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RESUMO

Durante a fase final de formacédo, as sementes ortodoxas adquirem tolerancia a dessecacéo,
que as permitem suportar a secagem no processo de maturacdo. A tolerancia a dessecacao
permite que as sementes passem por ciclos de hidratacdo e desidratacdo que podem ou nédo
reduzir sua capacidade germinativa. Esse trabalho teve como objetivo compreender quais 0s
mecanismos bioquimicos e fisioldgicos das sementes de Handroanthus heptaphyllus (Vell.)
Mattos, estdo envolvidos na tolerancia a dessecacdo em resposta aos ciclos de hidratacédo e
desidratacdo em diferentes tempos da embebicdo. Para isso, as sementes foram embebidas
durante 10 horas (tempo X) e 35 horas (tempo Y) e posteriormente desidratadas por 12 horas
(retorno ao peso inicial fresco) progressivamente durante quatro vezes (constituindo os ciclos
de hidratacdo e desidratacdo, HD). Foram avaliados parametros germinativos (porcentagem
de germinacdo, indice de velocidade de germinacgdo) e bioquimicos (niveis de carboidratos,
proteinas, aminoacidos e H,0) e atividade do sistema antioxidante enzimatico nas sementes
no final da ultima reidratacdo de cada ciclo (catalase, superdxido dismutase, ascorbato
peroxidase e glutationa redutase). Os mesmos parametros bioquimicos, além de parametros de
acumulo de biomassa (altura, comprimento da raiz, nimero de folhas, massa seca da parte
aérea e da raiz) e pigmentos fotossintéticos, foram avaliados nas plantulas aos 60 dias.
Verificou-se que os ciclos e os tempos influenciam na germinacdo e na bioquimica das
sementes. Sementes que passaram pelo tempo X tiveram sua germinacdo reduzida até o
quarto ciclo, danos a membrana e acumulo de agUcares sollveis, ndo redutores, aminoacidos e
prolina principalmente apds o primeiro ciclo HD (1HD). Ciclos HD aplicados durante o
tempo Y uniformizaram e aceleraram a germinacdo nos dois primeiros ciclos, néo
apresentando dano a membrana, mas acumulando acUcares solUveis ndo redutores,
aminoacidos e prolina, porém, em menores niveis que os observados nos ciclos do tempo X.
As plantulas provenientes de sementes que passaram por algum ciclo apresentaram maior
comprimento da raiz, com aumento dos teores de clorofila a, total e carotenoides. Maiores
concentracdes de agucares solUveis nao redutores, com acumulo de prolina foram observadas
ap6s 4HD em ambas os tempos. Conclui-se que ciclos de HD no tempo X sdo mais
prejudiciais a germinacdo das sementes e se tornam mais severos com a progressao dos ciclos.
No entanto, os ciclos HD durante o tempo Y adiantaram e sincronizaram a germinacao das
sementes. A passagem pelos ciclos, independente do tempo aumentou as concentracdes de
acucares soltveis ndo redutores e de prolina, o que conferiu tolerdncia a dessecacdo as
sementes. A presenca desses metabolitos em elevadas concentracBes também nas plantulas
sugere que uma resposta ao estresse foi passada das sementes que passaram por ciclos HD
para as plantulas.

Palavras-chave: Bignoniaceae, fase de embebicédo, ipé-rosa, semente ortodoxa, tolerancia a

dessecacdo.



ABSTRACT

During the final stage of formation, orthodox seeds acquire tolerance to desiccation, which
allows them to withstand drying in the maturation process. Tolerance to desiccation allows
the seeds to undergo hydration and dehydration cycles that may or may not reduce their
germination capacity. This work aimed to understand the biochemical and physiological
mechanisms of the seeds of Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, are involved in
desiccation tolerance in response to hydration and dehydration cycles at different imbibition
times. For this, the seeds were soaked for 10 hours (time X) and 35 hours (time Y) and
subsequently dehydrated for 12 hours (return to initial fresh weight) progressively for four
times (constituting the hydration and dehydration cycles, HD). Germinative parameters
(percentage of germination, germination speed index) and biochemical parameters (levels of
carbohydrates, proteins, amino acids and H,O;) and activity of the enzymatic antioxidant
system in the seeds at the end of the last rehydration of each cycle (catalase, superoxide
dismutase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase). The same biochemical
parameters, in addition to biomass accumulation parameters (height, root length, number of
leaves, dry mass of aerial part and root) and photosynthetic pigments, were evaluated in
seedlings at 60 days. It was found that cycles and times influence seed germination and
biochemistry. Seeds that passed through time X had their germination reduced until the fourth
cycle, damage to the membrane and accumulation of soluble, non-reducing sugars, amino
acids and proline mainly after the first HD cycle (1HD). HD cycles applied during time Y
standardized and accelerated germination in the first two cycles, showing no damage to the
membrane, but accumulating soluble non-reducing sugars, amino acids and proline, however,
at lower levels than those observed in the cycles of time X. Seedlings from seeds that have
gone through some cycle had a longer root length, with increased levels of chlorophyll a, total
and carotenoids. Higher concentrations of soluble non-reducing sugars, with accumulation of
proline were observed after 4HD at both times. It is concluded that HD cycles in time X are
more harmful to seed germination and become more severe with the progression of the cycles.
However, HD cycles during time Y advanced and synchronized seed germination. The
passage through the cycles, regardless of time, increased the concentrations of soluble non-
reducing sugars and proline, which gave tolerance to desiccation of the seeds. The presence of
these metabolites in high concentrations also in the seedlings suggests that a stress response
was passed from the seeds that passed through HD cycles to the seedlings.

Key words: Bignoniaceae, imbibition phase, ipé-rosa, orthodox seed, desiccation tolerance.
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1. INTRODUCAO

As sementes de espécies nativas de ambientes tropicais, ao serem dispersas, estdo
naturalmente sujeitas a periodos de secas sazonais, 0 que as expde a ciclos de hidratacdo e
desidratacdo que ocorrem no solo. A hidratacdo descontinua é um processo natural que pode
induzir uma melhora na germinagdo das sementes e no estabelecimento das pléantulas. A
capacidade das sementes de tolerarem desidratacdo progressiva apds a dispersao representa
uma adaptacdo importante na evolucdo de plantas terrestres, a qual permite a producdo de
propagulos resilientes e garante a sobrevivéncia da espécie frente a estresses ambientais
(CUMING, 1999).

A hidratacdo seguida de desidratacdo pelas quais as sementes passam promovem
ajustes metabdlicos que confere mudancas bioquimicas e fisiologicas que podem favorecer a
longevidade e persisténcia, garantindo uma germinacdo mais acelerada, uniforme e
sincronizada (BRUCE et al., 2007; LONG et al., 2011). Além disso, ciclos de hidratacdo e
desidratacdo podem garantir maior tolerancia a estresses diversos em sementes e plantulas.

A industria agricola desenvolveu uma técnica semelhante aos ciclos de hidratacéo e
desidratacdo (HD) aos quais as sementes das espécies nativas estdo sujeitas no ambiente,
denominada priming, com o objetivo de induzir artificialmente uma germinagdo uniforme e
otimizada (LOPEZ-URRUTIA et al., 2014). Dentre as técnicas de priming utilizadas, o
hidropriming é a mais simples e de baixo custo tecnoldgico, por usar apenas agua. No
hidropriming as sementes sdo simplesmente embebidas em agua antes da semeadura por um
determinado periodo de tempo antes da protrusdo radicular, seguido por uma secagem
superficial das sementes até seu peso fresco inicial. O hidropriming homogeneiza a
germinacdo, o estabelecimento de mudas, o vigor e a produtividade das colheitas em
melhorando o desempenho das mudas em condicdes Otimas e mais resistentes a estresses
bioticos e abidticos (SHER et al., 2019; SINGH et al., 2020).

Espécies nativas que apresentam ampla distribuicdo territorial em ambientes tropicais,
como Handroanthus heptaphyllus, além dos fatores ambientais, estdo sujeitas a presses
antropicas que produzem um cenario em que as sementes estejam sujeitas a passar mais vezes
por periodos de hidratacdo e secagem. A intensidade e a periodicidade da ocorréncia de
hidratacOes descontinuas podem causar injdrias na germinabilidade das sementes, viabilidade
e longevidade durante o periodo de permanéncia no banco de sementes, reduzindo a
capacidade de estabelecimento das plantulas (LONG et al., 2015).

O estudo das respostas fisioldgicas das sementes apOs passarem por hidratagdes

descontinuas pode elucidar os eventos metabodlicos envolvidos na tolerdncia a dessecacao.
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Hipotetizou-se neste trabalho que sementes de Handroanthus heptaphyllus ativam
mecanismos osmoprotetores e antioxidantes durante ciclos de hidratacdo e desidratacdo
aplicados nas diferentes fases de embebicéo, sem afetar a sua germinabilidade e a capacidade
de estabelecimento de plantula.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar as respostas fisioldgicas das
sementes de Handroanthus heptaphyllus submetidas a hidratacdo descontinua. Os resultados
aqui obtidos contribuem para a compreensdo de quais tipos de mecanismos de protecdo estao
sendo ativados em resposta aos ciclos de hidratacdo-desidratacdo durante diferentes fases de

embebicdo e se essa resposta ¢ mantida durante o estabelecimento das plantulas.

2. REFERENCIAL TEORICO
Sementes ortodoxas adquirem tolerancia a dessecacdo no final do processo de
maturagdo, quando seu teor de &gua € reduzido e o embrido se mantém num estado de
quiescéncia metabdlica por um periodo indeterminado entre a dispersdo e a retomada do
metabolismo durante a embebicdo (BEWLEY & BLACK, 1985). No processo de pos-

dispersdo, as sementes ortodoxas apresentam menor contetdo de &gua, 0 que permite sua
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persisténcia no banco de sementes, geralmente por um periodo de tempo maior do que as
recalcitrantes (BARBEDO & FILHO, 1998; MEDEIROS et al.,2006).

A dispersdo € um dos eventos mais importantes no ciclo de vida das angiospermas, por
ser 0 vinculo entre o final do ciclo reprodutivo e o estabelecimento da plantula (WANG et al.,
2002; COUSENS, DYTHAM & LAW, 2008). As sementes ao serem dispersas no banco,
evitam o ataque de patdgenos e predadores especializados atraidos ou presentes na planta-
mée, reduzem ou previnem a competicdo entre plantulas, garantindo sucesso demografico
espacial onde as sementes possam germinar e se estabelecer, colonizando locais propicios por
meio do recrutamento de novos individuos (ALMEIDA-CORTEZ, 2004; FENNER &
THOMPSON, 2005). Apos serem liberadas da planta-mée as sementes podem germinar
imediatamente ou permanecerem por um periodo indeterminado no solo formando bancos de
sementes (FENNER & THOMPSON, 2005).

Em condigdes naturais, as sementes presentes no solo passam por periodos alternados
de umidade e secagem ocasionados por eventos intermitentes de precipitacdo (BASKIN &
BASKIN, 1982). Ambientes tropicais possibilitam a ocorréncia de microclimas onde ha
periodos de chuva e estiagem sazonais e ocorréncia de precipitacdo no periodo seco, expondo
as sementes a ciclos de hidratacdo e desidratacdo no solo (SKOGLUND, 1992; CAVERS,
1994; CECCON; HUANTE & RINCON, 2006) e o estabelecimento das plantulas. Longos
periodos de estresse hidrico e fatores bidticos como a competicdo com espécies exoticas e
predacdo por animais domesticados constituem fatores que reduzem a sobrevida das plantulas
(FAGUNDES et al., 2018).

Espécies nativas de regiBes tropicais estdo sujeitas a sazonalidade climatica. As
florestas semideciduas que se localizam em regiGes de transicdo com o bioma cerrado
(formacdo savanica) sdo caracterizadas por uma estacdo seca e outra chuvosa. Nas florestas
semideciduais, tem-se uma estacdo marcada por intensas chuvas de verdo, seguida por
estiagem acentuada (Aw) e outra subtropical sem periodo seco (Cwa) (SILVA, ASSAD &
EVANGELISTA 2008; IBGE, 2012; SNIF. 2019).

A familia Bignoniaceae, pertencente a ordem Lamiales, com 827 espécies alocadas em 82
géneros (LOHMANN & ULLOA, 2007), possui distribuicdo predominantemente neotropical
com seu centro de diversidade no Brasil (GENTRY, 1980). Algumas espécies desta familia,
como as do género Handroanthus, apresentam distribuicdo em areas sujeitas a sazonalidade
climatica. A espécie Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos (ipé-rosa) encontra-se na
Lista Vermelha da flora brasileira como pouco preocupante (CNCFlora, 2012), e apresenta

dispersdo das sementes do final da estacdo seca ao inicio da estacdo chuvosa (GRINGS &



12

BRACK, 2011). A intensificacdo da utilizacdo e exploracdo de sua madeira pode levar a um
declinio populacional da espécie. (GRINGS & BRACK, 2011; CNCFlora, 2012), o que a
torna um tema potencial para estudos de preservacdo. O ipé-rosa é uma arvore nativa, cujo
florescimento exuberante é uma das caracteristicas desejaveis no paisagismo, particularmente
para a arborizagdo de ruas e avenidas. E utilizada também para o reflorestamento em terrenos
secos e pedregosos por ser uma espécie secundaria inicial (GRINGS & BRACK, 2011).
Espécies do género Handroanthus tém potencialidade para o reflorestamento (LORENZI,
1992), restauracdo (ZAMITH & SCARANO, 2006) recuperacdo de areas degradadas
(BARROSO et al., 2018) e fitoestabilizacdo de areas contaminadas por zinco (GAIl, SANTOS
& VIEIRA, 2017).

Os representantes dessa familia ocorrem em varios ambientes, desde savanas abertas a
florestas Umidas e perenes (LOHMANN, 2015). Dessa forma, as sementes de H.
heptaphyllus, apds serem dispersas podem estar sujeitas a condi¢fes naturais de deficit
hidrico, bem como por chuvas ocasionais. Assim, é possivel que a longevidade das sementes
seja negativa ou positivamente influenciada por ciclos de hidratacdo-desidratacao resultantes
de eventos intermitentes de hidratacio e secagem (KRANNER & BIRTIC1, 2005; LONG et
al., 2015).

A &gua tem importante papel durante a fase de embebicdo das sementes, pois
possibilita a reidratacdo dos tecidos e reativacdo do metabolismo da semente, iniciando, dessa
forma o processo germinativo (POPINIGIS, 1985; BEWLEY et al., 2013). No processo de
embebicdo de sementes ortodoxas, a entrada de agua obedece a um modelo trifasico. Na Fase
I h& uma absorcdo rapida de agua influenciada pelo potencial métrico da semente, até que
todos os tecidos estejam hidratados. A absorcdo inicial de &gua durante a Fase | €
principalmente um processo fisico, mas as atividades fisioldgicas como respiracdo, sintese de
proteinas e reparo de DNA sdo iniciadas antes de todos os tecidos estarem completamente
hidratados (BEWLEY et al.,, 2013; DEKKERS et al.,, 2015; NONOGAKI, CHEN &
BRADFORD, 2018).

Na Fase Il da embebicdo, a entrada da 4gua é promovida pelo potencial osmotico até a
estabilizacdo pela pressdo de turgor ou potencial de pressdo, atingindo um platd. Nessa etapa
ocorre 0 reparo dos danos ocasionados durante a dispersdo e armazenamento e inicio de
degradacdo de reservas e alongamento da radicula ou eixo embrionario. Alguns mRNAS
armazenados sdo traduzidos, mas a maioria é degradado a medida que novos genes sao
transcritos. Reservas de armazenamento no endosperma micropilar sdo mobilizadas e enzimas

associadas ao enfraquecimento do endosperma e ao crescimento do embrido sdo sintetizadas.
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O embrido desenvolve pressdo de turgor necessaria para romper os tecidos que o revestem
(NONOGAKI; BASSEL & BEWLEY, 2010; BEWLEY et al., 2013).

Com o avango do processo germinativo, a medida que o metabolismo das sementes se
intensifica e as reservas sdo consumidas, os mecanismos de tolerancia a dessecacdo sdo
progressivamente desativados (DEKKERS et al., 2015). A perda da toleréncia a dessecagdo
das sementes vai depender da espécie e da fase de embebicdo onde houve a secagem
(NONOGAKI; BASSEL & BEWLEY, 2010; BEWLEY et al., 2013) , podendo acontecer
antes da protrusdo radicular (PEREIRA et al., 2014) ou ap0s protrusao radicular (BUITINK et
al., 2003; COSTA et al., 2016).

A emergéncia da radicula através do endosperma e da testa marca o final da
germinacdo sensu stricto e o inicio do crescimento da plantula. O (ltimo estagio
(crescimento), a Fase Ill, é marcado pela reabsorcdo da agua pela semente, associada com o
alongamento do eixo embrionario (resultado das divisdes e expans@es celulares), promovendo
a emergéncia da plantula. Na Fase Ill, em certo estdgio de desenvolvimento apés a
germinacdo, as sementes ortodoxas perdem completamente a capacidade de tolerar a secagem
extrema e tornam-se sensiveis a dessecacdo (BEWLEY et al., 2013; DEKKERS et al., 2015;
NONOGAKI, CHEN & BRADFORD, 2018).

A passagem das sementes por ciclos de hidratacdo e desidratacdo funciona como um
priming natural, podendo aumentar sua tolerancia as condigdes de estresse hidrico através da
impressdo de estresse ("memdria a hidratacdo™) por meio de duas estratégias (CHEN &
ARORA, 2013; WOJTYLA et al., 2016). Na primeira estratégia, denominada “ponto inicial
da germinagdo”, as sementes que passaram pelo priming ativam processos fisiologicos
relacionados a germinacdo, levando a uma melhora na germinacdo (CHEN & ARORA, 2013;
WOJTYLA et al.,, 2016). A segunda estratégia ¢ a de “impressdo/tolerancia cruzada ao
estresse” e esta relacionada a exposi¢do ao estresse pré-germinativo (CHEN & ARORA,
2013). Essas duas estratégias juntas constituem a "memoria do priming" que pode ser
recrutada ap6s uma exposicao subsequente ao estresse e medeia maior tolerancia ao estresse
durante a germinacdo (WOJTYLA et al., 2016). O priming de sementes consiste no controle
da hidratacdo das sementes em agua ou em solucdo de baixo potencial osmético para iniciar o
metabolismo de germinacdo sem a protrusao radicular (SHER et al., 2019). Existem varios
tipos de priming de semente, e vérias as substancias que podem ser utilizadas incluindo
hidropriming, halopriming, osmopriming, priming de matriz sélida, biopriming, nutripriming,

hormopriming, nanopriming entre outros (LUTTS et al., 2015; SHER et al., 2019).
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A técnica de hidropriming é utilizada na industria em vérias espécies de interesse
agrondmico e florestal (LOPEZ-URRUTIA et al., 2014). No hidropriming, as sementes s&o
embebidas em agua pura sob temperatura ideal, com ou sem aeracdo e novamente secas para
teor de umidade original antes da semeadura. Este método é econdmico e ecoldgico, pois ndo
h& uso de compostos quimicos adicionais. O hidropriming é usado desde a antiguidade para
preparacdo de sementes, e seus beneficios sdo conhecidos por um muito tempo na pré-
semeadura; no entanto, foi aplicado menos em comparacdo a outras metodologias de
tratamento de sementes (SINGH et al., 2020).

A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo é estabelecida durante a hidratacdo descontinua
(hidropriming natural) onde as sementes apresentam um estagio fisiologico avangado do
desenvolvimento, que confere capacidade de reter alteracdes bioquimicas e fisioldgicas apds
exposicdo subsequente ao estresse. Assim, a aplicacdo do priming desencadeia maior
tolerdncia ao estresse, 0 que ocorre naturalmente na hidratacdo descontinua (BRUCE et al.,
2007; CHEN & ARORA, 2013). A tolerancia a dessecacdo pode ser recrutada posteriormente
guando as sementes sdo expostas a estresses durante a germinacgdo e/ou no estabelecimento de
plantulas garantindo um aumento, velocidade e uniformidade da germinacdo bem como a
producdo de plantulas mais vigorosas (CHEN & ARORA, 2013; LIMA et al., 2018).

A capacidade de tolerar a secagem até um estado minimo de hidratacdo e depois
recuperar a funcdo normal apos a reidratacdo, é encontrada em alguns animais, plantas e
microrganismos, 0 que permite sua sobrevivéncia por longos periodos em condigdes
ambientais estressantes (ALPERT, 2005). Quando a &agua estd restrita, juntamente com
pequenas moléculas intracelulares e solutos (agucares e proteinas) formam uma matriz vitrea
intracelular, assumindo um estado vitreo, no qual a mobilidade de componentes celulares é
interrompida, garantindo a sobrevivéncia (PAGNOTTA & BRUNI, 2006).

Durante a dessecagdo, em sementes quiescentes secas, varias alteracdes podem ocorrer
visando preservar a homeostase celular. O acimulo de acuUcares fornece tolerdncia aos
estresses abidticos para as plantas (SAMI et al., 2016). Entre os agUcares solUveis, 0s ndo
redutores mais abundantes sdo a sacarose ou oligossacarideos da familia da rafinose (WANG,
PATRICK; RUAN & 2017). O aumento dos oligossacarideos da familia da rafinose durante a
maturagdo associa-se a aquisicdo da longevidade das sementes (VERDIER et al., 2013). A
presenca de monossacarideos redutores é negativamente correlacionada com a longevidade.
Eles sdo considerados prejudiciais para a vida atil da semente, porque os grupos carbonila
desses acucares redutores podem reagir com 0s aminoacidos (reacdo de Maillard) e liberar

moléculas toxicas durante o armazenamento das sementes (LEPRINCE et al., 2017). Os



15

acucares livres ocupam o lugar das moléculas de agua na célula, juntamente com as proteinas
LEA (Late Embryogenesis Abundant), impedindo a desintegracdo das membranas (VICRE;
FARRANT & DRIOUICH, 2004). Em condicdes de estresse abiotico, os acucares funcionam
como osmoprotetores e na estabilizacdo das membranas (SAMI et al, 2016).

Além do acumulo de acgucares na fase final de maturagcdo, as sementes ortodoxas
apresentam atividade das enzimas LEA. A sintese de novas proteinas LEA, ap6s a maturacdo,
pode estar envolvida na protecdo das sementes contra o estresse durante os ciclos de
hidratacdo-desidratacdo. Dentre as suas funcdes, tem-se a de antioxidante e de estabilizacéo
de membrana durante o déficit hidrico, prevenindo, assim, o colapso das membranas devido a
baixa disponibilidade de agua nas células (TUNNACLIFFE; WISE, 2007). Durante o tempo
de permanéncia no solo as sementes exibem uma resposta metabolica para lidar com
condicdes estressantes como a sintese de proteinas LEA envolvida na protecdo das sementes
do estresse durante os ciclos de hidratacdo e desidratacdo (BUITINK et al., 2006;
ALVARADO-LOPEZ et al., 2017).

O actmulo de solutos osmoprotetores, como o aminoacido prolina, nas sementes
durante a germinacdo contribui para a tolerancia delas e das plantulas a ambientes de escassez
hidrica, a estresses diversos e auxilia na manutencdo da integridade celular de proteinas,
enzimas e membranas (VERBRUGGEN & HERMANS, 2008; ASHRAF et al, 2011,
ASHRAF et al., 2018). Estressores ambientais e a dessecacdo podem ocasionar acimulo de
prolina, que tem papel de substancia osmoprotetora, reduzindo os danos causados pelos
diversos tipos de estresses (MATTIOLI; COSTANTINO & TROVATO, 2009; ASHRAF et
al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produtos naturais do metabolismo
aerobico formadas durante o desenvolvimento da planta durante todo o seu ciclo de vida, e
aumentadas por uma resposta da planta a fatores estressantes bioticos e abioticos (APEL &
HIRT, 2004; KUMAR et al., 2015). Em sementes hidratadas, as EROs sdo geradas em todo
compartimento celular metabolicamente ativo como os glioxissomos (catabolismo lipidico),
mitocondrias (atividade respiratoria), peroxisomos (catabolismo da purina) e membrana
plasmatica (NADPH-oxidase) (BAILLY, 2004). Sistemas de transporte de elétrons
geralmente produzem EROs em virtude do O, ser um poderoso aceptor de elétron. Os radicais
livres, como anion superoxido (O, -) e radical hidroxila (OH) e moléculas ndo radicais como
o hidrogénio peréxido (H,0,), oxigénio singleto (*O,) séo produtos de reacdes de oxidagéo-
reducdo, ou derivados ativados de O, continuamente gerados em compartimentos celulares

apresentam duplo papel no metabolismo das plantas (SHARMA et al, 2012; SUZUKI et al,



16

2012; SANDALIO et al, 2013; SINGH et al, 2015a, 2015b).Existe um balango homeostatico
nas células em relacdo as EROs. H& uma janela oxidativa na qual a producdo controlada de
EROs comanda o metabolismo da homeostase redox. Acima do limiar superior de producéo
de EROs da janela oxidativa, as elevadas concentracfes sao indutoras do estresse oxidativo.
Porém, em niveis basais, elas tém a fungdo de sinalizadoras e manutencdo da homeostase
redox (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008). Dessa forma, 0s
eventos do desenvolvimento e sinalizacdo mediados por EROs ocorrem dentro dessa janela
oxidativa e o excesso deve ser controlado pelo sistema antioxidante. Mecanismos
antioxidantes sdo de imensa importancia para a longevidade das sementes no banco de
sementes do solo ao serem expostas a ciclos de hidratacdo e desidratacdo (BAILLY; EL-
MAAROUF-BOUTEAU & CORBINEAU, 2008; KRANNER et al., 2010).

O sistema antioxidante enzimatico constitui uma importante linha de defesa contra os
radicais livres gerados em condigdes de estresse, como a superdxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutacdo do radical superéxido em H,O, e O,. Essa reacdo, de fato, elimina a
possibilidade de geracdo de OH pela reacdo de Haber-Weiss. A catalase (CAT) é responsavel
por catalisar a dismutacdo de H,O, em H,O e O, sendo a Unica entre as enzimas
degradadoras de H,O, que ndo necessita de qualquer equivalente redutor para a reagéo
(SAINI & GANI, 2018; RASHEED & RASHEED, 2019). A ascorbato peroxidase (APX) é
um componente integral do ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH) e reduz H,0O, para H,O e
dehidroascorbato (DHA), usando acido ascérbico (AA) como agente redutor (SHARMA &
DUBEY, 2004; BHATTACHARJEE, 2019). A glutationa redutase (GR) atua como sensor
redox das alteracbes ambientais e estd envolvida em muitos processos metabolicos
reguladores e antioxidantes, que podem desmembrar o H,O,em H,O e O, tornando-o menos
toxico (GREGGAINS et al., 2000).

A capacidade de ativar o sistema antioxidante garante as sementes reativar seu
metabolismo em condic¢des naturais favoraveis, quando a maioria dos processos de protecéo
pode operar totalmente (CARTA; BOTTEGA & SPANO, 2017). Juntamente com as
alteracdes bioquimicas no conteudo de agucares e componentes osmoprotetores, ajustes no
sistema antioxidante podem conferir tolerncia a dessecacdo durante ciclos de hidratacdo e
desidratacdo nas sementes. Espera-se que esse conjunto de alteracdes possa conferir maior
longevidade as sementes sob condicOes estressantes do ambiente, garantindo a sobrevivéncia
da espécie durante o periodo de residéncia no banco de sementes e no recrutamento de

plantulas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta das sementes

Frutos de Handroanthus heptaphyllus foram coletados no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), entre os meses de outubro e novembro de 2019, de 20 arvores
matrizes. As sementes entdo foram armazenadas em sacos de papel kraft e condicionadas em
camara fria para se evitar influéncia da luz, temperatura e umidade até o inicio dos testes.

As arvores matrizes foram georreferenciadas e amostras da espécie coletadas e
depositadas no Herbario ESAL, da Universidade Federal de Lavras. A pesquisa foi cadastrada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), segundo a Lei 13.123 de 2015, e os dados disponibilizados conforme a
portaria SECEX/CGEN n° 1, de 3 de outubro de 2017.

O clima da regido é temperado com inverno seco e verdo quente (Cwa, segundo a
classificacdo de Kdppen), com média mensal de precipitacdo superior a 110 mm, distribuida
principalmente de outubro a marco. A temperatura média anual é de 22 °C e as temperaturas
médias para o inverno e o verdo de 19,7 ° C e 22,7 ° C, respectivamente (SA JUNIOR et al.,
2012; BECK et al., 2018).

3.2 Curva de embebicéo e determinacéo dos tempos de hidratacéo e desidratacéo

A umidade das sementes foi determinada pelo método da estufa a 105+3° C, por 24
horas utilizando quatro repeticGes de 10 sementes cada e o valor final expresso na base Umida
(BRASIL, 2009). O teor médio de adgua das sementes de H. heptaphyllus foi de 4,47%. Para o
desenho da curva de embebicdo, as sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito
de sodio (NaClO) 1,0% acrescida de duas gotas de Tween 20 (detergente) por 10 minutos e
enxaguadas trés vezes em agua deionizada. A massa fresca das sementes foi aferida utilizando
cinco repeticdes de 20 sementes. ApOs a desinfestacdo e determinacdo do peso inicial, as
sementes foram colocadas em placas de Petri sobre papel filtro umedecido, sendo cada placa
uma repeticdo. As placas foram mantidas a temperatura ambiente (25 + 2° C) e pesadas a cada
uma hora durante as 12 primeiras horas; apds as 12 horas a pesagem foi feita a cada 4 horas A
curva resultante foi utilizada como parametro para a identificacdo das fases | e 1I. O tempo
obtido para estabilizacdo do peso fresco marcou as fases da embebicdo que foram utilizadas
na aplicacdo dos tratamentos. Pela caracterizacdo da curva de embebicdo das sementes

(Figural) foram demarcados dois tempos, o tempo X- 10 horas de embebicdo - e tempo Y -
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35 horas de embebicgéo. Estes tempos foram utilizados como demarcadores para a imposigéo

dos tratamentos de interrupcéo do fornecimento de agua e posterior secagem.

Figura 1: Curva de embebicao de sementes de Handroanthus heptaphyllus.
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3.3 Ciclos de hidratacéo e desidratagéo (ciclos de HD)

A duracdo dos ciclos de hidratacdo-desidratacdo (HD) foi calculada com base nos

resultados obtidos com a curva de embebicdo, no qual os tempos X e Y da curva de

embebicdo foram utilizados. A secagem das sementes foi realizada a temperatura ambiente

(25£2° C), com as placas de Petri abertas, em papel de germinacdo, pesadas a cada hora até

gue as sementes retornassem ao peso fresco inicial (equivalente a 4,5% de umidade, conforme

mencionado). Sementes dos dois tempos (X e Y) levaram em torno de 12 horas de secagem

para atingirem o peso fresco inicial. Um ciclo de hidratag&o-desidratacdo corresponde ao

processo em que as sementes foram hidratadas (até o tempo pré-estabelecido na curva, X ou
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Y) e desidratadas, até retornarem ao seu peso inicial, e em seguida colocadas para germinar
(Figura 2). Dessa forma, foram determinados quatro ciclos de hidratacdo-desidratacao:

. 1 Ciclo de hidratacéo-desidratacéao (1HD): sementes no tempo X ou Y secas
até o peso inicial (conforme pesagem antes da curva de embebicdo) e direcionadas para a
germinacao;

. 2 Ciclos de hidratacéo-desidratacdo (2HD): sementes no tempo X ou Y
desidratadas até o peso inicial, reidratadas até os tempos X ou Y, desidratadas até o peso
inicial e postas para germinar;

. 3 Ciclos de hidratagdo-desidratacdo (3HD): Repetiram-se 0S mesmos
processos para 1HD trés vezes;

. 4 Ciclos de hidratacdo-desidratacdo (4HD): Repetiu -se 0s mesmos

processos para 1HD quatro vezes.

Figura 2: Esquema dos ciclos de hidratacdo-desidratacdo. Cada ciclo foi realizado nos
tempos X ou Y.
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3.4 Determinacdo de parametros germinativos
As sementes desinfestadas foram dispostas em placas de Petri conforme descrito no

item anterior. O teste de germinacdo foi conduzido tomando-se cinco repeticdes com 20

sementes em cada placa. As placas foram distribuidas ao acaso em cadmaras de germinacao
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sob fotoperiodo de 12 horas (40 pmol fotons m™ s™*) e em temperatura de 30 °C, considerada
Otima para germinagdo (AZEVEDO, 2008).

3.4.1 Germinabilidade
Ap0s cada ciclo de HD, as sementes foram colocadas para germinar, sendo utilizado

como critério de avaliacdo a protrusdo da radicula (> 2mm), onde a germinacdo (G): foi

calculada pela formula

N
G= ——.100
100

em que: N = numero de sementes germinadas ao final do teste. A porcentagem de
germinacdo foi expressa pela germinacdo acumulada ao longo do tempo de avaliagcdo apods a

imposicéo dos tratamentos.

3.4.2 Indice de Velocidade de Germinacéo
O indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) foi calculado segundo Maguire (1962),

onde G= numero de sementes germinadas, e N= dias da instalacéo do teste.

on
IVGg = Z . ——
N1 N2 Nn'

343 Ts
O Tsp corresponde ao tempo necessario para que 50% do lote germine, de acordo com

a formula

G—n)(t—t)

(n; — n;)

TEﬂ:ti+

sendo N o nimero total de plantulas germinadas; ni e nj, 0 nimero de sementes de
acordo com: ni < N/2 < nj; e ti e tj sdo os dias em que ni e nj ocorreram (FAROOQ et al.,
2005).

3.5 Andlise da viabilidade das sementes
As sementes remanescentes nas placas (ndo germinadas) de cada ciclo foram avaliadas

quanto a viabilidade pelo teste de tetrazolio. As sementes tiveram o tegumento retirado e 0s
embrides removidos foram colocados em frascos, sendo totalmente submersos em solucéo de
tetrazolio (pH 7,0) na concentracdo de 1% e mantidos no escuro a temperatura de 30 °C por 3
horas (ABBADE &TAKAKI, 2014).
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Decorridas as 3 h de submersdo na solucdo, os embrides foram lavados em &gua
deionizada e mantidos em recipiente Umido até o momento da avaliacdo para entdo serem
seccionados no sentido longitudinal, expondo os cotilédones. As duas metades dos
cotilédones foram individualmente examinadas a olho nu e classificadas como invidveis 0s

embrides que apresentavam intensidade dos tons avermelhados e necrose nos tecidos.

3.6 Coleta e preparo das amostras

A coleta das sementes para as analises bioquimicas foi realizada apds a ultima
reidratacdo de cada ciclo, exceto para os controles que foram embebidos até o tempo
selecionado e em seguida coletadas. Para a realizacdo das analises bioquimicas os tegumentos
foram removidos das sementes e os embrides armazenados a -80 °C até a realizacdo das
analises. Foi feito um pool de cada repeticdo (20 sementes) de cada tratamento e pesado 0,19
de massa fresca do mesmo pool para realizar todas as analises da mesma repeticdo. Nas
andlises realizadas com matéria seca os embrides foram secos em estufa a 60°C e feito o pool,

como mencionado anteriormente.

3.7 Integridade de membranas
Extravasamento de eletrolitos
As sementes de cada amostra, um total de 50 sementes, por tratamento foram imersas
em recipientes contendo 10 ml de dgua deionizada a temperatura ambiente durante 24 horas.
Decorrido esse tempo, a condutividade elétrica da solucdo foi determinada com o uso de um

condutivimetro e os valores obtidos no aparelho expressos em pS.cm™.g™ de sementes.

Termoestabilidade de membrana
A determinacdo da termoestabilidade de membranas das sementes foi medida usando

condutivimetro, em frascos contendo 10 ml de &gua deionizada a 25 °C por 4 h de 10
sementes por repeticdo, totalizando 5 repeticbes por tratamento. E apds autoclavagem das
amostras por 15 minutos a 120°C a 1 atm e resfriadas a temperatura ambiente, foi realizada
outra medicao.

A permeabilidade da membrana foi aferida pelo indice de estabilidade da membrana

celular (CMS) de acordo com Sullivan & Ross (1979) e calculada usando a seguinte férmula:

LTt

— T2 -

c2
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As letras T e C sdo as condutividades das amostras dos tratamentos e controle,
respectivamente. T1 e T2 correspondem a primeira e segunda condutividade da solucédo
determinada para amostras tratadas, e C1 e C2 sdo 0s respectivos valores para o controle. Os

resultados foram expressos em % em relagéo ao controle.

3.8 Analises bioquimicas
Para as analises bioquimicas os tegumentos foram removidos das sementes e 0S

embrides armazenados a -80 °C até o momento das andlises. Foi realizado o pool de cada
repeticdo (20 sementes) de cada tratamento e pesado 0,1g de massa fresca do mesmo pool
para realizar todas as analises da mesma repeticao.

Nas analises realizadas com matéria seca os embrides foram secos em estufa a 60°C e

feito o pool, como mencionado anteriormente.

Extracdo e quantificacao de acucares
Para a quantificacdo acgucares soluveis totais (AST) e acUcares redutores (AR) a

extracao foi realizada a partir da homogeneizacdo de 0,1 g massa seca de sementes em 5 mL
de solucéo de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minuto s a 40° C
(ZANANDREA et al., 2009). Apo6s a centrifugagdo, o pellet foi armazenado para a
quantificacdo de amido e o sobrenadante retirado, onde as aliquotas foram armazenadas em
eppendorfs de 1,5 mL, os quais foram mantidos em freezer, a -5°C, até a quantificacdo. Os
acucares sollveis totais (AST) foram quantificados segundo a metodologia descrita por
(YEMM & WILLIS, 1954), os resultados foram calculados com base na curva padrédo de
glicose e expressos em umol AST. g MS™. Os acucares redutores (AR) foram quantificados
de acordo com a metodologia de (MILLER, 1959), e os resultados foram calculados com base
na curva padréo de glicose e expressos em pmol AR. g MS™. Para a extracdo do amido, o
precipitado da extracdo anterior foi ressuspendido em 4mL do tamp&o acetato de potassio 200
mM, pH 4,8 e colocado em banho-maria (100 °C) por 5 minutos, sendo em seguida
adicionados 1mL de uma solugdo contendo a enzima amiloglucosidase e calculados os
resultados com base na curva padrédo de glicose e expressos em umol de glicose g MS™
(DISCHE, 1962). Os acucares ndo-redutores (ANR) foram obtidos pela diferenca entre AST e
AR.
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Proteinas
Para a quantificacdo de proteinas solUveis totais, 0,1 g de sementes foram maceradas

em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 1 mL de tampéo fosfato (100 mM pH 7,8)
contendo 100 mM de acido etilenodiaminatetracético (EDTA), 1 mM de &cido ascérbico e 5%
de polivinilpirrolidona (PVP) (GOMES; SOARES & GARCIA, 2014). O sobrenadante foi
coletado e uma aliquota do extrato foi retirada e misturada com o reagente de Bradford. As
proteinas sollveis totais foram determinadas em espectrofotdmetro com absorbéncia de 595
nm, de acordo com o método descrito por (BRADFORD, 1976) e os resultados foram

expressos em mg g * de matéria fresca.

Aminoacidos
Foi utilizado o0 método de Yemm & Cocking (1955) para quantificar as variacdes na

concentracdo de amino&cidos solUveis totais presentes nas sementes apos passagem pelos
diferentes ciclos.

Apbs a obtencdo do extrato no volume de 1 ml, juntou-se 500 pl tampéo citrato de
sodio 0,2 M, pH= 5,8, 200 pl solucédo ninhidrina 5% em éter monometilico de etilenoglicol +
1 ml de solugcdo KCN 0,0002 M. O ensaio foi aquecido a 100° C em banho-maria por 20
minutos e, apos, resfriado por 10 minutos acrescentou-se 1 ml de alcool etilico 60%,
seguindo-se leitura em espectrofotometro em A = 570 nm. A concentragdo de aminoacidos
sollveis totais foi avaliada utilizando-se curva padrdo de solucdo de glicina (de 0 a 0,6

pmoles).

Acumulo de soluto compativel — Prolina

O meétodo utilizado foi o descrito por (TORELLO & RICE, 1986). Amostras com 0,1
g de material fresco foram homogeneizadas com 5 ml de &cido sulfosalicilico a 3% e
centrifugadas a 5000 rpm durante 20 minutos. Em tubo de ensaio contendo 1 ml do
sobrenadante, foi adicionado 1 ml de ninhidrina &cida (BATES; WALDREN & TEARE,
1973) e 1 ml de &cido acético glacial. Em seguidas as amostras foram mantidas 1 hora em
banho-maria a 100° C. Apos o resfriamento, por imersdo em banho de gelo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 520 nm. As absorbancias obtidas foram comparadas com a
curva-padréo de prolina e, os resultados obtidos expressos em microgramas de prolina por g

de material fresco.

Peréxido de hidrogénio
Os niveis de peroxido de hidrogénio (H,O,) foram quantificados pelo método de

Velikova; Yordanov & Edreva (2000), onde cinco repeticbes de 0 ,1 g de sementes foram
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maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA)
a 0,1%. As amostras foram centrifugadas e a reacdo realizada com tampdo fosfato de potéssio
(KH,PO,4) 10mM, pH 7,0 e iodeto de potassio (KI) a 1M. As amostras foram analisadas em
espectrofotbmetro com leitura da absorbéancia a 390 nm e os niveis de H,O, quantificados por

meio de curva padréo.

Enzimas antioxidantes
o Extracdo: para a extracdo enzimatica (catalase — CAT, superoxido dismutase —

SOD, ascorbato peroxidase — APX e glutationa redutase — GR), 0,1 g de sementes foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 1 mL de tampéo fosfato (100 mM
pH 7,8) contendo 100 mM de &cido etilenodiaminatetracético (EDTA), 1 mM de &cido
ascorbico e 5% de polivinilpirrolidona (PVP) (GOMES; SOARES & GARCIA, 2014). A
dosagem de proteinas foi feita pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

. Catalase (CAT): o0 meio de reacdo para CAT foi composto por tampao fosfato
de potassio 67 mM (pH 7), 10 mM de H,0; e extrato enziméatico. O consumo de H,O,foi
mensurado a 240 nm conforme descrito por Anderson, Prasad & Stewart (1995).

o Superéxido dismutase (SOD): a atividade da SOD foi medida em meio de
reacdo contendo 50 mM de tampéo fosfato (pH 7,8), 13 mM de L-metionina, 0,1 mM de
EDTA, 0,002 mM de riboflavina e 0,075 mM de NBT, segundo descrito por Giannopolitis &
Ries (1977). A reacédo foi conduzida em luz fluorescente (15 W) por 10 minutos enquanto o
controle (sem amostra) foi mantido no escuro a temperatura ambiente. A formag&o do azul de
formazan, derivado da reducdo do NBT, foi medida espectrofotometricamente a 560 nm. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
reducdo do NBT.

. Ascorbato peroxidase (APX): a atividade da APX foi aferida em meio
composto por 50 mM de tampao fosfato (pH 7), 0,5 mM de acido ascérbico, 2 mM de H202
e quantidade adequada de extrato enzimatico. A oxidacdo do ascorbato foi feita na leitura de
290 nm seguindo Nakano & Asada (1981).

o Glutationa Redutase (GR): a atividade da glutationa redutase foi determinada
em meios contendo tampéo fosfato 100 mM (pH 7,8), glutationa oxidada 50 mM, NADPH 5
mM e quantidades adequadas do extrato enzimatico, com a oxidacdo do NADPH sendo
monitorada a 340 nm (CAKMAK & HORST, 1991).
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3.9 Estabelecimentos de plantulas pos-tratamentos
Apos a germinacdo, 10 plantulas tomadas aleatoriamente de cada tratamento foram

colocadas em substrato solo + areia na proporc¢do 2:1 e avaliados ap6s 60 dias 0s parametros
de acumulo de biomassa quanto a altura, nimero de folhas e comprimento da raiz e matéria
seca total. Foram tomadas 5 plantulas para os parametros biométricos e de acimulo de massa.
Para as analises bioquimicas uma plantula inteira foi macerada por repeticéo (5 repeticbes por
tratamento), ao final dos 60 dias de experimento. As andlises bioquimicas realizadas -
proteinas totais, actcares, aminoacidos e prolina - seguiram 0s mesmos protocolos e métodos
conforme anteriormente explicitado para as sementes.

A extracdo da clorofila foi realizada em acetona 80% utilizando-se 0,1g de matéria
fresca do primeiro par de edfilos. A quantificacdo dos teores de clorofila a, b, clorofila total e
carotenoides (mg L ) foi realizada por espectrofotometria de emissao a 470 nm, 647 nm e
663 nm, conforme metodologia de Arnon (1949). Os resultados obtidos foram expressos em

miligramas de clorofila por grama de matéria fresca.

3.10 Delineamento experimental e Analise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 5

repeticdes, sendo uma placa uma unidade experimental com 20 sementes. Para as plantulas,
adotou-se o esquema em fatorial 2x4 (dois tempos de embebicdo x 4 ciclos de HD) A
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram verificadas através dos testes
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente e submetidos a analise de variancia fatorial, com
dois fatores (nivel de significancia 5%), utilizando-se o software livre R versdo 3.6.1. As
analises bioguimicas seguiram 0 mesmo desenho experimental e os dados foram analisados da

mesma forma descrita para 0s parametros germinativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Respostas germinativas e viabilidade
A germinacdo das sementes de H. heptaphyllus foi influenciada pelo tempo de

embebicdo e ndo pelos ciclos HD. Em relagdo a porcentagem de germinacdo houve um
decréscimo no tempo X (10 horas) em relagdo ao tempo Y (35 horas), enquanto com a
periodicidade dos ciclos no tempo X, houve uma diminui¢do da porcentagem de germinacéo
no 4HD (Figura 3A).

A curva de germinacdo acumulada mostra que o tempo de estabelecimento da
germinagdo é diminuido, independente do ciclo de HD na FI em relagdo ao controle (Figura
3A). Nas sementes desidratadas no tempo Y, as sementes dos ciclos 1 e 2HD apresentaram
em torno de 50% e 70% de germinacdo, respectivamente, no segundo dia. A estabilizacdo da
germinacdo ocorreu no quarto dia para as sementes de todos os ciclos (Figura 3C). No geral,
sementes que passaram pelos ciclos de HD no tempo Y, obtiveram a estabilizacdo da
germinacdo mais precocemente em comparacao as do tempo X, independente do nimero de

ciclos (Figuras 3A e C).

Para o parametro indice de velocidade de germinagdo (IVG), as sementes que foram
embebidas até o tempo X apresentaram um adiantamento na germinacdo, nos ciclos 1 e 2HD
(Figura 3D), enquanto nas embebidas até o tempo Y, independente do ciclo, houve uma
reducdo do IVG (Figura 3B). O Tso diminuiu com a progressao dos ciclos para as sementes
que passaram por 10 horas de embebicdo-tempo X (Figura 3C), enquanto nas sementes que
passaram por 35 horas de embebicdo-tempo Y foi observada uma diminuicdo nos dois

primeiros ciclos (1 e 2HD). Nos 3 e 4HD houve um aumento nos valores de IVG (Figura 3D).
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Figura 3: Porcentagem de germinacdo acumulada, indice de velocidade de germinacéo - IVG
e Tso de sementes de Handroanthus heptaphyllus submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos
de hidratacdo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes
tempos da curva de embebicdo (A e B — Tempo X: 10 horas; C e D — Tempo Y:
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barras sdo médias + erro padrdo. As letras minasculas comparam os resultados estatisticos em cada
pardmetro. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.

Os resultados obtidos mostram que as sementes que foram desidratadas apds o tempo
X apresentaram menor viabilidade do que as desidratadas apds o tempo Y, com reducdo
progressiva com o aumento do nimero de ciclos HD (Tabela 1).
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Tabela 1: Porcentagem de germinacdo e viabilidade de sementes de Handroanthus
heptaphyllus submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos de hidratagéo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD,
3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de embebicdo (Tempo X: 10 horas; Tempo Y: 35

horas).

Tempo Ciclo

Germinagéo (%)

Viabilidade (%)

OHD
1HD
X 2HD
3HD
4HD
OHD
1HD
Y 2HD
3HD
4HD

96a
83ab
80ab
85ab
73b

96a

99a

95a

94a

98a

3e
17c
20b
15d
27a
3b
0d
2C
5a
2C

As letras mindsculas comparam os resultados estatisticos em cada parametro e em cada tempo. As
médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

4.2 Integridade de membranas

Os tempos e os ciclos influenciaram negativamente a estabilidade das membranas,

demonstrando que uma maior passagem por ciclos de hidratagdo e desidratacdo durante o

tempo X da embebicdo causou dano a integridade das membranas (Figura 4A e B). Para as

sementes no tempo Y, houve maior termoestabilidade de membranas apesar de os valores de

condutividade de 1HD e 3HD apresentados estarem acima do normal (100 dS m™) (Figura

4B).
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Figura 4: Condutividade elétrica e termoestabilidade de membrana em sementes de
Handroanthus heptaphyllus submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos de hidratagéo e
desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de
embebicdo (A e B — Tempo X: 10 horas; C e D — Tempo Y: 35 horas). Quanto
maiores os valores acima de 100 (padrdo), maior o dano associado a membrana
(Sullivan & Ross, 1979).
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barras sdao médias + erro padrdo. As letras mindsculas comparam os resultados estatisticos em cada
parametro. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 Analises bioquimicas
O metabolismo dos carboidratos foi influenciado significativamente tanto pelos

tempos quanto pelos ciclos. Os teores de amido apresentaram diferenca significativa em
ambos os tempos, mostrando valores maiores em 1HD para os dois tempos e também no 4HD
do tempo Y (Figura 5A e E). Os niveis de acucares sollveis totais (AST) ndo apresentaram
diferenga estatistica entre os tempos, somente no OHD do tempo X houve valores menores
que os demais ciclos (Figura 5B e F). Em relagdo aos agucares redutores (AR), independente
do tempo, o ciclo 1HD apresentou valores inferiores aos outros tratamentos (Figura 5C e G).
Os niveis de acucares ndo redutores (ANR) foram maiores no tempo X em relagdo ao Y,

sendo 0 1HD o tratamento com maiores valores em ambas os tempos (Figura 5D e H).
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Figura 5: Teores de amido, acUcares sollveis totais - AST, acUcares redutores - AR e
acucares ndo redutores — ANR em sementes de Handroanthus heptaphyllus
submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos de hidratacdo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD,
3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de embebicéo (A, B, C e D — Tempo

X: 10 horas; E, F, Ge H—Tempo Y: 35 horas).
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Os niveis de proteina foram menores no tempo X e em ambas os tempos o ciclo 1HD
apresentou menores valores (Figura 6A e D). A concentragdo de aminoécidos foi maior no
ciclo 1HD em ambas os tempos, com valores significativamente superiores em todos os ciclos
do tempo X em comparagdo ao Y (Figura 6B e E). Houve um aumento significativo para

prolina no 1HD do tempo X, onde apresentou maior acumulo (Figura 6C e F).
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Figura 6:Proteinas solUveis totais, aminoacidos e prolina em sementes de Handroanthus
heptaphyllus submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos de hidratagdo e desidratacdo (OHD,
1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de embebicdo (A, Be C
— Tempo X: 10 horas; D, E e F— Tempo Y: 35 horas.
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As concentragdes de perdxido de hidrogénio (H,O;) foram significativamente
diferentes entre os tratamentos (p< 0,05, Figura 7A e E). A atividade da CAT apresentou
valores maiores com a progressdo dos ciclos no tempo X (Figura 7B). Foi também verificado
aumento de atividade da CAT em 1HD de sementes do tempo Y em relacdo aos demais ciclos
do mesmo tempo (Figura 7F). A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi maior nas
sementes do tempo X nos ciclos 1 e 4HD (Figura7 D). A atividade da APX n&o apresentou

ndo diferenca estatistica entre os ciclos e tempos (dados ndo mostrados).
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Figura 7: Niveis de peréxido de Hidrogénio - H,O, e atividade das enzimas do sistema
antioxidante catalase - CAT , glutationa redutase — GR e superdxido dismutase -
SOD em sementes de Handroanthus heptaphyllus submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4
ciclos de hidratagéo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes
tempos da curva de embebicédo (A, B, C e D — Tempo X: 10 horas; E, F, Ge H -
Tempo Y: 35 horas).
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As barras sdo médias * erro padrdo. As letras mindsculas comparam os resultados estatisticos em cada
parametro. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.
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4.4 Formagao de plantulas
O estabelecimento das plantulas foi influenciado pelos tempos e os ciclos, havendo

interacdo significativa entre o tempo e o ciclo apenas no parametro de altura para os
parametros de crescimento. Tanto os ciclos quanto os tempos tiveram papel negativo na altura
das plantulas, tendo no tempo Y pléntulas menores comparado com o X. Em relacdo aos
ciclos, as sementes que ndo passaram por nenhum ciclo (OHD) geraram plantulas maiores
(Figura 8A).

Em relacdo a variavel comprimento da raiz, independente do tempo, os ciclos 1HD e
2HD apresentaram maiores médias se comparado aos demais ciclos (Figura 8C). Para o0s
parametros massa seca da parte aérea (Figura 8B) e do sistema radicular (Figura 8D) e

nimero de folhas (ndo mostrado) os dados ndo diferiram estatisticamente entre si.



Figura 8: Parametros de acimulo de biomassa, altura (A) matéria seca da parte aérea (B) comprimento da raiz (C) e massa seca
da raiz (D), no estabelecimento de plantulas de Handroanthus heptaphyllus oriundas de sementes submetidas a 0, 1, 2,3 e 4 ciclos
de hidratacéo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de embebigdo (Tempo X - 10 horas;
Tempo Y — 35 horas).
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As barras sdo médias * erro padrdo. Letras maitsculas comparam o mesmo ciclo nos diferentes tempos. Letras minisculas comparam os
ciclos dentro do mesmo tempo. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. P+= valor de p entre os tempos; P.= valor de p entre os ciclos; Py.= valor de p da interacdo entre os tempos e ciclos.
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Os pigmentos fotossintéticos mostraram diferenca significativa entre os ciclos, exceto
clorofila b, e para os tempos apenas para clorofila total (Figura 9). A clorofila a e total o ciclo
1HD, independente do tempo de embebicdo, teve teores maiores (Figuras 9A e D), enquanto
para clorofila b ndo houve diferenca significativa entre tempo e ciclo (Figura 9B). Os
carotenoides nos ciclos 1e 2HD apresentaram maiores niveis independentes do tempo (Figura
9C).

Figura 9: Clorofila a (A), clorofila b (B) clorofila total (C) e carotenoides (D) em plantulas
de Handroanthus heptaphyllus oriundas de sementes submetidas a 0, 1, 2,3 e 4

ciclos de hidratacéo e desidratacdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes
tempos da curva de embebicdo (Tempo X - 10 horas; Tempo Y — 35 horas).

z B .
4 400 1pf=ns 300 1pf=ng
Pc<0,01 Aa Pc=ns Aa
Pfxc=ns Aab Pfxc=ns Aa
l 250 -
Aa i
T 300 Aab Aa I~
S Aab
- Aab I— A ..§ 200 1 Aa
‘o ab S s Aa
= Aab - OHD | Aa a
3 = 1HD | 2
= 200 A Ab Ab B 2HD | = 150 A Aa
F 3D | 2
S B 4HD | S
S S 100 -
o o
© 100 o
50
0 1 L L 0 L. e -
c 200 “ps=, .
Pf=ns Aa Aa D " p0,05
Pc<0,01 Pc<0,05
= Aab i
Pixc=ns I a Aa 600 {Pfxc=ns . Agb
T 150 I Al I - _ T aab l Ba
s Aab E 500 - I Bb
b - Aab
o Aab ‘o Bab
[ o a
3 2 400 - - st
= J Ab Ab =
§ 100 T
S £ 300
c ©
2 =
° <)
T S i
S 501 o X0
100
0- e — . 04 | | | | | |
X Y

X Y
Tempos Tempos As

barras sdo médias = erro padrdo. Letras mailsculas comparam o mesmo ciclo nos diferentes
tempos. Letras mindsculas comparam os ciclos dentro do mesmo tempo. As médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. P=
valor de p entre os tempos; P.= valor de p entre os ciclos; Py= valor de p da interagdo entre os tempos
e ciclos.

Os parametros bioquimicos das plantulas tiveram a influéncia tanto dos tempos quanto
dos ciclos. Apenas proteinas e ANR apresentaram interacdo significativa entre tempos e
ciclos. AST apresentaram maiores teores nos 2 e 4HD e ambos os tempos, e todos os ciclos
do tempo Y foram superiores aos do tempo X (Figura 10A). Com relacdo aos AR,

independente do tempo, 0 3HD mostrou valores menores entre os ciclos (Figura 10B). Foram
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verificados valores maiores de ANR em todos os ciclos do tempo Y comparados aos do X, e

dentro dos dois tempos 0 2HD apresentou os maiores valores (Figura 10C).

Figura 10: Concentracdes de acUcares soluveis totais — AST (A), acucares redutores (B) e
acucares ndo redutores - ANR (C) em pléntulas de Handroanthus heptaphyllus
oriundas de sementes submetidas a 0, 1, 2,3 e 4 ciclos de hidratacdo e
desidratagdo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em diferentes tempos da curva de
embebicdo (Tempo X - 10 horas; Tempo Y — 35 horas).
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As barras sdo médias + erro padrdo. Letras mailsculas comparam o mesmo ciclo nos diferentes
tempos. Letras mintsculas comparam os ciclos dentro da mesma F. As médias seguidas pelas mesmas
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Os niveis de proteinas ndo diferiram entre os ciclos e tempos (Figura 11A). Porém, os
niveis de aminodcidos foram menores que o controle em todos os tratamentos que passaram
por algum ciclo HD nos dois tempos (Figura 11B). Para prolina o 4HD apresentou maiores

concentracdes em ambos os ciclos independente do tempo (Figura 11C).

Figura 11: Acimulo de proteinas sollveis totais (A), aminoacidos (B) e prolina (C) em
plantulas de Handroanthus heptaphyllus oriundas de sementes submetidas a 0, 1,
2,3 e 4 ciclos de hidratacdo e desidratagédo (OHD, 1HD, 2HD, 3HD e 4HD) em
diferentes tempos da curva de embebicdo (Tempo X - 10 horas; Tempo Y — 35

horas).
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As barras sdo médias + erro padrdo. Letras mailsculas comparam o mesmo ciclo nos diferentes
tempos. Letras minGsculas comparam os ciclos dentro da mesma F. As médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. P= valor de
p entre 0s tempos; P.= valor de p entre os ciclos; Py.= valor de p da interacdo entre os tempos e ciclos.
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5. DISCUSSAO

A simulacdo em laboratério dos ciclos de hidratacdo e desidratacdo € uma importante
ferramenta para os estudos de mecanismos de tolerancia a dessecacao, técnica denominada
hidropriming. Os resultados aqui mostrados indicam maiores prejuizos as sementes que
passaram por hidratacdo seguida por desidratacdo durante o tempo X da embebicdo, o que se
intensifica com o nimero de ciclos. Por outro lado, sementes que foram embebidas até o
tempo Y apresentaram maior tolerancia a dessecacao em relacdo ao tempo X. Tal constatacédo
foi evidenciada pela auséncia de mortalidade das sementes apds os ciclos de HD no tempo Y,

provavelmente devido ao um maior tempo para ajustes metabolicos.

As respostas relatadas para os parametros germinativos avaliados para as sementes de
H. heptaphyllus que passaram pela hidratacdo descontinua até o tempo Y corroboram o que
foi relatado para outras espécies ndo cultivadas submetidas a hidratacdo durante a Fase Il da
curva de embebicdo como Calligonum sp., a C. junceum e C. leucocladum (REN & TAO,
2003), Tecoma stans (ALVARADO-LOPEZ et al., 2014), Senna spectabilis var. excelsa
(LIMA et al., 2018) Enterolobium cyclocarpum (PERAZA-VILLARREAL et al., 2018) e na
emergéncia de plantulas de Handroanthus chrysotrichus (HORA, SANTOS & MEIADO,
2018). A reducdo dos parametros germinativos aqui verificados quando as sementes foram
submetidas a dessecacdo no tempo X, pode ser explicado pelo metabolismo ser menos intenso
0 que explica a manutencdo da tolerancia a dessecacao nesse estagio para algumas espécies
(CASTRO & HILHORST, 2004; BEWLEY & BLACK, 2013). Seria uma estratégia de
“escape” a dessecagdo; para algumas espécies hd o investimento no adiantamento da
germinacao ou no acimulo de solutos osmoprotetores como protecao contra a dessecacao.

A periodicidade dos ciclos pelos quais as sementes passam, a depender da fase na qual
ocorre a hidratacdo, funciona como um priming natural e influencia positivamente na
germinabilidade das sementes, como é caso de espécies em que os ciclos favorecem e
adiantam a germinacdo, como em Calligonum junceum e C. leucocladum (REN & TAO,
2003), Senna spectabilis var. excelsa (LIMA et al., 2018), Handroanthus chrysotrichus
(HORA, SANTOS & MEIADO, 2018). Este estudo mostrou que, para H. heptaphyllus, o
tempo de embebicdo que as sementes atingem antes da desidratagdo ciclica, é crucial para
ativacdo do seu metabolismo de reparo contra os danos da dessecagéo, e ndo os ciclos em si.
A embebicdo por 35 horas (tempo Y) favorece um maior ajustamento e regulacdo do

metabolismo no preparo das sementes contra a dessecacao.
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O Tso € um parametro germinativo que prediz o tempo necessario para que 50% da
populagéo germine (FAROOQ et al., 2005). O Ts, para as sementes que passaram pelo tempo
X apresentou uma reducdo a partir do 3HD, sendo menor no 4HD. Sementes que passaram
pelo tempo Y, nos dois primeiros ciclos, diminuiram o tempo de germinacdo, se comparado
ao controle. Cinco espécies de cactos mexicanos (Echinocactus platyacanthus e Ferocactus
pilosus), e argentinos (Gymnocalycium monvillei, G. capillens e G. quehlianum) apresentaram
menor tempo médio de germinacdo (Tso) quando expostas a ciclos HD (CONTRERAS-
QUIROZ et al., 2016). Sementes de Mimosa tenuiflora que passaram por até 3 ciclos HD
durante % da fase | tiveram reducdo em 50% os valores de Tso (LIMA & MEIADO, 2018). A
hidratagdo descontinua estimula mudangas no embrido, as quais a semente “memoriza”
durante os periodos de secagem e, quando sdo expostas novamente a condi¢cdes de umidade, €
promovida uma germinacao mais rapida (DUBROVSKY, 1996).

No presente trabalho, assume-se que houve danos as das sementes de H. hepthaphyllus
devido aos niveis de lixiviagdo de solutos observados em todos os ciclos do tempo Y (Figura
4A e B) mostrados pelo teste de termoestabilidade e condutividade elétrica (Figura 4Ae B).
As maiores liberacdes de lixiviados foram observados em todos os tratamentos do tempo X
(Figura 5A) possivelmente influenciaram negativamente a porcentagem de germinacdo € o
IVG das sementes, independente dos ciclos. Em sementes de Solanum melongena o
hidropriming reduziu sete vezes o contetdo de ions lixiviados (ADHIKARY & MANDAL,
2019). A passagem das sementes pelo tempo Y é menos prejudicial a integridade das
membranas induzindo uma menor lixiviacdo de eletrélitos. O modo de acdo dos ciclos no
tempo Y pode estar envolvido com um sistema de reparo celular na corregdo de lesfes a
membrana induzidas durante a hidratagdo e desidratagio (BHATTACHARYA,
CHOWDHURY & MANDAL, 2015; ADHIKARY & MANDAL, 2019). O dano foi causado
pelo tempo X e com a progressdo dos ciclos, as hidratacfes e desidratacfes seguidas levaram
a injarias na membrana plasmatica, e elas sdo consideradas o primario alvo de lesdo por
desidratagdo (CROWE, 1998).

Mudangcas nas concentr¢cdes de carboidratos foram promovidas pelos ciclos HD, tendo
sido observado um padréo de reducdo dos AR no 1HD em ambas os tempos, porém mais
elevadas no tempo X, o que possivelmente tenha influenciado negativamente na tolerancia a
dessecagdo. Em contrapartida, os niveis de agucares sollveis totais (AST) foram maiores em
todos os ciclos nos dois tempos, em relagdo ao controle os quais, juntamente com os elevados
niveis de ANR indicam que o acimulo desses aglcares promoveram um ajuste osmotico que

contribuiram paraa protecdo das sementes contra a dessecacdo imposta pelos ciclos. Alto teor



42

de ANR ¢ inversamente proporcional a tolerancia a dessecacdo (LEPRINCE et al., 2017),
enquanto 0os ANR, principalmente os oligossarideos da familia da rafinose, atuam como
osmorreguladores na manutencdo do potencial osmotico da célula durante a dessecagédo
(KRANNER & BIRTIC, 2005; HOEKSTRA, GOLOVINA & BUITINK, 2001; BEWLEY et
al, 2013. Esse acumulo de acucares ja foi notificado para algumas espécies como Erythrina
speciosa (HELL et al., 2019). O contrario foi observado em sementes de Solanum melongena
submetidas a hidratracdo e desidratacdo, mostrando reducéo dos niveis de actcares soluveis e
aumento dos acucares redutores (ADHIKARY & MANDAL, 2019) e para Peltophorum
dubium (GUIMARAES et al., 2016) onde os aclcares sollveis diminuiram durante a
germinagdo. Os acucares sollveis atuam na protecdo da membrana plasmética, mantendo a
estabilidade da membrana impedindo que os fosfolipideos colapsem, especialmente o0s
dissacarideos ndo redutores, mas também os tri-tetrassacarideos e frutanos que se acumulam
nos anidrobiontes, possam substituir a agua em dissipacdo (CROWE, 1988).

As sementes que passaram por apenas um ciclo HD apresentaram maiores teores de
aminoéacidos e prolina, do que as que passaram por mais ciclos (Figura 6B e C). O mesmo é
observado em sementes de T. stans, a porcentagem de aminoacidos livres aumentou apos 0s
tratamentos de priming e apds a germinacdo (ALVARADO-LOPEZ et al., 2014). Sementes
de Periploca sepium que passaram por hidratacdo e posterior desidratacdo apresentaram
aumento nas concentracdes de aminoacidos e prolina (AN & LIANG, 2013). Os resultados de
aminoacidos e prolina indicam que a passagem por uma hidratacdo seguida por uma
desidratacdo estd relacionada a manutencdo dos processos fisiolégicos germinativos, e
também numa resposta de defesa contra a desidratacdo. O aumento no acumulo de
amino&cidos e prolina tem sido relatado em muitas espécies submetidas a déficit hidrico,
atuando na manutencdo do turgor sob condicdes de restricdes hidricas (ASHRAF &
FOOLAD, 2007, BEWLEY & BLACK, 2013) e facilitando a rapida recuperacdo apos
imposicdo do estresse, sendo fontes de carbono e nitrogénio (VERBRUGGEN &
HERMANS 2008; SZABADOS & SAVOURE, 2010). A prolina por ser um soluto
compativel, também desempenha um papel importante na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio produzidas em condi¢des de seca (ASHRAF & FOOLAD, 2007 ,VERBRUGGEN &
HERMANS 2008).

Em relacdo ao sistema antioxidante, no presente trabalho, a atividade da CAT
aumentou com a progressdo dos ciclos no tempo Y. O aumento da atividade da SOD em
sementes que desidrataram apds o tempo Y pode ter relagdo com os baixos niveis de H,O,

encontrados, uma vez que H,0,€ o produto final da desmutacdo. A GR mesmo apresentando
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baixa atividade, seus valores maiores na FI demonstram que a embebicdo até a Fase | (10
horas) induz maior producéo de EROs. Entretanto, apesar de terem sido verificadas alteragdes
nas atividades enzimaticas em decorréncias dos tempos e ciclos de HD, ndo houve aumento
expressivo destas atividades em relacdo aos niveis de H,O,, o que indica que outros
mecanismos podem ter sido utilizados para a manutencdo da homeostase redox. O equilibrio
entre a producéo e a eliminacdo das EROs ao nivel intracelular deve ser rigidamente regulado
de forma eficiente. Isso € necessario para evitar danos potenciais causados pelas EROs em
componentes celulares, bem como para manter o crescimento, o metabolismo, o
desenvolvimento e a produtividade das plantas (MITTLER et al., 2004).

O sistema de defesa antioxidante € um dos principais mecanismos de defesa adaptativo
das plantas (MITTLER, 2002 ). No processo de hidratacdo e desidratacdo ha uma aumento na
producdo de EROs devido ao burst oxidativo durante a entrada da agua na célula. As
NADPH-oxidase ¢ a fonte principal de O, ", que € posteriormente metabolizado em H,O, pela
superoxido dismutase (MARINO et al, 2012; MITTLER, 2017, CHOUDHARY, KUMAR &
KAUR, 2020). O aumento da atividade da SOD no tempo X, nos ciclos 1 e 4HD foi devido
possivelmente aos danos causado as membranas, aumentando a producdo de EROs. A SOD,
por ser a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos de niveis elevados de EROs,
removem o0 O, . catalisando sua dismutacdo, um O ,." sendo reduzido a H,O, e outro oxidado
a O, diminuindo o risco de formacdo de OH por meio da reacdo do tipo Haber-Weiss (GILL
& TUTEJA, 2010). A baixa atividade enzimatica se deve possivelmente pela atividade de
alguns osmoprotetores como os agucares e prolina que tiveram papel antioxidante. Nao sendo
necessario a ativacdo do sistema antioxidante para a remocdo das EROs, possivelmente
estando as enzimas do sistema antioxidante regulando os niveis e mantendo a homeostase
redox.

As plantulas de H. heptaphyllus oriundas de sementes que passaram por pelo menos
dois ciclos de HD tiveram um incremento no comprimento do sistema radicular. Enquanto
para a altura, os ciclos influenciaram negativamente com plantas menores do que o controle
nos dois tempos, sendo as plantulas cujas sementes passaram pelo tempo Y apresentaram
menores alturas. Em Mimosa tenuiflora, sementes que passaram por um ciclo de HD, durante
Y da Fase |, produziram mudas com caules, didmetro do caule e massa seca da folha, caule e
raiz maiores (LIMA & MEIADO, 2018). Amostras de sementes de Beta vulgaris L. cultivar
Kawejana, com baixo vigor apresentaram aumento significativo do indice de vigor, avaliado
pelo comprimento das plantulas (SLVI; de 40% para 60-68%), apds apenas um ciclo de

hidratacdo-desidratacdo, independentemente da duracdo do periodo de hidratacdo
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(SLIWINSKA & JENDRZEJCZAK, 2002). Eventos de disponibilidade de agua descontinua
durante a embebicdo podem induzir uma memoria da hidrica nas sementes, de forma que
plantulas originarias de sementes submetidas a ciclos de HD apresentam maior vigor em
comparacdo com as oriundas de sementes que passaram por hidratacdo continua (LIMA &
MEIADO, 2018).

Os ciclos HD, nos dois tempos, mostraram-se eficientes para o aumento do contetido
de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila total e carotenoides). Isso possivelmente
foi devido a influéncia positiva dos ciclos de hidratacdo em diferentes tempos na biossintese
de pigmentos fotossintéticos ou a reducdo na sua degradagdo. Hidropriming também
aumentou o teor dos pigmentos fotossintéticos clorofila a, b total e carotenoides das plantulas
de trés variedades de Vigna radiata submetidas a diferentes estresses (JISHA & PUTHUR,
2018).

As plantulas provenientes das sementes que passaram pelos ciclos, em ambos 0s
tempos, apresentaram aumento em agucares sollveis totais, acucares nao redutores e prolina.
A presenca desses metabolitos osmoprotetores, tanto nas sementes quanto nas plantulas,
conferiram a “impressdo de estresse”. Esta frase denota alteracdes epigenéticas ou
bioguimicas na plantula que ocorrem apo6s a imposi¢do do estresse (ciclos de hidratacdo e
desidratacdo) e faz com que as respostas a estresses futuros sejam diferentes quando
comparadas as sementes que nao passaram por nenhum fator estressante (BRUCE et al.,
2007).

Estudos com espécies de ambientes tropicias relatam que o inicio da perda da
tolerdncia a dessecacdo se da ao final das fases | e Il da embebicdo das sementes e €
totalmente perdida durante a fase Ill, ap6s a protrusdo da radicula (BEWLEY et al., 2013;
DEKKERS et al.,, 2015). No entanto, com base nos resultados encontrados no presente
trabalho, as plantulas também apresentam caractericas bioguimicas semelhantes as sementes
que passaram pelos ciclos, 0 que sugere que ha uma transferéncia da resposta ao estresse das
sementes para as plantulas.

Conclui-se que as sementes de H. heptaphyllus toleram ciclos de HD ao longo do
tempo por meio de mecanismos de osmoprotecdo e ajustes metabdlicos de acUcares e
aminoacidos, em especial a prolina, e que a reativacdo do metabolismo antioxidante
enzimatico € um fator secundario na toleréncia. Ademais, o tempo de embebicdo na qual as
sementes sdo desidratadas interfere nos parametros fisioldgicos tanto das sementes quanto das
plantulas. E conforme a periodicidade dos ciclos HD ha um ajuste osmético que confere as

sementes toleréncia a dessecacdo. Ademais, plantulas oriundas de sementes que passaram por
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ciclos de HD apresentaram mecanismos de defesa metabolicos contra a dessecacdo que sdo
acionados durante a passagem das sementes pelos ciclos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A fase de embebicdo na qual os ciclos de hidratagdo e desidratacdo sdo aplicados € um
fator crucial para as sementes de H. heptaphyllus. Tendo em vista que no tempo Y da
embebicdo as sementes reativaram seu metabolismo e houve sintese de novo de metabdlitos,
como AST, ANR e prolina, e que estes estdo envolvidos na tolerancia a dessecacdo, pode-se
garantir maior probabilidade de sobrevivéncia das sementes aos diversos estresses ambientais.
As sementes que foram hidratadas até o tempo Y apresentaram tanto um adiantamento e
sincronismo da germinacdo, quanto a producao de plantulas mais vigorosas, caracteristicas
gue sdo importantes para a manutencao e sobrevivéncia das espécies naturais. Possivelmente,
a reativacdo do sistema antioxidante enziméatico € um mecanismo secundario na tolerancia a

dessecagéo por ser um investimento altamente custoso energeticamente.

Plantulas oriundas de sementes que passaram por mais eventos de ciclos de hidratacéo
e desidratacdo tiveram maiores acimulos de AST, ANR e prolina, o que indica que certa
forma essas plantulas sejam mais resistentes a provaveis estresses durante o seu
estabelecimento. Tanto sementes quanto plantulas mais vigorosas podem ser utilizadas em
programas de revegetacdo, recuperacdo ou reflorestamento de areas degradadas.A utilizacéo
dos ciclos HD pode ser aplicada como uma técnica de hidropriming natural, por ser simples
econbmica e ecoldgica, podendo ser adotado por cooperativas de mudas florestais, pois

garantem uma maior uniformidade da germinacéo e plantulas resistentes.
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