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REINDUCAO DA TOLERANCIA A DESSECACAO EM SEMENTES DE Bauhinia
forficata LINK (FABACEAE)

RESUMO: Bauhinia forficata Link é uma espécie arbérea de interesse medicinal e
agrondmico. Devido a importancia da espécie objetivou-se avaliar caracteristicas da
germinacao de B. forficata, bem como a capacidade desta espécie em manter a tolerancia
a dessecacdo apds a germinacdo. Os resultados indicam B. forficata como uma espécie
com capacidade de reinducao de tolerancia a dessecagao. Através de eletromicrografias
de varredura foi possivel entender os efeitos positivos de uma secagem lenta em
sementes germinadas. Conclui-se entdo que B. forficata possui capacidade de re-inducao
de tolerancia a dessecagao com até 4mm de comprimento de radicula, quando tratada
com solucdo de PEG a -1,4MPa.

REINDUCTION OF DESICCATION TOLERANCE IN SEEDS OF Bauhinia
forficata LINK (FABACEAE).

ABSTRACT: Bauhinia forficata is a tree with medicinal and agronomic interest. Due
to the importance of the species, the work aimed to evaluate some characteristics of
germination of B. forficata and estimate its capacity to maintain the desiccation tolerance
after the germination. The results indicate that B. forficata is a species with capacity to
reinduction of the desiccation tolerance. The scanning electron micrographs show the
benefits of slow drying in germinated seeds. In conclusion, B. forficata is a species with
capacity to reinduction to desiccation tolerance until 4mm of radicle, when subjected to
treatment using PEG -1,4MPa.
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INTRODUCAO
A d4gua, como fator fundamental da

sobrevivéncia de tecidos vivos, participa dos eventos
metabdlicos relacionados a manutencdo da viabilidade
de sementes. Em relagdo a 4gua, sementes ortodoxas
possuem capacidade de tolerancia a dessecacdo. Esta
capacidade de tolerancia a dessecacio indica que o tecido
podera sofrer dessecacdo e manter seus tecidos vivos
mesmo apos a perda de 80 a 90% da 4gua protoplasmica
(HOEKSTRA et al., 2001).

Durante o processo de germinacao, sementes
ortodoxas perdem gradualmente a tolerancia a
dessecacgao. Quando ocorre a protusado radicular, a nova
plantula é sensivel a dessecagao, e pode sofrer danos
irreversiveis em caso de escassez de agua. A radicula
€ a primeira estrutura do vegetal a perder a tolerancia
a dessecacao, o que ocorre logo apds a sua protrusao
(BUITINKet al., 2003).

Bauhinia forficata, conhecida popularmente
como pata de vaca e pertencente a familia Fabaceae —
Caesalpiniaceae, produz sementes classificadas como
tolerantes a dessecacdo (MEDEIROS; EIRA, 2006).
Apesar de seu interesse medicinal e importancia, ja
comprovados cientificamente (CUNHA et al., 2010), os
estudos das caracteristicas das sementes desta espécie
sao limitados. O que se sabe é que a produciao de
sementes é baixa, os indices de predacao e imaturidade
sao altos, e trata-se de uma espécie ameacada de
extincao no bioma Caatinga (SILVA et al., 2003).

Assim, visando aprofundar o conhecimento
sobre as sementes de B. forficata e entender melhor
os fatores que governam os processos de tolerancia a
dessecacgao objetivou-se com este trabalho estabelecer
protocolos de reinducdo de tolerancia a dessecagao
em sementes germinadas de B. forficata, assim como
determinar aspectos estruturais e bioquimicos que
estejam relacionados com o processo de perda de
tolerancia apds a germinagao.

MATERIAL E METODOS

Coleta: As sementes de B. forficata foram coletadas
de individuos no cerrado de Boa Esperanca, localizada
no sul de Minas Gerais (21°05’ S e 45°35' O). Apds
a coleta, procedeu-se o beneficiamento manual,
descartando-se as sementes predadas. As sementes
viaveis foram mantidas sob temperatura ambiente até
atingir 20% de teor de agua.
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Curva de embebicao e secagem: foram utilizadas
quatro repeticoes de |10 sementes cada, mecanicamente
escarificadas. Durante as primeiras sete horas, as
sementes foram pesadas de hora em hora, e as
subsequentes pesagens foram feitas de oito em oito
horas, até 100 horas. Apds esse periodo o material foi
transferido para placas de Petri contendo soluciao de PEG
a -1,4 MPa para controlar a perda de 4gua em ambiente
com potencial hidrico conhecido. As sementes foram
retiradas da solucio, secas superficialmente com papel
toalha, e pesadas em intervalos de 24 em 24 horas, até 72
horas. Apés esse periodo as sementes foram trasnferidas
para recipientes contendo silica a 20% de umidade.
A umidade da silica foi controlada utilizando-se um
termohigrometro da ICEL® HT208, e as pesagens foram
feitas até o material retornar a 20% de umidade inicial.

Reinducao da tolerancia a dessecacao: Para os
testes de germinacdo foram utilizadas as seguintes
condicbes: placa de Petri com dupla camada de
papel Germitest® umidecido com 4 mL de H,O
destilada, mantidas em camara de germinacao do
tipo Mangesdorf, a aproximadamente 30(*2)°C e
luz constante. As sementes foram desinfestadas de
acordo com Souza (2009). Apés a protrusao radicular,
foram selecionadas sementes germinadas com
radiculas de |, 2, 3 e 4 mm de comprimento, medidas
com o auxilio de um paquimetro. As sementes com
os comprimentos de radicula selecionados foram
ditribuidas em quatro tratamentos de secagem. Para
o tratamento |, quatro repeticoes de 20 sementes
de cada comprimento radicular foram submetidas a
dessecagao em silica gel (20% de umidade) conforme
metodologia descrita por Faria et al. (2005). O grau
de umidade das sementes foi monitorado utilizando-
se de pesagens em balanca analitica até que as
sementes apresentassem 20% de teor de agua. Os
tratamentos 2, 3 e 4 consistiram de pré-incubacao
em solucdes de PEG 6000 a -1,4; -1,7 e -2,0 MPa,
com quatro repeticdoes de 20 sementes cada. Apds
72 horas de pré-incubacédo nas solugdes, as sementes
germinadas foram submetidas a secagem em silica,
conforme descricdo acima, até atingirem 20% de teor
de agua. Apds a secagem, as sementes foram postas
em condicdes 6timas de germinacao para verificar
a retomada do crescimento e desenvolvimento das
plantulas. As sementes germinadas que reassumiram
o crescimento da radicula foram consideradas
tolerantes a dessecacao, segundo descricao de Buitink
et al. (2003). Nesse experimento também foram

CERNE | v. 21 n. 4 | p. 579-586 | 2015



RODRIGUES et al.

contabilizadas as sementes com morte da raiz primaria
e posterior desenvolvimento de raizes adventicias.

Composicao quimica: Foram utilizadas sementes
germinadas, sem tegumento, com radiculas de
comprimentos de 2, 3 e 4 mm de comprimento.
O teor de amido das sementes foi determinado
segundo o método descrito por McCready et al.
(1950). Os aclcares totais extraidos pelo método
de Lane-Enyon (AOAC, 1990) e determinados por
Nelson (1944); e a fragao protéica foi determinada
pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 1990).
Os lipideos foram quantificados pela metodologia

descrita na AOAC (1990).

Microscopia Eletréonica de Varredura: neste
ponto foram utilizadas sementes nao germinadas,
germinadas, germinadas com posterior secagem em
silica, germinadas e incubadas em PEG -1,4MPa por
72h, e germinadas, incubadas em PEG -1,4MPa por
72h e posteriormente secas em silica. Os tratamentos
descritos foram fixados em solucao Karnovsky,
criofraturados | mm do apice radicular, lavados em
tampdo cacodilato, poés-fixados em tetréxido de
6smio a 1%, desidratados em gradientes progressivos
de acetona, levados ao aparelho de ponto critico
(Bal-Tec), metalizados em evaporador de ouro (Bal-
Tec) e observados em microscépio de varredura
modelo LEO Evo40 XVP Para cada tratamento foram
utilizadas 5 sementes.

Reinducao da tolerancia a dessecacao combinada
com ABA: foram testadas trés concentracoes de ABA
(I, 10 e 100 mM), em conjunto com PEG -1,4 MPa.
Como controle foi utilizada solucao de PEG -1,4 MPa.
Todo o protocolo seguiu os mesmos passos citados
no item anterior. Foram utilizados nesse teste 4
repeticoes de 20 sementes cada.

Analise estatistica: o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) foi utilizado para os testes de
germinagao e secagem. Os dados obtidos em cada
teste foram submetidos aanalise de variancia (ANAVA),
sendo as médias dos dados de reinducao de tolerancia
a dessecacdo comparados pelo teste de Skott Knott, e
os referentes a composigao quimica comparados pelo
teste de Tukey, ambos a 5% de significancia. Todas
as analises foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 1999).

CERNE
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura | estdo representados os resultados
referentes a percentagem de sobrevivéncia da raiz
primaria. As sementes germinadas com até 3 mm de
comprimento, secas diretamente em silica, apresentaram
retomada de crescimento da raiz primaria em baixas
proporc¢oes (menos de 20% em sementes germinadas
com 3mm de radicula). Em relacdo aos métodos de
secagem empregados, o PEG a -1,4 MPa foi o que

apresentou resultados mais promissores.
100

EEE Silica

ZZ PEG-1,4MPa
=== PEG -1,7MPa
PEG -2,0MPa

% de sobrevivéncia da raiz primaria

Comprimento da raiz primaria

FIGURA | Porcentagem de sobrevivéncia da raiz primaria
de B. forficata com reinducdo de tolerancia a
dessecacdo apés secagem em silica, e pré-secagem
em PEG -1,4 MPa, PEG -1,7 MPa e PEG -2,0 MPa.
As letras mailsculas comparam as metodologias de
secagem e as minusculas os tamanhos das radiculas
dentro de cada tipo de secagem. As barras indicam
o erro padrao das médias.

FIGURE | Percentage of survival of the primary root in B.
forficata considering reinduction of desiccation
tolerance after dried in silica, and pre-dried in
PEG -1.4 MPa, PEG -1.7 MPa and PEG -2.0 MPa.
Uppercases represent the drying methods and
lowercases the size of roots. The bars indicate the
standard error of the averages.

Sementes germinadas tendem a perder
a tolerancia a dessecacdo, e caso o processo de
germinagdo ocorra em condicdes ambientais adversas,
tal como periodos de seca, as plantulas caminham para
um processo de morte do meristema radicular (HONG;
ELLIS, 1992; BUITINK et al., 2003). Entretanto, ja foi
obtido sucesso no reestabelecimento da tolerancia a
dessecagao em sementes germinadas, em espécies como
Tabebuia impetiginosa (VIEIRA et al., 2010) e Medicago
trunculata (BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005).

Quanto mais negativo for o potencial osmético
da solucao, mais rapida sera a perda de agua na radicula.
Se a secagem ocorrer de forma lenta e sob condicbes
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ideais, as possibilidades de ocorrer a retomada do
desenvolvimento sem danos a radicula sao maiores. A
secagem lenta também propicia maior homogeneidade
na perda de agua, proporcionando um tempo adequado
e necessario para que ocorra nas sementes germinadas a
sintese de novo de moléculas e substancias que atuam na
protecao dos tecidos durante a secagem (VIEIRA et al.,
2010). As espécies que mantém a tolerancia a dessecacao
apés a germinagao até determinado comprimento
radicular (no presente trabalho 4mm), tém caracteristica
de adaptacao ao estresse (DAWS et al., 2007). Guimaraes
e colaboradores (201 1) demonstraram a incapacidade
de reinducido de tolerancia a dessecacdo em sementes
ortodoxas de Peltoforum dubium, o que indica que esta
caracteristica de reinducao a tolerancia é intrinseca a
algumas espécies que podem ser caracterizadas como
mais resistentes a ambientes com excassez de agua.

Na Figura 2, estdo apresentados os dados de
retomada do crescimento da raiz primaria e morte da raiz
primaria com aparecimento de raizes adventicias. A raiz
adventicia foi visualizada apenas quando as sementes foram
secas diretamente em silica, sem prévia incubacdo em PEG.
A condicao de reeinducao de tolerancia a dessecacao s6 é
considerada quando a raiz primaria mantém sua viabilidade.
Mas o aparecimento de raizes secundadias indica que a
espécie em questao, mesmo quando em condicoes de
secagem rapida, como a que ocorre na silica, € capaz de
retomar o processo de desenvolvimento da plantula. Apesar
do foco do presente trabalho ser a reindugao de tolerancia
a dessecacao, o fato da espécie manter o crescimento
mesmo apods a morte da raiz primaria confirma seu alto grau
de tolerancia a dessecagdo, tonando a espécie em questio
um interessante modelo para futuros estudos.

50 MR Raiz primiria
Raiz adventicia

% de radiculas que retomaram o crescimento

1mm 2mm 3mm 4mm

Comprimento da raiz

FIGURA 2 Percentagem de radiculas de B. forficata que
retomaram o crescimento da raiz primaria e
com desenvolvimento de raiz adventicia apés a
secagem direta em silica. Barras indicam o erro
padrao das médias.

FIGURE 2 Percentage of germinated seeds of B. forficata
which resumption the growth of primary root and
developed adventitious root after drying in silica.
Bars indicate the standard error of the averages.
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Pela curva de secagem (Figura 3) é possivel
observar como ocorre a embebigdo em 4gua e a secagem
em PEG -1,4 MPa, com posterior secagem em silica.
Durante as 72 horas de incubacdo em PEG -1,4 MPa,
houve perda de aproximadamente 15% do contetido de
agua. Na secagem em silica observou-se perda de 35% de
agua em aproximadamente o mesmo periodo de 72 horas.

Tempo de secagem (h)

100 129 148 176 204 220

25 25

—— g de H,0 na embebigio

—a— g deH,0 na secagem
20 4

Teor de H,O

05 4

0.0 T T T T T 0.0

Tempo de embebigio(h)

FIGURA 3 Curva de embebicédo e secagem de B. forficata. As
barras indicam o erro padrao das médias. PEG-
polietilenoglicol; Si- silica.

FIGURE 3 Imbibition and drying curve of B. forficata. The bars
indicate the standard error of the averages. PEG-
polyethyleneglycol, Si-silica.

A secagem em silica leva a diminuigdo do
conteudo de agua de forma rapida, conforme observado
na curva de secagem. Essa perda, em um curto periodo,
pode acarretar danos nas fungdes celulares, e impedir
a sintese de compostos que atuem na preservacao
dos tecidos. Esses danos, quando causados no sistema
radicular, podem alterar a absorgao de agua e nutrientes.
Ja a secagem em PEG retira a agua de forma lenta e
em baixas quantidades, possibilitando mudancas na
bioquimica da semente que podem atuar na porcentagem
de sobrevivéncia da espécie.

Na Tabela | estdo representados as quantidades
de proteinas, lipideos, aglicares e amido das sementes
germinadas de B. forficata. Nao foi possivel observar
nenhum padrao que possa ser correlacionado com a
tolerancia a dessecacdo da espécie em questao. Com
excessao dos lipideos, as outras moléculas estudadas nao
apresentaram padrao linear. Organismos com capacidade
de tolerancia a dessecacao apresentam mecanismos
regulatérios na composicao quimica que podem conferir
maior tolerancia a secagem, como por exemplo a presenca
de agucares e proteinas que interagem com a membrana
plasmatica e evitam sua desestruturacado durante o
processo de desidratacio. Além disso, alguns estudos
tém gerado entendimento acerca da regulagdo negativa
do metabolismo, a presenca de compostos anfifilicos nas
membranas e a imobilizacao do citoplasma gerando uma
matriz estavel multicomposta (HOEKSTRAet al, 2001).
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TABELA | Teores de proteinas, lipideos, amido e aglcares
totais em sementes germinadas com 2, 3 e 4mm de
comprimento de radicula. Os compostos organicos
estao expressos em g/100g de massa seca, e a
estatistica refere-se as colunas.

Levels of proteins, lipids, starch and sugar in
germinated seeds with 2, 3 and 4mm length of
radicle. Organic compounds are expressed in g/100
g dry weight, and statistics refer to the columns.

TABLE |

Comprimento Proteina Lipideo Amido Acucar Total
2 mm 22,8¢ 8,9° 7,9 4,1®
3 mm 27,32 8,7° 8,22 3,8°
4 mm 24,2° 9,62 6,6° 4,32

Na Figura 4 encontram-se as eletromicrografias
eletrdnicas de varredura do apice do embriao de sementes
de B. forficata. Sementes nao germinadas e sem embebicao
representam o controle (4A). Nesta figura podem ser
observados graos de amido e depressdes que poderiam
estar ocupadas anteriormente por graos de amido. Durante
a criofratura, esses graos podem ter se deslocado deixando
um espaco vazio, representado pelos espacos escuros na
figura. Observa-se também que o contetdo citoplasmatico
e a membrana plasmatica encontram-se bem estruturados,
bem como as paredes celulares. Na Figura 4B a seta indica
o contetdo citoplasmatico apés a embebicao, mostrando
que a parede celular estd bem estruturada. Na Figura
4C é possivel observar que algumas células apresentam
o conteido citoplasmatico retraido, porém com a
manutengao da forma da parede celular.

K «m

3‘
P&O..#f.& e

FIGURA 4 Eletromicrografias de varredura do apice radicular
de B. forficata. A- antes da germinacio; B e C- apés a
germinagio D- ap6s secagem direta em silica até 20%
de umidade; E- apés incubacao em PEG -1,4 MPa; F-
incubacido em PEG -1,4 MPa com posterior secagem.
PC- parede celular; CC- contetdo citoplasmatico; GA-
graos de amido; C- colapso celular. Barras = 10 um.

FIGURE 4 Scanning Electron Micrographs of the root apex of B.
forficata. A-before germination; B,C- after germination;
D - after drying directly in silica; E - after incubation
in PEG -1.4 MPa; F- incubation in PEG -1.4 MPa with
further drying. PC-cell wall; CC-cytoplasmic content;
GA-starch grains; C-cell collapse. Bars = [0 mm.
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Na Figura 4D o conteldo celular encontra-se
retraido e a parede celular apresenta-se desuniforme.
Todas as radiculas analisadas apds secagem direta em
silica (4D) apresentavam o contetido celular retraido.
Apds a incubacao em PEG -1,4 MPa (Figura 4E), as
células assumem uma conformacao parecida com as
células das sementes germinadas. Apds a secagem em
silica, precedida de incubacdo em PEG -1,4 MPa (Figura
4F), a conformacdo das células também se encontra
préxima a de uma semente nao germinada, porém,
sem a presenca de graos de amido, ou depressoes
que indiguem que os mesmos estavam presentes na
estrutura da radicula. A manutencao da integridade das
membranas e paredes celulares durante a dessecagao
é essencial para garantir a subsequente e ordenada
reestruturagao celular durante a embebigao e retomada
do crescimento e desenvolvimento vegetal (SUN, 2002),
além de contribuir para minimizar as perdas de solutos
durante a reestruturagado da membrana plasmatica.

NaFigura5, observa-se ainfluéncia de diferentes
concentragoes de ABA juntamente com PEG -1,4 MPa
durante a reinducao de tolerancia a dessecacao. Para as
trés concentragdes testadas, observou-se decréscimo
significativo na percentagem de radiculas que retomaram
o crescimento apds a secagem. Nao foi observado um
padrao linear nas diferentes concentracoes de ABA,
sendo que a concentracido de |0m foi a que apresentou
os menores valores.

100
Aa M PEG+ABA 100mM
- EEN PEG+ABA 10mM
E 504 I aa  HEE PEGGABA ImM
£ FZZ1 PEG -1,4 MPa
I S
=
=
E ool
3
2
2 Ba Ab
£
Z 404 Ba
H] Aa
=
& Bb
£ c
g = Bb
2mm 3mm 4mm

Diferentes tamanhos de radicula

FIGURA 5 Porcentagem de sobrevivéncia da raiz primaria em
funcdo de diferentes solucdes (PEG -1,4MPa +
ABAI00mM; PEG -1,4MPa + ABA10mM; PEG -1,4MPa
+ ABAImM; PEG -1,4MPa) na reinduco de tolerancia
a dessecagdo. As letras mailisculas comparam os
tratamentos, e as minUsculas os tamanhos das radiculas.
As barras indicam o erro padrao entre as médias.

FIGURE 5 Percentage of survival of the primary root in different
solutions (PEG -1.4 MPa + ABAIOOuM, PEG -1.4 MPa
+ ABAIOuUM, PEG -1.4 MPa+ ABAIuM, PEG -1.4
MPa) in reinduction of desiccation tolerance. Uppercases
compare treatments and lowercases compare the
size of roots. The bars indicate the standard error
between means.

583



CERNE

Martins (2009) reporta que durante a
incubacdo de sementes de T. impetiginosa em PEG
ocorre a sintese de ABA, fitormoénio relacionado
com a ativacdo de varios mecanismos protetores
contra a dessecacao, dentre eles, o relaxamento da
membrana celular, que aumenta a possibilidade de
reducao do volume citoplasmatico sem a ocorréncia
de danos ultraestruturais (CREELMAN; MULLET,
1991). Sreedhar et al. (2002) constatou que os
embrides somaticos de Medicago sativa somente se
mostraram tolerantes a dessecagdao e mantiveram
a membrana celular integra quando tratados com
ABA. Quando se utiliza ABA exdgeno, as respostas
podem diferenciar de acordo com a espécie estudada
(VIEIRA et al., 2010).

CONCLUSOES

Conclui-se entao que as sementes de B.
forficata toleram a dessecagao apds a germinacao com
até 4mm de comprimento, porém essa tolerancia
dependendera de tratamentos, sendo a solucido de
PEG a -1,4MPa a mais indicada entre as testadas no
presente trabalho. Nao se recomenda a secagem em
ambientes contendo silica, visto a baixa sobrevivéncia.
As eletromicrografias sao um bom indicador de
como a estrutura pode influenciar na tolerancia
a dessecacdo. As analises de proteinas, lipideos,
aclcares e amido nao mostram padrodes suficientes
para inferéncias sobre a tolerancia a dessecacdo, bem
como o uso de ABA que foi ineficiente para reinducao
de tolerancia a dessecacao.
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