sementes ¢ recorrente, imposta pela
impermeabilidade da camada paligadica do tegumento das sementes ou frutos,
que impedem a embebicdo e, com isso, o inicio da germina¢do (ROLSTON,
1978; BASKIN; BASKIN, 1998; BASKIN et al., 2000).

As sementes com dorméncia fisica apresentam estruturas anatdmicas
especializadas para a absorcdo de agua, cuja atuagdo ocorre em resposta aos
sinais ambientais (BASKIN et al., 2000; BASKIN, 2003). Entre estas estruturas
as lentes exercem este papel em sementes de leguminosas, além delas, o hilo e a
micrépila também sdo importantes para a embebicdo (HANNA, 1984;
RANGASWAMY; NANDAKUMAR, 1985; MANNING; VAN STADEN,
1987; SERRATO-VALENTI et al., 1995; BASKIN et al., 2000). No entanto, a
compreensdo do mecanismo de entrada de dgua nas sementes com dorméncia
fisica ainda é complexo, podendo a lente ndo ser o local (ou primeiro local) de
entrada de 4gua na semente (ROLSTON, 1978; LERSTEN; GUNN;
BRUBAKER, 1992; MORRISON et al., 1998).

Os locais de entrada de agua apresentam variagdes estruturais que
diferem na sua forma de atuagdo durante a entrada de 4gua na semente, como
ocorre entre representantes de Fabaceae e também de outras familias (DELL,
1980; HANNA, 1984; MANNING; VAN STADEN, 1987; LERSTEN; GUNN;
BRUBAKER, 1992; BASKIN et al, 2000; JAYASURIYA et al, 2007;
JAYASURIYA et al., 2008b; JAYASURIYA et al.,, 2009b). Estudos com
espécies da subfamilia Caesalpinoideae ainda sdo poucos, necessitando de uma
maior compreensdo da morfologia e da identificagdo dos locais de entrada de
agua nas sementes. Estudos deste tipo ja foram feitos para espécies de outras

familias, como Convolvulaceae (JAYASURIYA et al., 2007; JAYASURIYA et
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al., 2008b; JAYASURIYA et al., 2009b) Sapindaceae (TURNER et al., 2009) e
Geraniaceae (GAMA-ARACHCHIGE et al., 2010).

As caracteristicas das células do envoltério seminal com dorméncia
fisica, por serem compactos e conterem substancias hidrofébicas, evitam a
entrada de agua na semente (RANGASWAMY; NANDAKUMAR, 1985;
MANNING; VAN STADEN, 1987; KELLY; VAN STADEN; BELL, 1992;
SERRATO-VALENTI et al., 1994; VENIER; FUNES; GARCIA, 2012), o que
confere fundamental importancia aos locais especializados na entrada de agua
das sementes na superag@o da dorméncia em condi¢des naturais.

O pleurograma, ou linha fissura, é uma estrutura especializada das
sementes que, como relatado por Gunn (1981), pode atuar como uma valvula
higroscopica, semelhante ao hilo, relacionado com a secagem ao final da
maturagdo das sementes. Em algumas espécies pode haver diferenca de
coloracdo e textura na regido do pleurograma (WERKER, 1997), podendo ter
um possivel papel durante a entrada de 4gua em sementes.

A dorméncia fisica possibilita a manutencdo da viabilidade das sementes
por longo periodo, conferindo a capacidade de formarem banco de sementes no
solo, persistindo durante condi¢des desfavoraveis para o estabelecimento da
plantula (BASKIN; BASKIN, 1998). A superagdo deste tipo de dorméncia, em
condi¢des naturais, pode ser influenciada pela sazonalidade, devido a variagdo
na temperatura (VAN ASSCHE; DEBUCQUOY; ROMMENS, 2003) e também
por disturbios ambientais, como o fogo (KEELEY; FOTHERINGHAM, 2000).
Outros fatores também podem influenciar; taiscomo o transito pelo trato
digestivo de animais (BASKIN; BASKIN, 1998) e o efeito mecanico do atrito
com particulas do solo, além da decomposicio do tegumento por
microrganismos (VAN ASSCHE; DEBUCQUOY; ROMMENS, 2003), sendo
esta ultima bastante contestada (ROLSTON, 1978; BASKIN et al., 2000). A

flutuagdo didria da temperatura, como encontrado nas clareiras, também permite
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a superagdo da dorméncia fisica, fazendo com que estas espécies sejam
importantes na colonizagdo destes ambientes (VAZQUEZ-YANES; OROZCO-
SEGOVIA, 1982).

Em condig¢des artificiais, diferentes métodos sdo utilizados na superagio
da dorméncia fisica em sementes como a exposi¢do a altas temperaturas, tanto
ao calor iimido quanto ao calor seco (CUSHWA; MARTIN; MILLER, 1968;
MARTIN et al., 1975; TAYLOR, 1981) ¢ a imersdo em dgua quente (ALIERO,
2004; JAYASURIYA et al., 2007; JAYASURIYA et al., 2008b; JAYASURIYA
et al., 2009b), alternancia de temperatura (QUINLIVAN, 1966; TAYLOR, 1981;
VAN ASSCHE; DEBUCQUOY; ROMMENS, 2003), escarificagdo mecanica
(ALIERO, 2004; JAYASURIYA et al., 2007; JAYASURIYA et al., 2008b;
GUMA et al, 2010) e quimica (CUSHWA; MARTIN; MILLER, 1968;
ALIERO, 2004; VARI et al., 2007; GUMA et al., 2010).

A espécie Senna multijuga (Rich.) Irwin et Barn., popularmente
conhecida como pau-cigarra, cassia-verrugosa e canafistula, ¢ uma espécie da
familia Fabaceae de grande ocorréncia no Brasil, sendo pioneira, atingindo até
10 metros (LORENZI, 2000; CARVALHO, 2004). A espécie contém sementes
oblongas, compridas lateralmente e de coloragdo verde-musgo a marrom-
esverdeada (AMORIM et al., 2008), apresentando dorméncia fisica. S. multijuga
tem uso eficiente em reflorestamentos de areas degradadas (LORENZI, 2000),
com capacidade de formar banco de sementes (FERREIRA; DAVIDE; MOTTA,
2004).

Com isso, os objetivos neste trabalho foram: (1) caracterizar a
dorméncia fisica nas sementes de Senna multijuga; (2) avaliar a eficiéncia de
métodos de superagdo de dorméncia na germinagdo de sementes e a variagdo do
grau de dorméncia entre sementes de duas procedéncias; (3) avaliar as mudangas

morfolégicas durante a superagdo de dorméncia e germinagdo; e (4) elucidar os
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mecanismos de restricio a absor¢do de agua além de identificar os locais de

entrada de agua nas sementes de S. multijuga.

MATERIAL E METODOS

Coleta das sementes

As sementes (lote 1) foram coletadas em setembro de 2011 de arvores de
S. multijuga oriundas do campus da Universidade Federal de Lavras, na cidade
de Lavras, MG (21°14> S; 45°0° W), a 900 m de altitude, sendo a regido
caracterizada como de transi¢do entre Mata Atlantica e Cerrado.

Para comparar o grau da dorméncia do lote de sementes, foi utilizado
outro lote de sementes de diferente procedéncia (lote 2), coletado em setembro
de 2009 de arvores separadas por pelo menos 15 km do local de coleta do lote
anterior (21°05° S; 45°05° W).

Apos a coleta, as sementes foram beneficiadas manualmente, separadas
por flutuagdo em agua, secas em sala climatizada (20 °C / 60% UR) e
armazenadas em saco plastico semipermeavel em camara fria (5 °C / 40% UR)

até o inicio dos experimentos, apds aproximadamente uma semana.

Caracterizacdo dos lotes de sementes

Para caracterizar os lotes de sementes, foi determinado o conteudo de
agua das sementes, utilizando-se quatro repeticdes de 10 sementes, previamente
pesadas e levadas para estufa a 103 °C por 17 horas, e pesadas novamente. Os
dados foram expressos em porcentagem de 4gua na base uUmida
(INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION, 2004). Foi determinado
o peso de 1.000 sementes, utilizando-se oito repeticdes de 100 sementes
(BRASIL, 2009). A coloragdo das sementes também foi observada, para

avalia¢@o da homogeneidade dos lotes de sementes.



28

Superacao de dorméncia e germinacao

As sementes foram submetidas a diferentes métodos de superagdo de
dorméncia: 1) imersdo em agua a temperatura ambiente durante 12 horas; 2)
imersdo em agua a temperatura inicial de 80 °C durante 12 horas; 3) imersdao em
agua a temperatura inicial de 100 °C durante 12 horas. Sementes sem superagao
de dorméncia foram utilizadas como controle.

Para este experimento foi utilizado sementes dos lotes 1 e 2, para
avaliagdo da variabilidade da dorméncia na espécie. Para germinagdo, as
sementes foram mantidas em placas de Petri sobre papel umedecido, a 25 °C e
luz constante, durante 30 dias.

Foi avaliado o percentual de germinacgdo, indice de velocidade de
germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962) e percentual de plantulas normais. Foi
utilizado fatorial 4 (tratamentos de superagdo de dorméncia) x 2 (dois lotes de
sementes), com quatro repeti¢des de 25 sementes. O critério para avaliacao da

germinagao foi a protrusdo da radicula com comprimento superior a 1 mm.

Curva de embebicéo

Para caracterizagdo da absor¢do de dgua de sementes dormentes e ndo-
dormentes, 20 sementes foram mantidas sob as mesmas condi¢des de
germinacdo do experimento anterior e pesadas em balanga de precisdo em varios
intervalos até que a raiz primdria atingisse 3 mm de comprimento (para as
sementes nao-dormentes). Antes de cada pesagem a agua superficial foi
removida das sementes com auxilio de papel absorvente, retornando-as para a
embebicdo apds a pesagem. Para superacdo da dorméncia, foi empregada a
imersdo em agua a temperatura inicial de 80 °C durante 12 horas, comegando as

pesagens durante a superagdo de dorméncia.
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Mudancas morfoldgicas durante a germinacéo

Sementes ndo-dormentes (imersas em 4gua a 80 °C até atingir
temperatura ambiente durante 12 h) mantidas sob as mesmas condigdes de
germinagdo descritas anteriormente foram avaliadas e fotografadas, com auxilio
de um estereomicroscopio, durante todo o processo germinativo. Foram
avaliadas as alteragdes morfologicas desde a semente em estado seco até a

protrusdo de radicula, utilizando 10 sementes.

Bloqueio do local de entrada de 4gua

Sementes foram mantidas em placas de Petri com papel umedecido
durante trés dias a 25 °C para remogao das sementes permeaveis. As sementes
dormentes tiveram a regido hilar selada (hilo, micropila e lente), para impedir a
absor¢do de agua apds a superagdo da dorméncia. O bloqueio foi feito com a
utilizagio de adesivo instantdneo Super Bonder® (éster de cianocrilato),
mantendo-as em condi¢des de laboratorio durante 12 horas para secagem da
cola, ¢ em seguida foram tratadas com agua quente a 80 °C de temperatura
inicial, durante 12 horas. Sementes nao bloqueadas foram submetidas as mesmas
condi¢des, caracterizando assim o tratamento controle.

Apds a superagdo da dorméncia as sementes foram mantidas durante trés
dias (tempo em que todas as sementes ja embeberam ou germinaram durante os
testes de germinacao ap6s superacdo de dorméncia) sob as mesmas condi¢des de
germinagdo dos experimentos anteriores, para contagem das sementes
embebidas. O critério utilizado para identificacdo das sementes embebidas foi o
intumescimento do tegumento e conseqiiente mudanca na coloragdo e tamanho,

facilmente visualizados. Foram utilizadas quatro repetigoes de 25 sementes.
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Absorcao de agua pelas partes da semente

Sementes foram submetidas a superagdo de dorméncia e embebidas,
como no experimento anterior, sendo divididas em trés partes: regido hilar
(regido que compreende o hilo, micropila e lente, até o limite do pleurograma),
pleurograma (regido do tegumento compreendendo todo o pleurograma) e regiao
distal (parte da semente oposta a regido hilar, abaixo do pleurograma) e avaliado
o conteudo de agua das partes das sementes separadamente (INTERNATIONAL
SEED TESTING ASSOCIATION, 2004), utilizando quatro repeticdes de 20
sementes (Fig. 1). O conteudo de agua das partes da semente foi avaliado

durante a embebicdo até a semente tornar-se totalmente embebida.

nl

Figura 1. Semente de Senna multijuga. Secg¢des utilizadas para avaliagdo da absor¢do de
agua por partes da semente. (pl = regido do pleurograma; rd = regido distal; th = regido
hilar).

Caracteristicas estruturais do tegumento
Sementes foram embebidas por 12 horas (pelo mesmo método de

superagdo de dorméncia anterior) e fixadas em solucdo de Karnovsky
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(KARNOVSKY, 1965) por 24 horas e conservadas em alcool etilico 70%. Para
inclusdo em hidroxietilmetacrilato Leica®, as sementes foram desidratadas em
série crescente de alcool etilico, infiltradas e incluidas segundo protocolo do
fabricante. O material foi seccionado transversal e longitudinalmente em
micrétomo de deslize com cerca de 2-5 pum de espessura, coradas com azul de
toluidina 0,05% (O’BRIEN; FEDER; MACCULLY, 1964) e montadas em
resina sintética. As sementes foram observadas e documentadas em microscopio

optico Zeiss Axiolab Al com sistema de captura de imagens.

Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado para os
experimentos. Os dados de germinagdo, plantulas normais ¢ de embebicdo das
sementes seladas foram avaliados por meio de analise de variancia (Anova) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, no nivel de 5% de probabilidade, sendo
as médias convertidas a arco seno Vx/100. Os dados de IVG foram avaliados
pela analise de modelos lineares generalizados (GLM) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, no nivel de 5% de probabilidade. Para as analises foi
utilizado o software R for Windows, versdo 2.12.0 (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011). Para os dados da curva de embebicdo e absor¢do de adgua pelas
partes da semente foi utilizado analise de regressdo, com ajuste do modelo
testado a 5% de significancia e avaliado pelo coeficiente de determinagdo (R?)

usando o software SigmaPlot v. 11.0.
RESULTADOS
Caracterizacdo dos lotes de sementes

O lote 1 apresentou o conteudo de agua de 8,4% e peso de 11,22 g para

1.000 sementes. O lote 2 apresentou conteudo de agua de 9,9% e o peso de 10, 6
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g para 1.000 sementes. As sementes do lote 1 apresentaram coloragdo marrom-
esverdeada, o que indica que se encontram em estadio maduro e o lote
homogéneo. O lote 2 apresentou sementes com coloragdo mais esverdeada,

sendo uniforme para todo este lote.

Superacdo de dorméncia e germinacao

A utilizagdo de agua com temperatura inicial de 80 °C e 100 °C
mostraram ser eficientes na superagdo de dorméncia em sementes de S.
multijuga, sendo muito superior & imersdo em agua a temperatura ambiente e ao
tratamento controle (Fig. 2). Comparando a germinacdo entre os dois lotes,
observa-se que houve menor percentual de germinagdo nas sementes do lote 2.
Neste lote nenhum tratamento foi superior em comparagao ao lote 1, havendo
maior germinacao apenas no tratamento controle. A germinagdo ocorreu, em sua
maioria, até o quinto dia de avaliagdo, estabilizando apds este periodo, e
ocorrendo germinagdo esporadica nos tratamentos menos eficientes (Fig. 2).

Em relacdo as sementes que permaneceram duras apos o periodo de
avaliagdo, para o lote 1 houve os percentuais de 90, 85, 10 e 2% para o controle,
imersdo em agua a temperatura ambiente, imersdo em agua a 80 °C e a 100 °C,
respectivamente. Para o lote 2, 69, 79, 14 e 7% das sementes permaneceram
duras, para o controle, imersdo em agua a temperatura ambiente, imersdo em
agua a 80 °C e a 100 °C, respectivamente (dados ndo apresentados).

Avaliando a formag¢do de plantulas normais, os resultados seguiram o
mesmo padrdo, com os maiores percentuais sendo obtidos nos tratamentos de

imersao em agua a 80 °C e a 100 °C do lote 1 (Fig. 3A).
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Figura 2. Influéncia de métodos de superagdo de dorméncia na germinagdo de sementes de dois lotes de Senna multijuga. Letras
mintsculas iguais indicam auséncia de diferencas significativas dentro dos lotes, e letras maitsculas iguais indicam auséncia de

diferencas significativas entre os lotes, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Influéncia de métodos de superacdo de dorméncia de sementes sobre a
porcentagem de plantulas normais (A) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) (B)
em dois lotes de Senna multijuga. (média + desvio padrdo). Letras mintsculas iguais
indicam auséncia de diferencgas significativas dentro dos lotes, e letras maiusculas iguais
indicam auséncia de diferencas significativas entre os lotes, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



35

O mesmo resultado foi obtido para o IVG, com os tratamentos de
imersdo em agua a 80 e 100 °C sendo estatisticamente superiores. Entre os lotes,
ndo houve diferenga estatistica entre cada tratamento, diferente do tratamento

controle que se mostrou superior para o lote 2 (Fig. 3B).

Curva de embebicéo

Nas sementes dormentes a restricdo a absorcdo de agua imposta pelo
tegumento impediu o aumento do peso fresco, mantendo aproximadamente o
mesmo peso durante todo o periodo de avaliagdo. A embebicdo das sementes
ndo-dormentes apresentou padrdo trifdsico, com um rapido aumento da absor¢io
de agua até aproximadamente 12 horas de embebicao, caracterizando a fase I da
embebicdo. Apos este periodo houve uma estabilizagdo do aumento da massa
fresca da semente, representando a fase I da embebigdo, até cerca de 32 horas
de embebicdo. O inicio da fase III ocorreu apds este periodo, novamente com

outro rapido aumento da absor¢do de agua pela semente. Esta fase ¢ iniciada

com a protrusdo da radicula, sinalizando o término da germinacdo (Fig. 4).
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Figura 4. Absor¢do de agua em sementes dormentes e ndo-dormentes de Senna
multijuga (média + desvio padrdo). A seta indica o tempo em que 50% das sementes
germinaram.

Mudancas morfoldgicas durante a germinacéo

A semente seca apresenta-se com tegumento rigido, coloragdo marrom-
esverdeada e opaca (Fig. 5A, F). Com trés horas de embebicdo, as sementes
apresentam modificacdo na coloracdo tornando-se marrom-alaranjadas, sendo
associado com o intumescimento das sementes, devido a superacdo da
dorméncia. Durante este periodo, metade da semente teve caracteristica de
semente embebida e a outra metade com caracteristica de semente seca,
demonstrando que a embebi¢@o ndo ocorre em todo o tegumento, mas em local
especifico. Ocorreu também deformacao do pleurograma durante este periodo de
embebi¢do (Fig. 5B, G). A entrada de dgua ocorre préoxima a regido do hilo e da

protuberancia existente no tegumento, proximo a protrusdo da radicula (Fig. 5B,
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C, D). Apés 12 h de embebigdo, as sementes mostraram-se totalmente
embebidas, pela coloragdo uniforme, com aumento da massa fresca da semente,
devido a absor¢do de dgua e consequente expansdo da semente, permanecendo
assim até a protrusdo da radicula (Fig. 5C, D e H). A protrusao da radicula
ocorreu apds cerca de 48 h de embebigdo, com o rompimento na regido da
protuberancia, préxima a regido hilar (Fig. 5SE, I).

A regido hilar apresenta coloracdo diferente a do restante do tegumento
quando a semente estd embebida (Fig. 5C), podendo isto representar a
caracteristica diferencial entre os tecidos destas estruturas, em relagdo a entrada

de agua para a germinagdo da semente de S. multijuga.
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pro

Figura 5. Mudancas morfologicas das sementes de Senna multijuga durante a
germinagdo. Semente seca (A), semente embebida por trés horas, com a seta indicando o
limite do intumescimento da semente (B), semente embebida por 12 horas, com a seta
indicando a regido hilar, com tonalidade diferente a do tegumento (C), semente
embebida por 24 horas, com a seta indicando a regido da protuberancia (D), semente
germinada, com a seta indicando o rompimento da regido da protuberancia (E), regido
hilar da semente seca (F), regido hilar da semente embebida por trés horas, com a seta
indicando o intumescimento parcial da semente (G), regido hilar da semente totalmente
embebida (H) e protrusdo radicular com o rompimento da regido da protuberancia (I). (ar
= aréola; hi = hilo; pl = pleurograma; pro = protuberancia; ra = radicula). Barra = Imm.
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Bloqueio do local de entrada de agua
O bloqueio da regido hilar impediu a embebigdo das sementes.
Comparando as sementes bloqueadas com as sementes nao-bloqueadas fica claro

o papel desta regido na absor¢do de dgua pelas sementes de S. multijuga (Fig. 6).
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Figura 6. Porcentagem de sementes de Senna multijuga que embeberam (média + d.p.)
com ou sem bloqueio da regido hilar durante trés dias a 25 °C, apds tratamento de
superagdo de dorméncia.

O percentual de sementes bloqueadas que embeberam ndo ultrapassou
5% apo6s trés dias em condigdes de germinacdo, diferindo das sementes ndo
bloqueadas que atingiram 96% de sementes embebidas logo ap6s um dia nesta
condi¢cdo (Fig. 6). A ocorréncia de embebicdo em algumas sementes com a
regido hilar selada (5%) foi devido a ineficiéncia do método de vedacdo, e ndo

devido a entrada de agua por outras partes do tegumento, pois este percentual de
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embebicdo foi 0 mesmo encontrado para sementes totalmente seladas (dados nao

apresentados).

Absorcdo de agua pelas partes da semente

Apos a superagdo da dorméncia fisica nas sementes a entrada de dgua
ocorre primeiramente pela regido hilar, como visto pelo rapido aumento do
conteudo de dgua nesta regido e a manutencdo do conteido de dgua nas outras
partes da semente (Fig. 7). Apos 30 minutos de embebi¢cdo houve um aumento
do conteudo de agua na regido hilar (aproximadamente 15% de umidade),
enquanto que nas outras regides o conteido de agua manteve-se 0 mesmo das
sementes secas (aprox. 10%). Apés uma hora de embebicdo a regido hilar
aumentou o conteudo de agua para cerca de 28%, com a agua comegando a
atingir a regido do pleurograma (13,3% de umidade), ndo havendo altera¢do no
conteudo de 4gua na regido distal (aprox. 9% de umidade). Apos 3 horas de
embebicdo, a regido hilar e do pleurograma atingiram contetido de agua superior
a 35%, comegando a haver um inicio da entrada de 4gua na regido distal (aprox.
13% de umidade). Apds 6 horas de embebi¢do, toda a semente estava embebida,
apresentando 54%, 55% e 39% de conteido de agua na regido hilar,
pleurograma e distal, respectivamente, aproximando este percentual entre todas
as partes ap6s 12 horas de embebigdo (Fig. 7). A mudanca no conteudo de agua
nas partes da semente correspondeu as altera¢cdes morfolégicas observadas na

figura 5.
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Figura 7. Absorcado de agua pelas partes da semente de Senna multijuga ap6s superacéo
da dorméncia fisica. (média + desvio padrdo).

O conteudo de agua da semente inteira manteve-se proximo ao do
pleurograma, pois esta regido compde a maior parte da semente. A semente
inteira apresentou contetido de dgua de 9,8; 10,6; 15,1; 34,6; 53 e 61,4% durante

os periodos seqiienciais de embebigao (Fig. 7).

Caracteristicas estruturais do tegumento

A semente de S. multijuga ¢ testal e exibe micropila, funiculo e lente
numa posi¢do linear, apresentando vestigio de endosperma (Fig. 8A). No geral,
o tegumento seminal apresenta uma camada de macroesclereides com cuticula
espessa (exotesta), mesotesta composta por inumeras camadas de células de

parénquima com paredes espessadas limitadas externa e internamente por uma
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camada de osteoesclereides e mais internamente, exibe a endotesta, com uma
camada de células comprimidas juntamente com restos de tégmen (Fig. 8B). Na
regido da mesotesta, observa-se um unico feixe vascular que irriga toda a regido
da rafe e antirafe (Fig. 8A).

A lente aparece como uma protuberancia, logo acima do hilo (Fig. 8A,
C, D, E). Em sec¢do longitudinal, destaca-se logo abaixo das macroesclereides
um grupo de células de parénquima com espessamento de parede e formato
irregular, logo abaixo, o feixe vascular evidente. Em seccdo transversal, observa-
se que na regido da lente, o tegumento ¢ espesso € ocorrem além do grupo de
células de parénquima com parede espessada e do feixe vascular, células de
parénquima tipicas, de paredes finas e contetido hialino. A lente mostrou-se
formando um opérculo apods superacdo da dorméncia, com duas regides de
fragilidade, sendo constituidas por macroesclereides mais achatadas (Fig. 8D e
E). Foi observado, durante a embebicao, que esse opérculo ¢ empurrado por um
tecido gelatinoso, delimitando uma abertura no tegumento seminal.

Além da ruptura na regido da lente, as sementes ndo-dormentes também
apresentaram abertura na regido da microépila, regido onde o envoltorio seminal é
discontinuo (Fig. 8F e G). Nesta regido, em corte transversal, observa-se um
alongamento radial das macroesclereides, com células da mesotesta de formato
papilosas delimitando a abertura que liga a regido externa aos tecidos internos
(Fig. 8G).

O hilo, cicatriz deixada no tegumento paralelamente a regido de inser¢ao
do funiculo (Fig. 8A, F), é uma regido pontual e restrita no tegumento seminal.
Anatomicamente, apresenta as macroesclereides e parénquima com paredes

espessadas.
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Figura 8. Secgdes transversais (B, D, G-I) e longitudinais (A, C, F) na semente de Senna
multijuga. Tegumento exibindo funiculo, lente e feixe vascular evidente, setas (A).
Detalhes do tegumento e endosperma (B). Detalhe da regido da lente. Setas em E
indicam a regido de fragilidade da camada de macroesclereides, onde ocorre ruptura no
tegumento (C-E). Semente mostrando posi¢do da micropila e funiculo (F). Detalhe da
regido micropilar, evidenciando abertura que percorre todo o tegumento (G). Tegumento
na regido do pleurograma, mostrando diferenga na altura da linha Iucida das
macroesclereides (H). Detalhe da linha lucida, seta (I). (EN = endosperma; FU =
funiculo; FV = feixe vascular; LE = lente; LL = linha lucida; MC = macroesclereides;
MI = micrdpila; OS = osteoesclereides; PA = parénquima; PL = pleurograma). Barras =
500 pm (A), 200 um (F, G), 100 um (D), 50 um (B, C, E), 40 pm (H), 20 pm (I).
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A regido do pleurograma apresenta estrutura semelhante do restante do
tegumento, com macroesclereides compactas e osteoesclereides, sendo esta
regido evidenciada pelo deslocamento da linha lucida presente nas
macroesclereides (Fig. 8H, I). A figura 81 mostra detalhadamente a linha licida

presente nas macroesclereides da semente de S. multijuga.

DISCUSSAO

Diversos métodos t€m sido utilizados para superacdo de dorméncia
fisica em sementes, dentre eles o emprego de agua quente pode ser eficiente para
algumas espécies, como Acacia melanoxylon (BURROWS; VIRGONA,;
HEADY, 2009), Parkia biglobosa (ALIERO, 2004), Cuscuta australis
(JAYASURIYA et al., 2008b) e Ipomoea lacunosa (JAYASURIYA et al., 2007,
JAYASURIYA et al., 2009b). De acordo com Taylor (1981), altas temperaturas
podem atuar no enfraquecimento da regido das lentes, tornando possivel a
embebicdo de adgua pelas sementes, mas a exposicdo a altas temperaturas pode
levar a danos as sementes de algumas espécies, podendo aumentar a taxa de
mortalidade e plantulas anormais, como relatado por Vari et al. (2007) para
Sesbania spp. A temperatura foi um fator fundamental para a superacdo da
dorméncia nas sementes de S. multijuga, ja que a imersao das sementes em agua
a temperatura ambiente possibilitou baixos percentuais de germinagao, diferente
da imersdo em 4agua a 80 e 100 °C, ndo ocasionando danos as sementes ou
plantulas, como visto na figura 2 e 3A.

A menor germinacao das sementes do lote 2 submetidas a imersdo em
agua a 80 e 100 °C pode ser devido a heterogeneidade dos lotes, pois testes de
germinacdo mostraram que as sementes desta espécie suportam o
armazenamento em periodos superiores ao do lote avaliado (dados ndo

publicados). Isto pode ser explicado pela variagdo do nivel de dorméncia
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existente entre individuos, populagdes e pelo ano de coleta (BECKSTEAD;
MEYER; ALLEN, 1996; ANDERSSON; MILBERG, 1998). Lacerda et al.
(2004) relataram que ha grande influéncia genética na dorméncia das sementes
de Senna multijuga, ocorrendo alta variabilidade tanto dentro quanto entre
populacdes. Esta variabilidade em conjunto com fatores ambientais pode ter
influéncia sobre a qualidade das sementes, diferenciando no nivel de dorméncia
entre os lotes. Esta heterogeneidade pode ser vista quando se compara a
coloragdo do tegumento dos dois lotes, com as sementes do lote 1 apresentando
coloracdo marrom-esverdeada, ¢ as sementes do lote 2 coloracdo mais
esverdeada. Esta caracteristica pode indicar diferencgas nas condi¢des necessarias
para superacdo de dorméncia das sementes, como observado por Hu, Wu e
Wang (2009b).

Em sementes com dorméncia fisica pode haver ciclos de sensibilidade
para a superacdo da dorméncia, em que as sementes podem se tornar permeaveis
com maior facilidade (JAYASURIYA et al., 2008a; JAYASURIYA et al.,,
2009a). O armazenamento a baixas temperaturas pode diminuir a sensibilidade
das sementes, necessitando de maiores estimulos para a superacdo de dorméncia
(JAYASURIYA et al., 2008a; JAYASURIYA et al.,, 2009a), podendo isto
também explicar a menor germinacdo das sementes do lote armazenado (lote 2).

A embebigdo de agua pelas sementes de S. multijuga, apds superacdo da
dorméncia, ocorre de acordo com o descrito por Bewley (1997), apresentando
um padrio trifasico. Para as sementes de S. multijuga fica claro a ocorréncia
destas fases, como facilmente notado na figura 4. A dorméncia fisica imposta
pelo tegumento ¢ identificada devido a ndo embebicdo das sementes sem
superagdo de dorméncia, ja que este tipo de dorméncia ¢ caracterizado pela
impermeabilidade das sementes ou frutos (BASKIN et al., 2000; BASKIN;
BASKIN, 2004).
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A superagio da dorméncia das sementes de S. multijuga com a imersédo
em agua quente (temperatura inicial de 80 °C) permite observar que a absor¢do
de dgua ocorre pela regido hilar, possibilitando o entumescimento das sementes,
devido ao estimulo de estruturas anatdmicas especializadas do tegumento, como
a lente e a micropila, que permitem a entrada de 4gua, como relatado por Baskin
et al. (2000). A protuberancia existente nas sementes secas torna-se mais
evidente pela embebicdo das sementes, evidenciando a expansdo do eixo
embrionario pela absor¢do de agua.

Os componentes que conferem a dorméncia fisica em sementes sdo
estruturais e quimicos (KELLY; VAN STADEN; BELL, 1992), ¢ presentes na
camada palicddica (BASKIN et al., 2000), sendo esta dorméncia bastante
recorrente em espécies da familia Fabaceae (ROLSTON, 1978; BASKIN;
BASKIN, 1998; BASKIN et al., 2000). Nesta familia, ha diferengas anatomicas
na camada pali¢adica da regido das lentes em compara¢ao com o restante do
tegumento (DELL, 1980; HANNA, 1984; SERRATO-VALENTI; VRIES;
CORNARA, 1995), evidenciando a importancia desta regido para a entrada de
agua nas sementes com dorméncia fisica. Diferencas estruturais nestas regides
foram observadas em sementes de S. multijuga, apresentando nas lentes regides
de fragilidade, formando locais para a entrada de 4gua, assim como na
micropila. A diminuicdo do tamanho das macroesclereides proximas a regido da
lente foi reportada por Serrato-Valenti, Vries e Cornara (1995), possibilitando
uma maior sensibilidade para o rompimento nesta regido, o que foi visto nas
regides de fragilidade da lente em sementes de S. multijuga. No restante do
tegumento as células apresentaram estrutura compacta, impossibilitando a
entrada de adgua por outros locais que ndo sejam a micropila e a lente. A linha
lucida presente na estrutura da testa das sementes com dorméncia fisica ¢
composta por substincias hidrofobicas, com presenca de calose (SERRATO-

VALENTI et al., 1994; SERRATO-VALENTI; VRIES; CORNARA, 1995),



47

podendo também exercer fun¢do na impermeabilizacdo das sementes de S.
multijuga, ja que esta presente em todo o tegumento.

As células parenquimaticas presentes abaixo da regido da lente, com
coloracao mais clara, podem ter importante papel na elevacao da regido da lente
e consequente fragilidade. Serrato-Valenti, Vries e Cornara, (1995) observaram
a ocorréncia de células com presenca de substidncias hidrofobicas abaixo da
regido da lente em sementes de Leucaena leucocephala, que podem influenciar
na entrada de agua pela regido da lente. Estas células também apresentaram
coloracdo diferencial, sendo chamada por estes autores de células brancas (white
cells). A auséncia destas células parenquimaticas na regido extra-hilar demonstra
a importancia destas células na absor¢do de agua pela semente, ja que hé entrada
de agua pela lente, regido de ocorréncia destas células. A presenca das lentes
pode ser utilizada como um indicativo de dorméncia fisica em sementes, ja que
foram somente encontradas em sementes que apresentavam este tipo de
dorméncia (VENIER; FUNES; GARCIA, 2012).

Mesmo com a presenca de feixe vascular no tegumento da semente,
aparentemente ndo contendo células colapsadas, a semente mantém restrigdo a
entrada de agua, devido a presenca das células palicadicas compactadas. Este
feixe vascular entra na semente pelo funiculo passando abaixo da lente, na
dire¢do oposta a micropila, como também relatado para sementes da leguminosa
Albizia lophantha (DELL, 1980). Kikuchi et al. (2006) além de identificar a
entrada de agua somente pela regido das lentes em sementes de Phaseolus
vulgaris ‘Rajma’ e Vigna angularis, verificaram a distribui¢do da agua pelos
tecidos da semente durante a embebicao, iniciando pela lente, passando por toda
a testa até atingir a radicula e posteriormente os cotilédones. Esta distribuicao da
agua por toda a testa, anterior a regides mais internas da semente, pode ser
facilitada pela presenca de vascularizagdo no tegumento, o que pode ocorrer em

S. multijuga, devido a presenca do feixe vascular contornando todo tegumento.
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O pleurograma das sementes de S. multijuga mesmo aparentando perda da
conformacdo durante a embebicdo ndo possibilita a entrada de 4agua,
apresentando a mesma estrutura anatomica do restante do tegumento. Esta
regido pode ter papel importante durante a secagem de maturagdo nas sementes,
como relatado por Gunn (1981), mas, aparentemente, ndo apresenta fungdo
relacionada a entrada de agua na germinagdo em sementes de S. multijuga.

Hu et al. (2009a) relataram que ha dificuldade na compreensdao dos
locais responsaveis pela absor¢do de agua nas sementes, principalmente na
identificagdo do locais em que primeiramente ocorre esta embebi¢do. Estes
autores relataram que em Sesbania sesban as lentes sdo responsaveis pela
absorgdo inicial de 4gua nas sementes, diferente da espécie Vigna oblongifolia
em que a regido do hilo exerce esta fungdo. No entanto, as sementes podem
responder diferentemente aos tipos de tratamentos de superacdo de dorméncia,
possibilitando ou ndo a entrada de agua por diferentes locais (HU et al., 2009a).

Em sementes de S. multijuga, que apresentam apenas dorméncia fisica,
tanto a lente quanto a micropila apresentam locais para a entrada de agua,
evidenciando a importancia destes dois locais para a germinagdo da semente,
devido a impermeabilidade causada pelo tegumento. O emprego de métodos de
superacdo de dorméncia fisica em sementes que permitam o estimulo dos locais
de entrada de 4gua, como o uso de agua quente (entre 80 e 100 °C) em S.
multijuga, evitam danos fisicos ao embrido e controlam a taxa de entrada de
agua, prevenindo danos aos tecidos internos e levando a formagdo de uma
plantula saudavel, podendo aumentar a eficiéncia na produ¢do de mudas. O
papel das células parenquimaticas, na elevagdo da regido da lente e, consequente
entrada de agua, serve de estimulo para posteriores pesquisas buscando a

compreensdo da sua atuacdo na superagdo da dorméncia fisica.
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ARTIGO 2: PERDA DA TOLERANCIA A DESSECACAO E
COMPORTAMENTO NO ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE
Senna multijuga (Rich.) Irwin et Barn. (Fabaceae - Caesalpinioideae) EM
PROCESSO DE GERMINACAO

RESUMO

Tolerancia a dessecagdo (TD) € a capacidade de recuperar a atividade
metabdlica normal com a reidratacdo apos a quase total perda de agua no
protoplasma, sendo uma caracteristica apresentada por sementes. As sementes
que apresentam TD e armazenabilidade por longos periodos sdo classificadas
com ortodoxas, existindo também as que ndo apresentam esta capacidade
(recalcitrantes) e outras com caracteristicas intermediarias. Objetivou-se neste
trabalho compreender a influéncia da embebigdo em condi¢des de germinagdo e
em estresse hipoxico na perda da TD em sementes de Senna multijuga ¢ o
comportamento no armazenamento de sementes submetidas & embebigdo e
dessecagdo. Foi avaliada a perda da tolerancia a dessecacdo nas sementes em
condi¢des de germinacdo e em estresse hipdxico, por imersdao em agua, assim
como a perda da integridade de membranas celulares durante a embebicdo. Foi
avaliado também o comportamento durante o armazenamento de sementes
submetidas a embebi¢ao e posterior dessecagdo. As sementes perdem a TD com
o avanco da germina¢do, mas sendo anterior & protrusdo radicular. A embebicao
em condi¢des de estresse hipoxico possibilita a manutencdo da TD por um
periodo mais longo de embebicdo. Menores danos as membranas celulares sdo
observados com a redugcdo do metabolismo. As sementes submetidas a
embebicdo e dessecagdo diminuem a longevidade com o armazenamento a
temperaturas abaixo de zero. A embebicdo em condi¢des de estresse hipoxico

prolonga a TD em sementes, evitando maiores danos as membranas celulares. A
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embebicdo seguida de dessecagdo faz com que as sementes percam o

comportamento ortodoxo e vigor durante o armazenamento, diminuindo a

viabilidade com o armazenamento a temperaturas abaixo de zero.

Palavras-chave: Embebi¢do. Hipoxia. Secagem. Longevidade.
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ABSTRACT

Desiccation tolerance (DT) is the ability to regain normal metabolic
activity with rehydration after almost total loss of water in the protoplasm, being
a characteristic displayed by seeds. Seeds which exhibit DT and long term
storability are classified with orthodox, also existing those do not have this
ability (recalcitrant) and others with intermediate characteristics. This work
aimed to understand the influence of soaking in germination conditions and
hypoxic stress on the loss of DT in Senna multijuga seeds and seed storage
behavior of germinating orthodox seeds after desiccation. It was evaluated the
loss of DT of seed in germination conditions and on hypoxic stress, by
immersion in water, as well as the loss of cell membranes integrity during
soaking. It was also evaluated the storage behavior of germinating seeds after
desiccation. The seeds lose DT with the advancing of germination, but occurs
prior to radicle protrusion. The soaking on hypoxic stress conditions enables the
maintenance of DT for a longer period of imbibition. Minor damage to cell
membranes was observed with reduced metabolism. Seeds after imbibition and
desiccation decreased longevity with storage at sub-zero temperatures. The
imbibition in hypoxic stress conditions prolongs DT in seeds, preventing further
damage to cell membranes. The imbibition followed by drying causes loss of
orthodox behavior and vigor in seeds, reducing the viability with storage at sub-

zero temperatures.

Key-words: Imbibition. Hypoxia. Drying. Longevity.
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INTRODUCAO

A tolerancia a dessecagdo ¢ definida como a habilidade de recuperar a
atividade metabdlica normal com a reidratagdo apods a quase total perda de agua
no protoplasma (OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000; HOEKSTRA;
GOLOVINA; BUITINK, 2001), sendo uma caracteristica apresentada por
algumas plantas e seus propagulos (ALPERT, 2005; ALPERT, 2006; BEWLEY,
1979). Esta capacidade permite que as sementes possam resistir a condi¢des
ambientais adversas, dando continuidade ao ciclo de vida da planta (ALPERT,
2000; OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000).

As sementes podem tolerar ou ndo a dessecacdo € o armazenamento,
sendo classificadas em trés grupos. Sementes que toleram secagem até cerca de
7% de teor de dgua e o armazenamento prolongado em baixas temperaturas
(sub-zero) sdo classificadas com ortodoxas. Ja as que ndo suportam essa redugdo
do teor de agua, perdendo a viabilidade quando a umidade se aproxima de 20%,
sdo classificadas como recalcitrantes, sendo que elas também ndo suportam o
armazenamento por longos periodos, nem a baixas temperaturas (ROBERTS,
1973). Algumas sementes apresentam caracteristicas intermedidrias entre estas
duas classes, permitindo a redugdo do teor de agua a niveis abaixo do suportado
por sementes recalcitrantes, mas nao tdo drastico quanto a reducdo em sementes
ortodoxas, permitindo o armazenamento a baixas temperaturas (ndo suportando
temperaturas abaixo de zero), sendo, entdo, classificadas como intermediarias
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1991).

A tolerancia a dessecagdo ¢ adquirida ao final do desenvolvimento da
semente, em sementes ortodoxas, a0 mesmo tempo em que ha uma rapida
diminuicdo do conteido de agua (DASGUPTA; BEWLEY; YEUNG, 1982;
BRADFORD, 1994; BUITINK et al., 2003). Esta tolerancia diminui ao longo da

germinacdo, aumentando a sensibilidade das sementes a dessecacdo com o
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decorrer do processo germinativo (DASGUPTA; BEWLEY; YEUNG, 1982;
SENARATNA; MCKERSIE, 1983; BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005).

Condigdes que limitam a atividade metabolica em sementes podem
reduzir os danos causados pela dessecacao (LEPRINCE et al., 1995), sendo que,
o estado metabolico dos tecidos vegetais influencia as reagdes destrutivas
geradas por radicais livres, que ocasionam danos cumulativos sobre as
membranas (LEPRINCE et al., 1990b, LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE,
1993; LEPRINCE et al., 1994; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001). A
diminuicdo da disponibilidade de oxigénio, componente essencial para a
germinacdo, reduz a atividade metabolica dos tecidos vegetais
(GEIGENBERGER, 2003), podendo entdo estender a capacidade das células de
tolerar a dessecacdo ao longo da embebicdo, ja que ndo ha protrusdo radicular,
situagdo em que ha sensibilidade a dessecacdo em sementes.

Varios estudos tém sido realizados para compreender o que faz as
sementes se comportarem diferentemente quanto a dessecagdo. A conclusdo ¢é
que ndo € apenas um componente das sementes que confere a elas a capacidade
de tolerar a dessecacdo, mas sim um conjunto de caracteristicas, havendo uma
dependéncia entre estes componentes (LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE,
1993; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001; PAMMENTER; BERJAK,
1999). Entre eles, foi observada a influéncia de agucares, do acido absisico
(ABA), proteinas, lipidios e de sistemas antioxidantes, atuando em cooperagao
na manuten¢do da integridade de membranas e moléculas e no reparo dos danos
celulares causados pela dessecacdo (SENARATNA; MCKERSIE; STINSON,
1985; KOSTER; LEOPOLD, 1988; LEPRINCE et al.; LEPRINCE, 1990a;
LEPRINCE, 1990b, LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993; BLACKMAN
et al., 1991; BLACKMAN; OBENDORF; LEOPOLD, 1992; MEURS et al.,
1992; PAMMENTER; BERJAK, 1999; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001).
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A longevidade das sementes varia de acordo com a espécie, sendo
afetada pelas condigoes de armazenamento. O conteido de 4gua das sementes, a
temperatura ¢ a umidade do ar durante o armazenamento sdo 0s principais
fatores que afetam a viabilidade das sementes (VERTUCCI; ROOS, 1990;
VERTUCCI; ROOS, 1993; PAMMENTER et al.,, 1994). Com o inicio da
germinagdo a semente retoma suas atividades metabolicas visando a protrusdo
radicular e posterior formacdo da plantula (BEWLEY, 1997), com isso, o
retorno ao estado seco pode mudar a resposta destas sementes ao
armazenamento. Mudangas de comportamento durante o armazenamento ja
foram relatadas para sementes ortodoxas submetidas a embebicdo e posterior
dessecagdo, perdendo a caracteristica ortodoxa ao longo do armazenamento
(HONG; ELLIS, 1992).

Com isso, os objetivos neste trabalho foram: avaliar (1) a perda da
tolerdncia a dessecagdo em sementes de S. multijuga durante o processo de
germinagdo e em estresse hipoxico por imersao em agua; (2) os danos sobre as
membranas celulares pela dessecagdo apds estas duas condigdes de embebicao; e
(3) compreender o efeito da embebi¢do e dessecacdo das sementes sobre o

comportamento durante o armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Coleta das sementes

As sementes foram coletadas em setembro de 2011 de arvores de S.
multijuga oriundas do campus da Universidade Federal de Lavras, na cidade de
Lavras, MG (21°14° S; 45°0° W), a 900m de altitude, sendo a regido
caracterizada como de transi¢do entre Mata Atlantica e Cerrado.

Apds a coleta, as sementes foram beneficiadas manualmente, separadas

por flutuacdo em 4agua, secas em sala de secagem a 20 °C e armazenadas em
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saco plastico semipermeavel em camara fria (5 °C/ 40% U.R.) até realizacdo dos

experimentos.

Caracterizacéo do lote de sementes

Para caracterizar o lote de sementes foi determinado o conteudo de agua
das sementes, utilizando quatro repeticdes de 10 sementes, que foram pesadas
previamente e levadas para estufa a 103 °C por 17 horas, sendo pesadas
novamente. Os dados foram expressos em porcentagem de agua na base umida
(INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION, 2004). Foi determinado
o peso de 1000 sementes deste lote, utilizando oito repeticoes de 100 sementes
(BRASIL, 2009). A coloragdo das sementes deste lote também foi observada,

para avaliagdo da homogeneidade do lote de sementes.

Curva de embebicéo

Para caracteriza¢do da absor¢do de agua, 20 sementes foram mantidas
sob condi¢des de germinagdo (25 °C, luz constante e em rolo de papel) e pesadas
em balanca de precisdo durante varios intervalos em um periodo de 56 horas. As
pesagens foram realizadas até que a raiz primaria atingisse 3 mm de
comprimento. Antes de cada pesagem a agua superficial foi removida das
sementes com auxilio de papel absorvente, retornando-as para a embebicao apds
a pesagem. Para superacdo da dorméncia, as sementes foram imersas em agua a

80 °C de temperatura inicial até o equilibrio com o ambiente, durante 12 horas.

Perda da tolerancia a dessecagdo durante a embebig&o

Sementes foram submetidas a superagdo de dorméncia em agua a 80 °C
de temperatura inicial até o equilibrio com o ambiente, durante 12 horas, e apds
foram colocadas em rolo de papel umedecido, a 25 °C e luz constante (condi¢des

de germinagdo) ou mantidas imersas em dgua para avaliar o comportamento das
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sementes em estresse hipoxico. Para esta embebicdo as sementes foram imersas
em 30 ml de dgua a 25 °C, com substituicdo da dgua ocorrendo diariamente.
Apos diferentes tempos de embebicdo as sementes foram submetidas a secagem
(silica gel), sendo mantidas em caixas plasticas do tipo gerbox sobre um telado,
com uma camada de silica gel ativada abaixo para manter a umidade relativa do
ambiente proximo a 8%, sendo vedadas com filme plastico. Foi realizado o teste
de umidade para verificagdo do conteido de 4gua das sementes
(INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION, 2004), e apds
retornarem ao contetido de agua inicial, foram mantidas por mais trés dias nas
mesmas condigdes de secagem, baseado na metodologia de Buitink et al. (2003).

Apos este periodo, as sementes foram submetidas a pré-embebicdo em
atmosfera saturada de dgua durante 24 horas, e a germina¢do em rolo de papel
umedecido a 25 °C e luz constante. Foram avaliados a germinagdo (protrusdao
radicular), formagao de plantulas normais e anormais e indice de velocidade de
germinagdo (IVG) (MAGUIRE, 1962) durante nove dias. O critério para
avaliagdo da germinagdo foi a protrusdo da radicula com comprimento superior a
1 mm, sendo a formacdo de plantulas normais utilizada para avaliacdo da

tolerancia a dessecacao.

Perda da integridade de membranas celulares durante a embebic&o

As sementes foram submetidas as mesmas condi¢cdes de embebicdo e
secagem do experimento anterior, sendo selecionados os tempos de embebicao
em que houve diminui¢do na formagdo de plantulas normais pra avaliagdo da
integridade de membranas pela lixiviagdo de eletrdlitos. O tratamento controle
pra este experimento, para critérios de comparagdo, foi a embebi¢do das
sementes por 4 horas (tempo em que se nota visualmente a superacdo da
dorméncia fisica nas sementes com a imersdo em agua a 80 °C de temperatura

inicial), seguido de secagem. Apds embebicdo e secagem, as sementes foram
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pesadas e colocadas em 50 ml de agua deionizada por 24 horas a 25 °C no
escuro, para mensurar a condutividade elétrica inicial (C;) em condutivimetro
(Digimed, DM 31). Apds determinagdo da C; as sementes foram removidas da
agua deionizada e mantidas em estufa a 103 °C por trés horas para
desestruturacdo das membranas, retornando & embebicdo em agua deionizada
por 24 horas para mensurar a condutividade total (C,). Foi avaliado também o
percentual de lixiviacdo de eletrdlitos sendo expresso como (Ci/Ct) x 100.

Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 10 sementes em cada tratamento.

Armazenamento apds embebicéo e dessecacéo

As sementes foram submetidas a0 mesmo tratamento de superacdo de
dorméncia dos experimentos anteriores, ¢ apds embebicdo por 12 e 22 horas
foram submetidas a secagem (silica gel) até retornarem ao contetido de agua
inicial, permanecendo nesta condi¢do por mais trés dias. Apos a superagdo de
dorméncia as sementes foram embebidas em rolo de papel a 25 °C e luz
constante. Sementes secas (sem superagdo de dorméncia) foram utilizadas como
tratamento controle. Para o armazenamento, as sementes foram acondicionadas
em sacos plasticos selados e mantidas em escuro sob trés diferentes
temperaturas: 5 °C, -18 °C e a 20 °C , sendo avaliado ao longo de 240 dias.

Apds o0 armazenamento, as sementes foram submetidas a pré-embebicao
e em seguida a germinagdo, em rolo de papel umedecido a 25 °C e luz constante.
Para este experimento, foi utilizado um esquema fatorial 3 (condigdes das
sementes) X 5 (tempo de armazenamento), com quatro repeticdes de 25
sementes. Foi avaliada a germinagdo (protrusdo radicular), formacdo de

plantulas normais e IVG (MAGUIRE, 1962) durante nove dias.
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Andlise estatistica

Para os dados da curva de embebigao, perda da tolerancia a dessecagdo e
perda da integridade de membranas foi utilizada analise de regressdo, com ajuste
do modelo testado a 5% de significancia e avaliado pelo coeficiente de
determina¢do (R?) usando o software SigmaPlot v. 11.0. Os dados do
armazenamento foram avaliados pela analise de modelos lineares generalizados
(GLM) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, no nivel de 5% de
probabilidade. Para estas analises foi utilizado o software R for Windows,

versdo 2.12.0 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

RESULTADOS

Caracterizacéo do lote de sementes
O lote de sementes apresentou o conteudo de agua de 8,4% e o peso de
1000 sementes foi de 11,22 g. Todas as sementes do lote apresentaram coloragao

marrom-esverdeada, evidenciando a homogeneidade do lote.

Curva de embebicéo

A absorcao de dgua das sementes apresentou um padrao trifasico, com o
rapido aumento do peso fresco das sementes se estendendo até cerca de 18
horas, caracterizando a fase I da embebicao. A partir deste periodo ocorreu uma
manutencdo do peso fresco das sementes (fase II), havendo uma estabilizacdo na
absorc¢do de agua até cerca de 36 horas de embebigdo. Apos este periodo, com o
inicio da protrusdo radicular, ocorreu novamente outro aumento do peso fresco
das sementes, caracterizando assim a fase Il da embebigdo (Fig. 1). O inicio da
germinacdo ocorreu apos cerca de 32 horas de embebigdo, obtendo-se 50% de

germinacao apods cerca de 36 horas.
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Figura 1. Absor¢do de 4gua em sementes ndo-dormentes de Senna multijuga (média +
desvio padrdo). A seta indica o tempo em que 50% das sementes germinaram.

Perda da tolerancia a dessecacao

A germinagdo (protrusdo radicular) das sementes em rolo de papel se
manteve alta durante quase todo o periodo de avaliacdo, apresentando maior
queda ap6s 32 horas de embebic¢do (Fig. 2A). Em relagdo a formacao de plantula
normal, critério utilizado para avaliagdo da perda da tolerancia a dessecacdo, a
tolerancia foi mantida até 22 horas de embebigdo, com percentual de 86%. Apos
este periodo, houve uma diminuicdo na formacdo de plantulas normais,
reduzindo para 62% apds 27 horas de embebicdo. Uma queda ainda maior
ocorreu apds 32 horas de embebigao, atingindo 13% de plantulas normais, € ndo
havendo mais formagdo de plantulas normais apds 36 horas de embebicdo (Fig.

2B). A perda da tolerancia a dessecacdo foi caracterizada pelo alto percentual de
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formagdo de plantulas anormais (Fig. 3B), devido aos danos sobre a radicula. A
ocorréncia de ma formagao do sistema radicular foi caracteristica com o avango
da embebicdo e consequente aumento da sensibilidade a dessecacdo, como
mostrado na figura 4A e B. Apds 32 horas de embebi¢do houve o inicio da
protrusdo radicular, com as sementes perdendo totalmente a tolerancia a
dessecagdo apos 36 horas de embebicdo, ou seja, ao atingirem a fase III da
embebicao (Fig. 1, 2B).

Com o avango da germinagdo, o aumento da sensibilidade das sementes
a dessecacdo foi observado com o aumento do tempo para a protrusdo da
radicula. O IVG das sementes variou de 23,03 (sementes secas) a 1,6
(embebicao por 36 h) (Fig. 3A).

Nas sementes em que a embebicdo ocorreu por imersdo em agua
(condi¢des de hipoxia) a tolerdncia a dessecagdo se estendeu, ja que nestas
condi¢des ndo ha protrusao da radicula, prolongando a fase tolerante destas
sementes. O percentual de germinacgdo e plantulas normais se manteve acima de
70% até 72 horas de embebicdo (77 e 71%, respectivamente). Apos este periodo,
com 96 horas de embebicgdo, a germinacdo atingiu 58%, com 48% de plantulas
normais. Com o prolongar da embebicdo houve a continuidade da diminuigdo
destes percentuais chegando em zero apds 168 horas de embebigao (Fig. 2 A, B).
A diminuicdo da velocidade de germinagdo também foi observada, com a

reducdo do IVG com o avango da germinagdo (Fig. 3A).
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Figura 2. Percentual de germinagéo (A) e formagdo de plantula normal (B) de sementes
de Senna multijuga submetidas a embebigédo e secagem (média + desvio padrio).
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Figura 3. Indice de velocidade de germinagio (IVG) (A) e percentual de
formagdo de plantula anormal (B) de sementes de Senna multijuga submetidas a

embebicdo e secagem (média £ desvio padrao).
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Na imers@o em agua ndo houve elevacdo na formagdo de plantulas
anormais com a extensdo da embebicdo (Fig. 3B), sendo a diminuicdo da
germinacdo e da formag@o de plantulas normais explicada pela mortalidade das
sementes. Em algumas plantulas houve a expansao dos cotilédones, mas sem
haver protrusdo radicular, ocorrendo o rompimento do tegumento, evidenciando
a tolerancia diferencial a dessecac¢do entre as partes do embrido (Fig. 4C), sendo

consideradas como mortas.

Perda da integridade de membranas celulares durante a embebic&o

Nas sementes que foram submetidas & embebicdo sob condigdes de
germinacdo (rolo de papel) houve uma tendéncia de diminuigdo da
condutividade elétrica inicial e total com o prolongar da germinagdo, ou seja,
com o aumento do tempo de embebicao (Fig. SA). Observando a condutividade
elétrica das sementes embebidas em rolo de papel nota-se que a diminui¢do da
condutividade inicial ¢ influenciada pela diminuicdo da condutividade total.
Devido a isso, em relagdo ao percentual de lixiviagdo de eletrolitos, houve
também uma diminuig¢do, obtendo 32,8% de lixiviagdo no tempo inicial de
embebicdo (4 horas), e reducdo para 19,2; 2,3 e 3,5%, ap6és 12, 27 e 32 horas,

respectivamente, confirmando a perda de lixiviados durante a embebicao.
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Figura 4. Plantulas de Senna multijuga. Plantula anormal, com a seta indicando a ma
formacdo e oxidagdo da raiz primaria (A). Plantula normal, com a seta indicando o
desenvolvimento normal da raiz primaria (B). Expansdo dos cotilédones sem a
ocorréncia de protrusdo radicular, evidenciando a tolerancia diferencial a dessecacdo das
partes do embrido, com a seta indicando o rompimento do tegumento com a expansao
dos cotilédones (C).
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Nas sementes imersas em agua, a condutividade elétrica, tanto a inicial
quanto total, diminuiu até a embebi¢do por 96 horas, aumentando apods este
periodo até a avaliacdo final (168 horas) (Fig. 5B). Ap6s 96 horas de embebicao
as sementes comegaram a apresentar rupturas no tegumento. Como visto na Fig.
2B, com 96 horas de embebi¢cdo houve diminuicdo do percentual de plantulas
normais, ocorrendo uma dréstica diminuig¢do deste percentual apds esses tempos
de embebicdo, havendo um aumento da condutividade elétrica neste periodo,
como visto na Fig. 5B. O percentual de lixiviagdo de eletrdlitos mostrou que
houve um maior contetido de lixiviado com 4 horas de embebicdo (32,8%)
alcancando os percentuais de 19,2; 18,7; 26,7 ¢ 18,8% nos tempos de 12, 27, 96
e 120 horas de embebicdo, respectivamente, atingindo 55% com 168 horas de
embebicdo.

Armazenamento apds embebicado e dessecagéo

Nao houve diminuicdo da germinacdo (protrusdo radicular) em fungdo
do armazenamento (Fig. 6A, B, C). O percentual de germinagdo manteve-se

sempre acima de 80%, ndo diferindo entre os tratamentos.
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Figura 5. Condutividade elétrica de sementes de Senna multijuga submetidas a embebi¢do em rolo de papel (A) e imersas em agua
(B), e submetidas a secagem até o retorno ao contetido de 4gua inicial. (média + desvio padrdo).
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Figura 6. Percentual de germinacdo, formagdo de plantulas normais e IVG
(média + desvio padrdo) de sementes de Senna multijuga apds diferentes tempos
de armazenamento a diferentes temperaturas. Sementes secas (A, D, G),
sementes embebidas por 12 horas e dessecadas (B, E, H) e sementes embebidas
por 22 horas e dessecadas (C, F, I).

A embebicdo das sementes e a temperatura de armazenamento nao
influenciaram na germinacdo, ndo diferindo da semente seca ou entre as

temperaturas (Tabela s 1 e 2).
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Tabela 1. Efeito de diferentes tempos de embebigdo (horas) sobre o percentual
de germinagdo e de plantulas normais, e indice de velocidade de germinagdo
(IVG) em sementes de Senna multijuga. Média dos diferentes tempos de
armazenamento.

gnigg;)(i)g(;z Germinagao (%) Plantulas normais (%) VG
Oh 97 a 89 a 18,9 a
12h 94 a 74 ¢ 12,2 ¢
22 h 94 a 79b 13,9b

*Letras comparam as médias nas colunas. Letras iguais indicam auséncia de diferengas
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Efeito das temperaturas de armazenamento sobre o percentual de
germinagdo e plantulas normais, e indice de velocidade de germinagao (IVG) em
sementes de Senna multijuga. Média dos diferentes tempos de armazenamento.

Temperatura de Germinagao (%) Plantulas normais (%) IVG
5°C 96 a 86 a 15,0
-18°C 3 a 71b 13,7b
20 °C 96 a 86 a 16,4 a

*Letras comparam as médias nas colunas. Letras iguais indicam auséncia de diferengas
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo a formacdo de plantulas normais, as sementes secas
mantiveram o percentual estavel ao longo do armazenamento, nas diferentes
temperaturas. Para as sementes que foram hidratadas e submetidas a dessecagdo
o armazenamento a -18 °C mostrou-se prejudicial, havendo diminui¢ao no
percentual de plantulas normais, enquanto que no armazenamento a
temperaturas acima de zero (5 °C e 20 °C) ndo houve esta diminui¢do (Fig. 6D,
E, F).

A influéncia dos tempos de embebicdo das sementes, com posterior
dessecagdo, e da temperatura de armazenamento sobre o percentual de plantulas

normais € mostrada na Tabela 3. O armazenamento das sementes a -18 °C
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provocou queda na formacdo de plantulas normais nos diferentes tempos de
embebicdo, sendo que as sementes secas armazenadas (sem a embebigdo e
dessecagdo) apresentaram melhor desempenho em todas as temperaturas de

armazenamento.

Tabela 3. Efeito da temperatura de armazenamento (°C) e tempo de embebigdo
(horas) sobre o percentual de plantulas normais de Senna multijuga. Média dos
diferentes tempos de armazenamento.

Tempos de embebigao (h)
Temperatura de armazenamento 0 B B
500 91 aA 80 aC 86 aB
-18 °C 85 bA 63 bC 66 bB
20 °C 91 aA 80 aC 86 aB

*Letras minusculas iguais indicam auséncia de diferengas significativas nas colunas.
Letras maiusculas iguais indicam auséncia de diferengas significativas nas linhas, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O armazenamento das sementes a -18 °C apresentou os menores
percentuais de plantulas normais, em rela¢do as temperaturas de 5 °C e 20 °C.
Ao final do armazenamento (240 dias), o percentual de formagdo de plantulas
normais na temperatura de -18 °C foi de 68% enquanto que nas temperaturas de
5°C e 20 °C foi de 92% (Tab. 4).

O IVG das sementes apds o armazenamento nas diferentes condigdes €
mostrado na figura 8. As sementes secas apresentaram maiores valores de IVG
em relagdo as sementes embebidas por 12 e 22 horas, e posteriormente secas
(Fig. 6G, H, I; Tab. 1).

Em relagdo a temperatura, o armazenamento a -18 °C teve o menor valor
de IVG (Fig. 6G, H, I; Tab. 2). O tempo e a temperatura de armazenamento
influenciaram a velocidade de germinagdo das sementes (IVG), com o menor

IVG sendo observado apds 240 dias de armazenamento a -18 °C (Tab. 4).
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Tabela 4. Efeito do tempo e temperatura de armazenamento (°C) sobre o
percentual de plantulas normais e indice de velocidade de germinagdo (IVG) em
Senna multijuga.

Tempo de Plantulas normais (%) IVG
armazenamento Temperatura (°C) Temperatura (°C)
(dias)
5 -18 20 5 -18 20
0d 75eA  T5bA  75eA 13,6aA 13,6 aA 13,6 bA
60d 79dB  78aB  90bA  14,8aA 14,2 aA 17,3
90d 92bA  67c¢cB  92aA 15,6aA 14,5aA 17,6 aA
180 d 89cA  67c¢cC 85dB 152aA 13,6aA 16,1
240d 94aA  68cC  87c¢cB 158aA 12,4aB 17,3

* Letras minusculas iguais indicam auséncia de diferencas significativas do tempo de
armazenamento nas diferentes temperaturas de armazenamento, e¢ letras maitsculas
iguais indicam auséncia de diferencas significativas entre as temperaturas de
armazenamento, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

O padrio de embebicdo de sementes secas, de acordo com Bewley
(1997), ¢ trifasico, com uma rapida absorcdo inicial (fase 1) seguida de uma fase
plato (fase II) e com novo aumento do conteido de agua com a protrusao
radicular, constituindo a fase III. Este padrdo foi observado para a espécie S.
multijuga apds superagdo da dorméncia fisica, apresentando claramente as trés
fases de embebic¢do, corroborando com o descrito por Bewley (1997).

O avanco da germinacgdo resulta na perda da tolerancia a dessecacdo em
sementes anteriormente tolerantes (DASGUPTA; BEWLEY; YEUNG, 1982;
SENARATNA; MCKERSIE, 1983; BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005),
sendo esta sensibilidade relatada primeiramente na radicula (REISDORPH;
KOSTER, 1999; BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005). Isto pode explicar
os danos ocorridos nas radiculas de plantulas de S. multijuga com o aumento da

sensibilidade a dessecacdo nas sementes embebidas e submetidas a dessecacao,
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havendo necrose destes tecidos e também com a expansdo dos cotilédones sem
haver alongamento de eixo embriondrio, evidenciando a tolerancia diferencial a
dessecag@o entre as partes do embrido. Em plantulas de Tabebuia impetiginosa a
necrose e conseqilente morte da radicula apos tratamento com PEG e dessecagdo
nao impediu o crescimento das plantulas, sendo este crescimento compensado
pela producdo de raizes adventicias (VIEIRA et al., 2010), o que ndo foi
observado em plantulas de S. multijuga ao longo do periodo de avaliagao.

A perda da tolerancia a dessecacdo em sementes pode ocorrer antes da
protrusdo radicular ou apés, dependendo da espécie, e varias sdo as mudancas
moleculares e celulares envolvidas neste processo. Com o prolongar da
germinacdo foi observada a diminuicdo da sintese de DNA, RNA e proteina
durante a fase sensivel a dessecagdo em sementes de Phaseolus vulgaris
(DASGUPTA; BEWLEY; YEUNG, 1982) ¢ a perda da integridade do DNA e o
desarranjo dos microtibulos nas células da radicula de plantulas de Medicago
truncatula (FARITA et al., 2005) apds a dessecagdo. Alteragdes no conteudo de
carboidratos (KOSTER; LEOPOLD, 1988; LEPRINCE et al., 1992) e danos
sobre membranas celulares (SARGENT; MANDI; OSBORNE, 1981;
SENARATNA; MCKERSIE, 1983; SENARATNA; MCKERSIE; STINSON
1985; TETTEROO et al.,, 1996) também sdo responsaveis pela perda da
tolerdncia a dessecagdo durante a germinacdo em sementes. Alguns desses
fatores podem ter influenciado na perda da tolerancia a dessecagdo em sementes
de S. multijuga durante a germinagdo, tornando-as sensiveis a dessecacdo antes
da protrusdo radicular. A diminui¢do da velocidade de germinagdo com o
prolongar da embebicdo pode ser relacionada com maiores danos celulares e
moleculares, necessitando de reparos para o inicio da germinacdo.

A perda da tolerancia a dessecagdo das sementes embebidas em rolo de
papel foi relacionada com o alto percentual de formagdo plantulas anormais,

diferentes do que ocorreu pela embebigdo por imersdo em agua, sendo a perda
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da tolerancia a desseca¢do devido a mortalidade das sementes. A baixa
disponibilidade de oxigénio resulta na restrigdo da atividade metabodlica do
tecido vegetal (GEIGENBERGER, 2003), sendo que a tolerancia das sementes a
condicdo de hipoxia varia entre espécies, podendo resistir dias ou poucas horas
(PERATA; ALPI, 1993). Esta diminui¢do do metabolismo pode ter evitado
maiores danos celulares as sementes de S. multijuga embebidas pela imersdo em
agua, suportando a secagem apds maiores tempos de embebi¢do, em comparagdo
com as sementes embebidas sob condigdes de germinagdo. Na embebigdo por
imersdo em agua as sementes nao atingem a fase Il da embebicdo, mantendo-se
na fase II.

A atividade metabdlica dos tecidos possibilita a formag@o de radicais
livres, devido a problemas no transporte de elétrons na mitocondria, sendo fonte
de elétrons para formacdo e acumulo de radicais livres, levando a danos nos
tecidos intolerantes a dessecagcdo (LEPRINCE et al., 1994; LEPRINCE et al.,
1995; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001). Devido a isso, a
diminui¢do da atividade metabolica pode evitar maiores danos pela dessecagdo
(LEPRINCE et al., 1992; LEPRINCE et al., 1995; PAMMENTER; BERJAK,
1999). Leprince et al. (1995) concluiram que a exposi¢do de sementes a baixas
concentragdes de oxigénio proporcionam menor acimulo de radicais livres e
consequentemente menores danos em tecidos intolerantes a dessecag@o. Danos
oxidativos em tecidos intolerantes a dessecacdo resultam na alteracdo estrutural
da membrana celular e perda da semi-permeabilidade, originados por condicdes
de estresse, que promovem a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(SENARATNA; MCKERSIE; STINSON, 1985; SENARATNA; MCKERSIE;
STINSON, 1987; LEPRINCE et al., 1994; LEPRINCE et al., 1995; BAILLY,
2004).

Durante o inicio da embebicdo a lixiviagdo dos compostos celulares

ocorre mais rapidamente, diminuindo com o avango da embebi¢do (SIMON;
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HARUN, 1972; POWELL; MATTHEWS, 1981), como visto durante a
embebi¢do das sementes de S. multijuga apos embebigdo e secagem. Diversas
alteragdes ocorrem nas sementes durante a perda da tolerdncia a dessecagdo,
sendo a perda da integridade de membranas crucial para a desestruturagdo
celular e conseqliente morte (SARGENT; MANDI; OSBORNE, 1981). O
aumento da condutividade elétrica apds 96 horas de imersdo das sementes de S.
multijuga em agua pode ser devido a maior desestruturagdo das membranas
celulares, pois neste periodo as sementes comegaram a apresentar rupturas no
tegumento, revelando maiores danos a semente.

Sementes ortodoxas com baixo conteudo de agua suportam o
armazenamento a longos periodos (ROBERTS, 1973), sendo o armazenamento a
-18 °C e com conteudo de 4gua das sementes abaixo de 10% considerado
eficiente para conservacdo de germoplasma (GENEBANK STANDARDS,
1994; PRITCHARD; DICKIE, 2003). Para S. multijuga, o armazenamento das
sementes secas (-10% de umidade) a -18 °C até oito meses ndo teve efeitos
deletérios, mas apresentou danos para as sementes embebidas e posteriormente
secas (Fig. 7). Estas sementes podem ter perdido as caracteristicas que a faziam
suportar temperaturas extremamente baixas, perdendo o comportamento
ortodoxo em curto periodo de tempo durante o armazenamento, com diminui¢ao
a armazenabilidade em temperaturas abaixo de zero (ELLIS; HONG;
ROBERTS, 1990; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1991; HONG; ELLIS, 1992;
PRITCHARD; DICKIE, 2003). Esta mudan¢a de comportamento em relagdo ao
armazenamento apos embebi¢do e secagem foi relatada por Hong; Ellis (1992)
com sementes ortodoxas. Comportamento semelhante durante a dessecagdo e
armazenamento foi observado para sementes de Coffea arabica, Carica papaya
e Elaeis guineensis, sendo classificadas como intermediarias (ELLIS; HONG;
ROBERTS, 1990; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1991). Com a embebicdo, as

sementes quiescentes secas retornam rapidamente sua atividade metabolica
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(BEWLEY, 1997) e o retorno das sementes embebidas a condi¢do seca diminui
a armazenabilidade, havendo alteragdo no comportamento das sementes ao
armazenamento. A embebic@o e posterior dessecagdo também influenciaram no
vigor das sementes de S. multijuga armazenadas, pois mesmo ndo afetando a
germinagdo das sementes (protrusdo radicular) reduziu o IVG com a embebigdo
e dessecacdo.

Conclui-se que as sementes de S. multijuga apresentam sensibilidade a
dessecagdo anterior a protrusdo radicular, com a extensdo da tolerdncia a
dessecagdo sendo relacionada com o estado metabdlico da semente. A
embebicdo e dessecacdo modificam as caracteristicas das sementes, perdendo
vigor e fazendo com que elas deixem de se comportar como ortodoxas ao longo

do armazenamento.
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