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RESUMO 

 

O estudo da embebição e da tolerância à dessecação em sementes podem 
contribuir para o estabelecimento de protocolos para o manejo de sementes de 
espécies arbóreas nativas com potencial para arborização urbana, produção 
econômica e reflorestamentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os processos 
fisiológicos e anatômicos associados à embebição e perda de tolerância à 
dessecação, e reinduzir a tolerância à dessecação em sementes de Erythrina 
falcata Benth. Inicialmente as sementes foram submetidas a tratamentos para a 
superação de dormência e foi avaliado o padrão de absorção de água. 
Posteriormente avaliou-se a perda de tolerância à dessecação das sementes em 
sílica gel e, finalmente, utilizou-se PEG 6.000 com o intuito de reinduzir a 
tolerância à dessecação em sementes com radícula protrudida. Durante a 
embebição, avaliou-se a atividade das enzimas do sistema antioxidante, SOD, 
CAT e APX, peroxidação lipídica, conteúdo de peróxido de hidrogênio e de 
proteínas totais. Foram realizadas análises anatômicas e ultraestruturais a fim de 
se caracterizar os danos da embebição e dessecação. Além disso, realizou-se a 
análise do crescimento de plântulas provenientes de sementes submetidas à 
dessecação após 35 dias. Os experimentos foram realizados em DIC e as 
análises estatísticas utilizadas foram teste de média Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. A escarificação mecânica consiste em um método eficiente para a 
superação de dormência em sementes de E. falcata e a emergência da radícula 
ocorre após 36 horas de embebição. A dessecação das sementes a partir de 27 
horas de embebição prejudica o crescimento e desenvolvimento de plântulas. 
Tais sementes toleram a dessecação até às 18 horas de embebição e com raiz 
primária de 3 mm de comprimento apresentam formação de novas raízes. 
Durante a embebição há aumento na atividade antioxidante e redução na 
peroxidação de lipídios e na produção de H2O2, o que sugere um eficiente 
mecanismo de regulação dos danos da embebição. O conteúdo de proteínas 
totais diminui ao longo da embebição. Não foi possível restabelecer a tolerância 
à dessecação em sementes germinadas de E. falcata com raízes primárias de 1 
mm e 3 mm de comprimento utilizando PEG 6.000.  
 
 
 
 
Palavras-chave: Eritrina.  Fisiologia de sementes.  Hidratação.  Tolerância à 

dessecação. 

 



 

 

ABSTRACT 

 
The study of the imbibition and desiccation tolerance in seeds may 
contribute to the establishment of seed management protocols from native 
tree species with urban forestry, economic production and reforestation 
potentials. The aim of this research was to evaluate physiological and 
anatomical process associated to imbibition and desiccation tolerance loss, and 
to reinduce desiccation tolerance in Erythrina falcata Benth. seeds. Firstly, seeds 
were submitted to dormancy overcoming treatments, and the water uptake 
pattern was evaluated. Later, the desiccation tolerance loss of the seeds in silica 
gel was evaluated, and finally, PEG 6000 was used in order to reinduce the 
desiccation tolerance in the seeds with protruded radicle. During imbibition the 
enzymes from the antioxidant system SOD, CAT, and APX, lipid peroxidation, 
hydrogen peroxide content and total protein content were evaluated. Anatomical 
and ultrastructural analyses were performed in order to characterize the 
imbibition and desiccation damage. Furthermore, the growth of the seedlings 
from seeds subjected to desiccation was evaluated after 35 days. The 
experiments were completely randomized and the statistical analysis used was 
Scott-Knott test at 5% probability. Mechanical scarification consists in an 
efficient method to overcome dormancy in E. falcata seeds, and the radicle 
emergence occurs after 36 hours of imbibition. Seed desiccation from 27 hours 
imbibition affects seedling growth and development. These seeds tolerate 
desiccation until 18 hours of imbibition, and with 3 mm primary root they 
exhibit new root development. During imbibition there was an increase of 
antioxidant activity, and a decrease in lipid peroxidation and H2O2 production, 
suggesting an efficient mechanism for regulating imbibition damage. The 
protein content decreases during imbibition. It was not possible to re-establish 
desiccation tolerance in germinated seeds of E. falcata with 1 mm and 3 mm 
primary roots using PEG 6000.  
 
Keywords: Eritrina. Seed physiology. Hydration. Desiccation tolerance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A remoção de água das células é um processo severo e geralmente 

letal. Células tolerantes à dessecação possuem mecanismos estruturais, 

fisiológicos e moleculares de sobrevivência em condições de déficit hídrico 

severo. A ação destes mecanismos ainda é pobremente compreendida 

(POTTS, 2001).  

Em sementes ortodoxas, a aquisição de tolerância à dessecação está 

relacionada ao acúmulo de reservas insolúveis, redução no volume de água 

vacuolar, desdiferenciação de algumas organelas como as mitocôndrias, 

desligamento de parte do metabolismo, vitrificação, deposição de proteínas 

LEA (Late Embryogenic Abundant) e proteínas HSPs (Heat Shock Proteins) 

(HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001; PAMMENTER e BERJAK, 

2000; BERJAK e PAMMENTER, 2003), acúmulo de dissacarídeos e 

oligossacarídeos (BAILLY et al., 2001) e ativação do sistema antioxidante 

(BAILLY et al., 2004). Portanto, a aquisição de tolerância à dessecação é a 

fase final, pré-programada, do desenvolvimento da semente (BUITINK et 

al., 2003). 

Nas sementes ortodoxas, a tolerância à dessecação é perdida durante 

a germinação. Diante disto, os mecanismos que conferem tolerância aos 

embriões quiescentes vêm sendo estudados (REISDORPH e KOSTER, 

1999). 

O estudo da embebição e da tolerância à dessecação em sementes, 

tanto da perda quanto da reindução, contribuirão no estabelecimento de 

protocolos para o manejo de sementes em espécies arbóreas nativas com 

potencial para arborização urbana, produção econômica e reflorestamentos, 

através da melhor conservação e, consequentemente, armazenamento das 

sementes.  

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os processos fisiológicos e 

anatômicos associados à embebição e perda de tolerância à dessecação, e 

reinduzir a tolerância à dessecação em sementes de Erythrina falcata Benth. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Erythrina falcata Benth. 

 

A família Fabaceae inclui cerca de 650 gêneros e 18.000 espécies, 

representando uma das maiores famílias de angiospermas e uma das 

principais do ponto de vista econômico (JOLY, 1998; SOUZA e LORENZI, 

2008). A subfamília Papilionoideae (Faboideae) compreende cerca de 400 

gêneros e possui espécies cultivadas, forrageiras, produtoras de substâncias 

utilizadas na indústria, madeireiras e ornamentais, incluindo-se, neste último 

caso, as do gênero Erythrina (JOLY, 1998). 

A espécie Erythrina falcata, também conhecida como corticeira-da-

serra, mulungu, bico-de-papagaio, suinã e corticeira, é nativa e não endêmica 

do Brasil, presente nos estados do Maranhão, Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, Espírito Santo, São Paulo, Rio de Janeiro, Paraná, Santa Catarina e 

Rio Grande do Sul, nos domínios da Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica, e 

ocorre tanto em florestas primárias densas como em formações abertas e 

secundárias (LORENZI, 2002; LIMA, 2013). 

A árvore é espinhenta com 20 a 30 metros de altura, tronco com 50 a 

90 centímetros de diâmetro e folhas trifolioladas com folíolos glabros e 

coriáceos (Figura 1). É uma árvore decídua, heliófita ou esciófita, seletiva 

higrófita, característica de várzeas aluviais muito úmidas e início de 

encostas, com distribuição irregular e descontínua em altitudes de 500 a 900 

metros (LORENZI, 2002). Como planta adaptada a áreas abertas em solos 

muito úmidos e brejosos, é recomendada para o plantio em áreas ciliares 

degradadas (LORENZI, 2002). 
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Figura 1 Erythrina falcata Benth. A – Árvore. B – Flor. C – Frutos maduros. D – 
Sementes. 

 

E. falcata possui várias classes de princípios ativos, tais como 

alcaloides, flavonoides, taninos, glicosídeos antraquinônicos e pequena 

quantidade de óleo essencial e saponinas (ALMEIDA, 2010) e algumas 

propriedades medicinais, sendo o caule e folhas usados como sedativos, no 

combate à insônia, convulsões e na menopausa (RODRIGUES e 

CARVALHO, 2001). Além disso, o trabalho realizado por Dias et al. (2013) 

sugere uma ação antidepressiva do extrato etanólico de folhas de E. falcata 

sobre o sistema nervoso central.  

Anualmente a árvore produz moderada quantidade de sementes; 

entretanto, muito atacadas por insetos (LORENZI, 2002). As sementes de E. 

falcata apresentam dormência tegumentar, sendo necessários métodos 

específicos de superação da dormência tegumentar e germinação 

(CARVALHO; SILVA; DAVIDE 2006). 
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2.2 Sementes tolerantes (ortodoxas) e intolerantes (recalcitrantes) à 

dessecação 

 

A água é um componente essencial e indispensável às células, tanto 

animais quanto vegetais, constituindo cerca de 80% a 95% da massa fresca 

de tecidos metabolicamente ativos vegetais em crescimento e cerca de 35% a 

75% em plantas lenhosas (VIEIRA et al., 2010b). Durante a formação e 

maturação das sementes, a água assume um papel crucial, atuando na 

expansão e divisão celular e também como veículo de biomoléculas para o 

embrião em desenvolvimento (BARBEDO e MARCUS FILHO, 1998).  

A habilidade de sobreviver após a remoção de quase toda a água 

celular sem que ocorram danos irreversíveis é definida como tolerância à 

dessecação e confere algumas vantagens biológicas como, por exemplo, 

superar períodos de estresse ambiental, estabilizar a unidade biológica por 

longos períodos pela suspensão da atividade metabólica e tolerar as 

condições extremas do ambiente (LEPRINCE e BUITINK, 2010). Segundo 

Colville e Kranner (2010), as formas de vida tolerantes à dessecação são 

capazes de perder mais de 90% de seu conteúdo de água e reassumir o 

metabolismo quando a água estiver disponível.  

A dessecação corresponde à fase final no processo de maturação das 

sementes, antecedendo a protrusão da radícula, sendo o fator determinante 

na classificação de sementes em ortodoxas, consideradas tolerantes à 

dessecação; sementes recalcitrantes, as quais são sensíveis à dessecação, e 

também aquelas com comportamento intermediário (ELLIS; HONG; 

ROBERTS, 1990; ANGELOVICI; GALILI; FERNIE, 2010). 

As sementes tolerantes à dessecação secam até um baixo conteúdo 

de água durante a maturação na planta mãe, cerca de 5% a 15% (WANG; 

MØLLER; SONG, 2012), e, após a dispersão, podem permanecer viáveis 

por longos períodos, podendo ser armazenadas em um estado relativamente 

hidratado (GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008; CHEN et al., 2011). O 

desenvolvimento das sementes ortodoxas é dividido, em geral, em três fases: 
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divisão celular ou fase de pré-armazenamento de reservas, maturação ou fase 

de armazenamento de reservas e fase de dessecação (WEBER; BORISJUK; 

WOBUS, 2005). A fase de dessecação tem recebido atenção especial 

recentemente, parecendo ser mais do que apenas a secagem da semente, mas 

também um estádio ativo em termos de expressão gênica e metabolismo, o 

que é refletido durante o desenvolvimento, dormência, pós-maturação e 

germinação (ANGELOVICI; GALILI; FERNIE, 2010). 

De modo contrário às sementes ortodoxas, as sementes recalcitrantes 

são sensíveis à dessecação, não havendo o período de secagem durante a 

maturação, e permanecem metabolicamente ativas durante o 

desenvolvimento e após a dispersão da planta mãe (COLVILLE e 

KRANNER, 2010).  

A comparação entre os diferentes comportamentos de sementes 

ortodoxas e recalcitrantes durante a dessecação é uma maneira interessante 

de se compreender o mecanismo de tolerância à dessecação. As sementes 

ortodoxas embebidas são, em alguns casos, estudadas ao invés de sementes 

recalcitrantes, pois se assemelham a essas por serem sensíveis à dessecação 

(FARIA, et al., 2005; WANG; MOLLER; SONG, 2012). 

No caso de sementes ortodoxas, a germinação é acompanhada pela 

perda gradual da tolerância à dessecação a qual é adquirida durante o 

processo de maturação. Na natureza, as sementes passam por diversos ciclos 

de embebição-dessecação devido às flutuações de umidade do solo e, 

segundo Wang, Møller e Song (2012), quando ocorrem antes da perda 

completa da tolerância à dessecação, estes ciclos podem promover um efeito 

estimulador da germinação, do estabelecimento de plântulas e do 

desenvolvimento inicial.  
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2.3 Danos causados pela embebição 

 

 A germinação se inicia com a absorção de água pela semente e se 

completa quando parte do embrião, geralmente a radícula, penetra as 

estruturas que o circundam (BEWLEY, 1997). Desta forma, a presença de 

água é necessária para a reativação da atividade metabólica e estímulo do 

crescimento do eixo embrionário (WOJTYLA et al., 2006).  

 O influxo rápido de água para o interior das células da semente seca, 

durante o início da embebição, resulta em perturbações estruturais 

temporárias, particularmente durante a transição das membranas de uma fase 

gel rígido para uma líquido cristalino, o que leva a uma rápida e imediata 

liberação de solutos e metabólitos para a solução circundante (BEWLEY, 

1997; KRANNER et al., 2010; WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-

METZGER, 2011). Embora proteínas e membranas estejam protegidas na 

semente madura e seca, é possível que ocorram danos durante a embebição 

(NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). 

Os danos aos ácidos nucleicos incluem quebras em DNA de fita 

única, causada pelo ataque direto de espécies reativas de oxigênio (EROs) ou 

por modificações covalentes das bases, mudanças no conteúdo e 

fragmentação do DNA (KRANNER et al., 2010).   

As espécies reativas de oxigênio são geradas durante a absorção de 

água, podendo ser prejudiciais aos componentes celulares, e são uma das 

possíveis causas que afetam o sucesso da germinação (WOJTYLA et al., 

2006; NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).  

Compostos e enzimas antioxidantes têm sido propostos como 

agentes de fundamental importância para que o processo germinativo seja 

completado (BAILLY, 2004). Com o intuito de lidar com os danos impostos 

durante a reidratação, as sementes ativam vários mecanismos de reparo 

durante a embebição, incluindo o reparo de membranas, de proteínas e do 

DNA genômico (WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 

2011; RAJJOU et al., 2012). 
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 Segundo Bewley (1997), a forma com que os danos induzidos pela 

dessecação e reidratação, em membranas e organelas, são reparados ainda 

não é conhecida. Entretanto, segundo Hoekstra, Golovian e Buitink (2001) 

os danos da embebição podem ser prevenidos através de embebição com 

água aquecida ou pela pré-hidratação de sementes secas em vapor de água. 

 Quando as sementes são embebidas na presença de um agente 

osmótico, a hidratação é desacelerada, reduzindo o nível de danos celulares 

normalmente causados pela rápida entrada de água nas sementes secas 

(RAJJOU et al., 2012). A reidratação sob condições controladas, alcançada 

através da incubação com soluções contendo agentes osmóticos, tal como o 

polietilenoglicol (PEG), causa a ativação transiente de respostas 

antioxidantes e reparo do DNA, preservando tanto a integridade do genoma 

como a qualidade da semente (BALESTRAZZI et al., 2011) e possibilitando 

a reindução de tolerância à dessecação em alguns casos (BUITINK et al., 

2003).  

 

2.4 Mecanismos envolvidos na tolerância à dessecação 

 

Alguns eventos celulares e bioquímicos estão associados à tolerância 

à dessecação em sementes, como a diminuição do volume, redução no 

número e/ou acúmulo de material de reserva insolúvel dos vacúolos. Estes 

eventos possibilitam às células suportarem o estresse mecânico durante a 

dessecação por criarem uma quantidade suficiente de pressão negativa contra 

a parede, evitando o seu colapso e extravasamento da plasmalema 

(PAMMENTER e BERJAK, 1999; FARRANT, 2000). 

O acúmulo de açúcares não redutores ajuda a preservar 

funcionalmente e estruturalmente as membranas devido à sua capacidade de 

substituir a água, mantendo o espaçamento entre os fosfolipídios, impedindo 

transições da fase líquido cristalino para a fase gel da bicamada, evitando a 

cristalização da fase aquosa (PAMMENTER e BERJAK, 1999; 

HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001; FARRANT et al., 2009). 
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O acúmulo de proteínas LEA coincide com a aquisição de tolerância 

à dessecação; essas proteínas atuam revestindo as macromoléculas com uma 

camada de moléculas de água, devido ao elevado número de resíduos polares 

no interior de sua estrutura, podendo substituir a água através da ligação 

direta de seus resíduos com os da superfície de outras proteínas durante a 

dessecação (HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001).  

As dehidrinas consistem num grupo de proteínas LEA de natureza 

anfipática, sendo capazes de associarem-se a várias macromoléculas 

impedindo sua desnaturação (PAMMENTER e BERJAK, 1999). As 

proteínas termossensíveis (HSPs) também são induzidas pelos mesmos 

estresses que induzem a síntese de LEA, agindo como chaperonas 

moleculares durante a dessecação das sementes, impedindo a agregação e 

desnaturação de outras proteínas (HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 

2001; FARRANT et al., 2009; GECHEV et al., 2012).  

A manutenção da integridade do material genético durante a 

desidratação, e seu reparo na reidratação, é um requisito primordial na 

tolerância à dessecação (PAMMENTER e BERJAK, 1999). Em nível da 

expressão gênica, algumas mudanças entre transcriptomas, associadas com a 

aquisição de tolerância à dessecação em sementes em desenvolvimento e o 

restabelecimento da tolerância em radículas, são reguladas positivamente por 

genes relacionados à defesa contra estresse (LEA, antioxidantes, metabólitos 

secundários) e ao armazenamento de reservas nas sementes; e reguladas 

negativamente por genes envolvidos com o ciclo celular, processamento de 

DNA e metabolismo primário e de energia (LEPRINCE e BUITINK, 2010).  

 

2.5 Estresse oxidativo e dessecação 

 

Durante o seu curso evolutivo, as plantas desenvolveram uma série 

de engenhosos sistemas antioxidantes a fim de reduzir o dano causado pelas 

EROs (CHEN et al., 2011, VARGHESE et al., 2011). Todavia, segundo 
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Pukacka, Malec e Ratajczak (2011), após a dispersão, a produção de EROs é 

controlada, sobretudo, pelo sistema antioxidante enzimático. 

O componente enzimático do sistema antioxidante de defesa 

compreende várias enzimas que operam em diferentes compartimentos 

subcelulares e respondem conjuntamente quando as células se encontram em 

situações de estresse, o que sugere o seu papel na aquisição de tolerância das 

plantas (SHARMA et al., 2012). 

Em sementes recalcitrantes submetidas à dessecação, a perda da 

viabilidade e sensibilidade pode ser consequência da falha dos mecanismos 

de proteção contra EROs (VARGHESE et al., 2011). Segundo Chen et al. 

(2011), a dessecação causa acúmulo de EROs que não são eficientemente 

eliminadas pelo aumento nos níveis de enzimas antioxidantes. 

A tolerância à dessecação está relacionada à capacidade celular de 

excluir as EROs, uma vez que o aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes está envolvido no processo (PAMMENTER e BERJAK, 1999; 

GARNCZARSKA; BEDNARSKI; JANCELEWICZ, 2009). 

Alguns efeitos prejudiciais da dessecação estão relacionados à 

formação de espécies reativas como resultado do metabolismo 

desbalanceado e diminuição do transporte de elétrons (COLVILLE e 

KRANNER, 2010). As EROs causam peroxidação lipídica, oxidação de 

proteínas e danos ao DNA, contribuindo para a morte celular (LEPRINCE et 

al., 1990, SHARMA et al., 2012). 

Quando os níveis de EROs ultrapassam o limiar celular, inicia-se a 

peroxidação lipídica nas membranas da célula e das organelas. A 

peroxidação lipídica é considerada um dos processos celulares mais 

prejudiciais conhecidos, uma vez que agrava o estresse oxidativo através da 

produção de radicais derivados de lipídios capazes de reagir entre si e 

danificar proteínas e o DNA (GILL e TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 

2012). Os danos à membrana são, em alguns casos, utilizados como 

parâmetro para se determinar o nível de destruição lipídica sob condição de 

estresse. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material Vegetal 

 

 Frutos maduros de Erythrina falcata Benth. foram coletados no 

período de novembro a dezembro de 2012, provenientes de seis árvores 

adultas no município de Lavras, Minas Gerais, Brasil, 21°14'43''S, 

44°59'59''W e altitude de 919 metros. O beneficiamento foi realizado 

manualmente, sendo os frutos quebrados para a extração das sementes e 

descartadas aquelas danificadas e atacadas por patógenos ou insetos. 

Posteriormente os lotes foram misturados e armazenados em câmara fria a 

10 ºC até a realização dos experimentos. 

 

3.2 Determinação do grau de umidade e peso de mil sementes 

 

O grau de umidade antes do armazenamento foi determinado pelo 

método da estufa a 103 ± 3 ºC por 17 horas, com três repetições de 10 

sementes, e o cálculo foi realizado na base úmida e expresso em 

porcentagem. O peso de mil sementes foi determinado utilizando-se oito 

amostras com 100 sementes cada (BRASIL, 2009).  

 

3.3 Superação de dormência em sementes de E. falcata 

 

Os tratamentos para a superação da dormência física consistiram de: 

escarificação mecânica com lixa d’água n° 120 do lado oposto ao embrião 

(MATHEUS et al., 2010); imersão das sementes em água à temperatura 

ambiente por 24 horas (DAVIDE e CHAVES, 1996); imersão das sementes 

em água à temperatura de 80 ºC, seguida de repouso na mesma água por 24 

horas (DAVIDE; FARIA; BOTELHO, 1995) e imersão das sementes em 

água à temperatura de 100 ºC por 30 segundos, seguida de repouso na 

mesma água por 10 minutos. O tratamento controle consistiu das sementes 
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sem tratamento para superação de dormência. Todas as sementes foram 

desinfestadas em álcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sódio com 1% 

de cloro ativo por 10 minutos e lavadas em água destilada por três vezes. 

Foram utilizadas quatro repetições de 20 sementes dispostas em 

rolos de papel para germinação trocados a cada 7 dias. Os dados obtidos 

foram utilizados para os cálculos da porcentagem de germinação através da 

fórmula: 

 

%G = (Σni . N-1).100, em que: 

  

Σni é o número total de sementes germinadas em relação ao número 

de sementes colocadas para germinar (N-1). O índice de velocidade de 

germinação foi calculado através da fórmula proposta por Maguire (1962): 

 

IVG = Σ (Gn/Nn), na qual: 

 

IVG = índice de velocidade de germinação; 

Gn = número de sementes germinadas computadas na enésima contagem; 

Nn = número de dias da enésima contagem a partir da semeadura. 

 

Os testes foram realizados em câmaras de germinação do tipo BOD 

sob luz branca constante e temperatura de 25 ºC. As avaliações de 

germinação foram realizadas diariamente até os 35 dias de instalação do 

experimento, sendo adotada como parâmetro de germinação a protrusão 

radicular com aproximadamente 1,0 mm e posterior formação de plântulas 

normais. Foram consideradas dormentes as sementes que não germinaram e 

permaneceram intactas ao final do teste e, mortas, aquelas que não 

germinaram e deterioraram ou aquelas infectadas por micro-organismos. 
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3.4 Curva de embebição 

 

As sementes foram desinfestadas e escarificadas com lixa d’água n° 

120. Posteriormente foram dispostas em rolos de papel para germinação 

umedecidos com 2,5 vezes de água destilada em relação ao peso do papel e 

colocadas em câmaras de germinação do tipo BOD sob luz branca constante 

e temperatura de 25 ºC. Foram utilizadas três repetições de 10 sementes, e o 

processo de embebição foi avaliado através da pesagem das sementes em 

balança analítica com precisão de 0,001 g, em intervalos regulares de uma 

em uma hora durante as primeiras 12 horas, a cada 6 horas até às 96 horas, e, 

posteriormente, realizadas pesagens diárias. O incremento da massa fresca 

foi calculado através da fórmula:  

% de incremento sobre a massa fresca inicial (MFI) = (MFU-

MFI/MFU)*100; 

em que MFU = massa da semente embebida e MFI = massa da 

semente seca (NERY, 2008). 

 

3.5 Caracterização da perda da tolerância à dessecação 

 

As sementes foram escarificadas com lixa d’água n° 120, 

desinfestadas e, posteriormente, lavadas em água destilada por três vezes, e 

colocadas para germinar em câmaras de germinação do tipo BOD 347 sob 

luz branca constante e temperatura de 25 ºC. Após 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas 

de embebição, e em sementes com raiz primária de 1 mm e 3 mm de 

comprimento, foi determinado o grau de umidade utilizando-se três 

repetições de 5 sementes para cada tratamento. 

Na dessecação, as sementes foram colocadas em caixas acrílicas tipo 

gerbox, sobre um suporte de papel, contendo uma camada de 70 g de sílica 

gel (2% UR), mantidas em BOD a 25 °C sob luz constante até que o grau de 

umidade de 10% fosse atingido. Em seguida, as sementes foram mantidas 

por 3 dias nessa mesma condição (BUITINK et al., 2003, VIEIRA et al., 
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2011a). Posteriormente, as sementes foram pré-umedecidas em câmara 

úmida (100% UR) a 20 °C por 24 h, e então colocadas para germinar em 

rolos de papel. Foram utilizadas quatro repetições de 20 sementes para cada 

tratamento. Para a curva de secagem foram utilizadas três repetições de 10 

sementes pesadas em tempos regulares até que o conteúdo de água 

permanecesse constante. 

Os cálculos da estimativa do conteúdo de água inicial foram 

realizados através da fórmula proposta por Cromarty, Ellis e Roberts (1985): 

 

Mf = Mi(100 −Ui)×(100 −Uf )−1, na qual: 

 

Mf = massa da amostra (g) após a secagem; 

Mi = massa da amostra (g) antes da secagem; 

Ui = grau de umidade (%) antes da secagem; 

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

  

A porcentagem de germinação das sementes foi determinada pela 

protrusão visível da radícula com no mínimo 1 mm de comprimento 

(BUITINK et al., 2003). Após 5 dias, foi avaliada a porcentagem de 

sementes germinadas (protrusão da radícula) e que retomaram o 

crescimento. Tais sementes, juntamente com aquelas que não apresentavam 

degradação visível, foram transferidas para bandejas de polipropileno 

contendo como substrato terra de subsolo, areia e esterco bovino (2:1:1). As 

bandejas foram dispostas em delineamento inteiramente casualizado, sendo 

uma bandeja para cada tratamento dividida em 4 partes representando 4 

repetições, sendo mantidas em casa de vegetação sob 50% de sombreamento 

e, após 35 dias, avaliou-se a porcentagem de formação de plântulas normais. 
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3.6 Análise de crescimento de plântulas provenientes de sementes 

tolerantes à dessecação 

 

Após 35 dias em casa de vegetação, foram avaliados os seguintes 

parâmetros: índice de velocidade de emergência usando a fórmula proposta 

por Maguire (1962), porcentagem de formação de plântulas normais, número 

de folhas completamente expandidas, comprimento do caule, comprimento 

da raiz principal, diâmetro do colo e pesagem da matéria seca das partes 

aérea e radicular. Para a análise de matéria seca, o material vegetal fresco foi 

colocado em sacos de papel em estufa de ventilação forçada por 72 horas a 

65 °C. 

 

3.7 Análises anatômicas e ultraestruturais em raízes primárias  

 

 3.7.1 Microscopia de luz 

 

As sementes foram fixadas em solução de FAA (formaldeído, ácido 

acético glacial e etanol 70%, na proporção de 0,5: 0,5: 9,0) por 72 horas e, 

posteriormente, conservadas em etanol 70%. As seções transversais das 

raízes primárias foram obtidas a mão livre, clarificadas em solução de 

hipoclorito de sódio 50%, lavadas em água destilada por 3 vezes, coradas 

com safrablau (safranina 1% e azul de astra 0,1%, na proporção de 7:3) e 

dispostas entre lâmina e lamínula contendo glicerina 50%. As lâminas foram 

fotografadas em microscópio óptico de luz acoplado a uma câmera digital.  

Foram utilizados como tratamentos: sementes embebidas com raiz 

primária de 3 mm, sementes com raiz primária de 3 mm dessecadas em sílica 

gel até 10% do grau de umidade, sementes com raiz primária de 3 mm 

reidratadas após 5 dias e sementes com raiz primária de 3 mm  reidratadas 

após 12 dias. Foram utilizadas quatro repetições de 5 sementes para cada 

tratamento e as sementes foram dessecadas em caixas do tipo gerbox 

contendo 70 g de sílica gel até 10% de grau de umidade. Após 3 dias 
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mantidas nesse grau de umidade, as sementes foram pré-umedecidas em 

câmara úmida (100% UR) a 20 °C por 24 h, e então colocadas para germinar 

em rolos de papel. 

 

3.7.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 

Foram excisados 5 pontas de raiz primária e 5 embriões de sementes 

embebidas por 18 horas e sementes germinadas com raiz primária de 1 mm e 

3 mm; e após a dessecação destes mesmos tratamentos em sílica gel, pré-

umidificação e reidratação por 24 horas. As análises e metodologia utilizada 

foram realizadas de acordo com protocolo de rotina do Laboratório de 

Microscopia Eletrônica, do Departamento de Fitopatologia da Universidade 

Federal de Lavras. 

As amostras foram imersas em solução fixadora Karnovisk`s 

modificado (glutaraldeído 2,5%, formaldeído 2,5% em tampão 

cacodilato de sódio 0,05 M, pH 7,2, CaCl2 0,001 M), por 48 horas. 

Posteriormente foram lavadas por três vezes de 10 minutos em tampão 

cacodilato para retirar os resíduos do fixador. Em seguida foram pós-fixadas 

em tetróxido de ósmio 1% em água, por 1 hora em câmara de fluxo laminar 

a temperatura ambiente. Após este período as amostras foram lavadas por 

três vezes em água destilada e em seguida desidratadas em gradiente de 

acetona 25, 50, 75, 90 e 100% por três vezes. O material foi seco em 

aparelho de ponto crítico de CO2 para completar a secagem e então 

montados em stubs e cobertos com ouro. Para a visualização das imagens foi 

utilizado o Microscópio Eletrônico de Varredura LEO EVO 40 (ALVES, 

2004). 

 

3.8 Quantificação de peróxido de hidrogênio 

 

Foram utilizadas três repetições de 5 sementes sem o tegumento 

submetidas à embebição (0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas e sementes com raiz 
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primária de 1 mm e 3 mm) maceradas em nitrogênio líquido e, 

posteriormente, 0,2 g do material macerado de cada tratamento foi 

homogeneizado em 1,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O 

homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por 14 minutos a 4 ˚C.  

Alíquotas do sobrenadante (45 µL) foram pipetadas em placas de 

ELISA, juntamente com o meio de reação (45 µL tampão fosfato de potássio 

a 100 mM, pH 7,0 e 90 µL de iodeto de potássio a 1 M). O H2O2 foi 

determinado medindo-se a absorbância a 390 nm em espectrofotômetro 

ELISA (VELIKOVA, YORDANOV e EDREVA, 2000). 

 

3.9 Avaliação da peroxidação lipídica 

 

Para a avaliação da peroxidação lipídica foram utilizados os mesmos 

tratamentos e o mesmo extrato utilizados para a quantificação de peróxido de 

hidrogênio (item 3.8), de acordo com o protocolo proposto por Buege e Aust 

(1978). 

Alíquotas de 250 µL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de 

reação [0,5% (m/v) de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 10% (m/v) de TCA], 

incubando-se, em seguida, a 95 °C por 30 minutos. A reação foi paralisada 

por resfriamento rápido em água gelada e as leituras foram determinadas 

utilizando-se 200 µL do meio reacional pipetados nos poços das placas de 

ELISA.  

O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeídos de baixa 

massa molecular como, por exemplo, o malondialdeído (MDA), produto 

secundário do processo de peroxidação. A concentração do complexo 

MDA/TBA foi calculada pela equação: [MDA] = (A535 – A600) / (ξ . b), 

em que ξ = coeficiente de extinção molar = 1,56 x 10-5, e b = comprimento 

ótico = 1. 

 

 

3.10 Atividade do sistema antioxidante 
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Sementes sem o tegumento foram amostradas após diferentes 

tempos de embebição e comprimentos da raiz primária (0 h, 6 h, 12 h, 18 h, 

27 h, 36 h, 1 mm e 3 mm) e então maceradas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80 ºC, sendo utilizadas três repetições de 5 sementes para 

cada tratamento. Foram retirados 0,1 g de material macerado ao qual se 

adicionou 1,5 mL de tampão de extração (tampão fosfato de potássio 400 

mM (pH 7,8), EDTA 10 mM, ácido ascórbico 200 mM e água). Em seguida, 

o material foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4 ºC, sendo o 

sobrenadante coletado e armazenado a -20 ºC durante o período de análises. 

A partir deste mesmo extrato, quantificou-se as proteínas totais pelo método 

de Bradford (1976) para a determinação da atividade específica das enzimas 

antioxidantes. 

 

3.10.1 Atividade da dismutase do superóxido (SOD) 

 

A atividade da SOD foi avaliada pela sua capacidade de inibir a 

fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT), conforme proposto por 

Giannopolitis e Ries (1977), com modificações. Foram adicionados 10 µL 

do extrato enzimático a 190 µL do meio de incubação (tampão de fosfato de 

potássio a 100 mM pH 7,8, metionina a 70 mM, EDTA a 10 µM, NBT a 1 

mM e riboflavina a 0,2 mM). A placa de acrílico UV, contendo o meio de 

incubação e a amostra, foi iluminada com lâmpada fluorescente de 20 W por 

7 minutos. As leituras foram realizadas a 560 nm em espectrofotômetro de 

ELISA e o cálculo da atividade da enzima foi feito com base na seguinte 

equação: % de inibição = (A560 amostra com extrato enzimático – A560 

controle sem enzima) / (A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD 

corresponde à quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredução 

do NBT nas condições do ensaio. 
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3.10.2 Atividade da catalase (CAT) 

 

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo Havir e McHale 

(1987), na qual uma alíquota de 2,5 µL do extrato enzimático foi adicionada 

a 197,5 µL do meio de incubação contendo 100 µL de fosfato de potássio a 

200 mM (pH 7,0) e 10 µL de peróxido de hidrogênio a 250 mM e 80 µL de 

água destilada. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na 

absorbância a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo 

consumo de peróxido de hidrogênio através do espectrofotômetro de ELISA. 

O coeficiente de extinção molar utilizado foi 36 mM-1cm-1 corrigido para 18 

mM-1cm-1 uma vez que os poços da placa UV possuem 0,5 cm de 

comprimento. 

 

3.10.3 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) 

 

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa 

de oxidação do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos por 3 minutos 

monitorados com o espectrofotômetro de ELISA. Uma alíquota de 2,5 µL do 

extrato enzimático foi adicionada a 197,5 µL de tampão de incubação 

composto por 100 µL de fosfato de potássio a 200 mM (pH 7,0), 10 µL de 

ácido ascórbico 10 mM, 10 µL de peróxido de hidrogênio a 2 mM e 70 µL 

de água destilada (NAKANO e ASADA, 1981). O coeficiente de extinção 

molar utilizado foi 2,8 mM-1cm-1 corrigido para 1,4 mM-1cm-1 uma vez que 

os poços da placa UV possuem 0,5 cm de comprimento. 

 

3.11 Quantificação de proteínas totais 

 

Utilizou-se três repetições de 5 sementes sem o tegumento 

submetidas a diferentes tempos de embebição e comprimentos de raiz 

primária (0 h, 6 h, 12 h, 18 h, 27 h, 36 h, 1 mm e 3 mm) maceradas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80 ˚C. Para a homogeneização, 
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adicionou-se 0,5 mL de tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 7,0) a 0,2 g 

do material macerado de cada tratamento seguido de banho-maria por 30 

minutos a 40 ˚C. Em seguida os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 20 

minutos, sendo o sobrenadante armazenado e o processo repetido com a 

resuspensão do precipitado. Os sobrenadantes combinados foram então 

armazenados a -20 ˚C. A quantificação de proteínas totais foi realizada de 

acordo com o método de Bradford (1976), no qual se utiliza um mix de 5 mL 

de Comassie Blue G-250, água destilada e a alíquota. As leituras foram 

feitas no espectrofotômetro UV no comprimento de onda 595 nm. 

 

3.12 Reindução de tolerância à dessecação em sementes germinadas de 

E. falcata. 

 

3.12.1 Experimento 1 

 

Sementes de E. falcata foram germinadas até que as raízes primárias 

atingissem 1 mm e 3 mm de comprimento, então foram incubadas em PEG 

6.000 em três potenciais osmóticos (-1,4, -1,8 e -2,2 MPa). Foram utilizadas 

quatro repetições de 20 sementes para cada tratamento, as quais foram 

incubadas em BOD a 5 ˚C por 3 dias na ausência de luz. Posteriormente as 

sementes foram lavadas rapidamente em água destilada, para retirar o 

excesso de PEG. Em seguida foram dessecadas em sílica gel até que 

atingissem 10% de umidade. A partir de então, as sementes permaneceram 

por 3 dias em BOD, sendo pré-umidificadas em câmara úmida (100% UR) 

por 24 horas a 25 ˚C, reidratadas em rolos de papel em BOD a 25 ˚C sob luz 

branca constante e analisadas quanto à continuidade do crescimento 

conforme descrito no item 3.5. O grau de umidade foi determinado a partir 

de três repetições de 5 sementes para cada tratamento após a incubação em 

PEG. 
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3.12.2 Experimento 2 

 

Sementes de E. falcata com raiz primária de 1 mm de comprimento 

foram incubadas em PEG 6.000 nos potenciais osmóticos de -1,4 e -2,2 MPa 

por 3 dias no escuro a 10 ˚C. Posteriormente as sementes foram lavadas 

rapidamente em água destilada e dessecadas em sílica gel até 10% de grau de 

umidade. Após 3 dias em BOD, as sementes foram pré-umidificadas, 

reidratadas e analisadas quanto à continuidade do crescimento conforme 

descrito no item 3.5. Foram utilizadas quatro repetições de 20 sementes para 

cada tratamento e o grau de umidade foi determinado a partir de três 

repetições de 5 sementes para cada tratamento, após a incubação em PEG. 

As variáveis analisadas foram: retomada do crescimento aos 5 dias após 

reidratação e sobrevivência após 35 dias de transferência para bandejas 

contendo substrato terra de subsolo, areia e esterco bovino (2:1:1) em casa 

de vegetação a 50% de sombreamento, tanto para o experimento 1 quanto 

para o experimento 2. 

 

3.13 Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado 

(DIC) para todos os experimentos. Os tratamentos foram aplicados de acordo 

com o fluxograma da Figura 2. 
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EMBEBIÇÃO DAS 
SEMENTES

**INCUBAÇÃO 
EM PEG 6000

SECAGEM RÁPIDA 
(Sílica Gel)

PRÉ-UMIDIFICAÇÃO EM CÂMARA 
ÚMIDA POR 24h a 20\C e 100% UR

REIDRATAÇÃO EM BOD 
25\C, LUZ CONSTANTE

-Análise de crescimento inic ial (número de
folhas, comprimento do caule e da maior
raiz; diâmetro do colo, e pesagem da matéria
seca das folhas, raízes e caule)

-**Análise da retomada do crescimento        
-Análises anatômicas e ultraestruturais
-Análise da sobrevivência (protrusão das 
radículas e formação de plântulas)              CRESCIMENTO EM CASA

DE VEGETAÇÃO

-Análises bioquímicas                  
-Análises anatômicas

 
Figura 2 Fluxograma dos tratamentos aplicados em sementes de E. falcata. 

 

As variáveis foram analisadas através do teste de normalidade de 

Shapiro Wilker, análise de variância e teste de Scott-Knott com p < 0,05. As 

variáveis que não seguiram distribuição normal (porcentagem de dormência 

e mortalidade, massa seca da parte aérea e radicular e peroxidação lipídica) 

foram transformadas (raiz quadrada). Todas as análises foram feitas 

utilizando-se o Sistema de Análise de Variância para Dados Balanceados - 

SISVAR® (FERREIRA, 2000) e a confecção dos gráficos através do 

programa Microsoft Excel®. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Superação de dormência em sementes de E. falcata 

 

 Sementes de E. falcata apresentaram grau de umidade inicial de 

9,89% e peso de mil sementes de 275,80 g. 

A escarificação com lixa d’água levou a um maior IVG quando 

comparada aos demais tratamentos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 Valores médios do índice de velocidade de germinação em sementes de E. 
falcata submetidas a diferentes tratamentos para a superação de 
dormência após 35 dias.  

Tratamento IVG 

Controle 1,12 c 

Escarificação com lixa d’água 8,65 a 

Imersão em água a 25 ˚C por 24 h 1,13 c 

Imersão em água a 80 ˚C e repouso por 24 h 2,54 b 

Imersão em água a 100 ˚C por 30 s e repouso por 10 min 0,26 c 

 

Segundo Moïse et al. (2005), a camada mais externa do tegumento 

de sementes de Fabaceae é uma cutícula composta de cera, a qual representa 

a primeira barreira para a embebição e varia em espessura; abaixo se 

encontra a epiderme composta de células paliçádicas de paredes espessas, a 

hipoderme com uma camada simples de células; e o parênquima interior. No 

entanto, a composição e dureza do tegumento é um fator controlado tanto 

pelo genoma da espécie quanto pelo ambiente (SOUZA e MARCOS FILHO, 

2001). 

De acordo com Baskin e Baskin (2005), a dormência física é 

causada por uma ou mais camadas paliçádicas no tegumento da semente, e a 

superação da dormência envolve a disrupção de uma área especializada na 

semente, por exemplo, as lentes em Fabaceae, criando assim uma abertura 

através da qual ocorre a entrada de água. 
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O maior percentual de germinação foi observado para sementes 

escarificadas com lixa d’água, as quais apresentaram 93,75% (Figura 3). 

 

 

Figura 3 Percentual de germinação (barras brancas), mortalidade (barras cinzas) e 
dormentes (barras pretas) de sementes de E. falcata após tratamentos para 
a superação de dormência. As barras representam a média de quatro 
repetições de 20 sementes. Médias seguidas por letras iguais (maiúsculas 
para dormência, minúsculas para mortalidade e minúsculas em itálico 
para germinação) não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

Apesar de apresentar baixa porcentagem de sementes dormentes ao 

final do experimento, a imersão das sementes em água a 100 ˚C levou à 

morte de 91,25% das sementes. A imersão de sementes em água à 

temperatura ambiente equiparou-se ao tratamento controle (55%), 

apresentando 53,75% de sementes dormentes, demonstrando que tal 

tratamento não foi eficiente para a superação de dormência (Figura 3). 

 A escarificação de sementes de Erythrina velutina com lixa 

proporcionou porcentagem de emergência de cerca de 98%, mesmo após 25 

meses de armazenamento (SANTOS et al., 2013). Silva Júnior et al. (2012) 

observaram alta porcentagem de germinação em sementes de E. velutina 

escarificadas com lixa de ferro, as quais apresentaram cerca de 95 - 100% de 
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germinação no intervalo de 6 dias, demonstrando a eficiência deste método 

para espécies do gênero. 

Sementes de E. crista-galli imersas em água com temperatura 

elevada (96 ˚C) também apresentaram baixa porcentagem de germinação 

(máximo de 43%) e, segundo Silva, Carpanezzi e Lavoranti (2006), o 

tratamento foi pouco satisfatório e deletério quando comparado ao 

tratamento com ácido sulfúrico. De acordo com Santos et al. (2013), a 

imersão de sementes de E. velutina em água quente (80 ˚C e 100 ˚C) 

provocou danos aos embriões, comprometendo a viabilidade das mesmas. 

Silva Júnior et al. (2012) observaram que sementes de E. velutina 

sem tratamento para a superação de dormência permaneceram intactas após 

15 dias de embebição nas mesmas condições deste experimento (25 ˚C e luz 

constante). Silva, Carpanezzi e Lavoranti (2006) observaram que os 

tratamentos controle de sementes de E. crista-galli (sem superação de 

dormência) apresentaram cerca de 12,5% de germinação após 19 dias, o que 

pode ser o resultado de dormência tegumentar, comum no gênero Erythrina. 

Carvalho, Silva e Davide (2006) observaram que as sementes de E. 

falcata apresentam tegumento duro, sendo necessários métodos específicos 

de superação da dormência tegumentar (DAVIDE; FARIA; BOTELHO, 

1995; DAVIDE e CHAVES, 1996; MEDEIROS e ABREU, 2005; 

MATHEUS et al., 2010). 

Sementes de várias espécies do mesmo gênero apresentam 

dormência tegumentar e são classificadas como ortodoxas, como é o caso de 

E. velutina (SILVA et al., 2011), E. speciosa (MELLO et al., 2010), E. 

fusca, E. poeppigiana, E. indica e E. caffra (ORWA et al., 2009).  

 

4.2 Curva de embebição 

 

Após 78 horas de avaliação, sementes escarificadas com lixa d’água 

apresentaram rápido padrão de absorção de água quando comparadas ao 
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tratamento controle (não escarificadas), evidenciado pela alta taxa de 

incremento sobre a massa fresca (Figura 4). 

 

 
Figura 4 Curva de embebição de sementes de E. falcata sem escarificação e 

escarificadas mecanicamente. As sementes foram embebidas a 25 ºC sob 
luz constante. Cada ponto é a média de três repetições de 10 sementes. 

 

As sementes que não sofreram escarificação mecânica apresentaram 

lenta absorção de água, não possibilitando diferenciar as fases I e II, sendo 

que a fase III foi registrada após 60 horas de embebição. Este retardamento 

na protrusão da radícula em sementes não escarificadas também foi 

observado por Loureiro et al. (2013) em sementes de Amburana cearensis, 

também pertencente à subfamília Papilionoideae, evidenciando igualmente a 

impermeabilidade do tegumento das sementes dessa espécie. 

Apesar de a escarificação mecânica favorecer a entrada de água em 

sementes com dormência tegumentar, não foi possível observar nitidamente 

um padrão de absorção de água trifásico como o descrito por Bewley (1997) 

para a espécie em estudo. Dessa forma, observando o aumento em massa 

fresca ao longo do tempo e o início da protrusão radicular, foram 

estabelecidos os pontos de mudança de fases da embebição (Figura 5). 
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Figura 5 Curva de embebição de sementes de E. falcata escarificadas 

mecanicamente e porcentagem de germinação a 25 ºC sob luz constante. 
As sementes que apresentaram protrusão da radícula foram consideradas 
germinadas. Cada ponto é a média de três repetições de 10 sementes. 

 

Durante as primeiras 18 horas foi determinada a fase I da 

embebição. Esta fase é caracterizada pelo aumento relativamente rápido na 

absorção de água (BEWLEY, 1997, WEITBRECHT; MULLER; 

LEUBNER-METZGER, 2011). Nas sementes em estudo, observou-se um 

incremento de 52,48% sobre a massa fresca durante as primeiras 18 horas de 

embebição. A presença de água é crucial e necessária para a retomada da 

atividade metabólica e crescimento do embrião (WOJTYLA et al., 2006). 

A fase II foi determinada considerando-se os tempos após as 18 

horas de embebição até o início da protrusão das radículas, neste período há 

uma limitação na absorção de água (WOJTYLA et al., 2006; NONOGAKI; 

BASSEL; BEWLEY, 2010). Durante a fase II, as sementes permaneceram, 

em média, sem significante incremento sobre a massa fresca, até que a 

protrusão da radícula foi observada após 36 horas de embebição, 

caracterizando a fase III, com 20% de germinação.  

Às 36 horas de embebição, o incremento sobre massa fresca foi 

62,68% e, ao final do experimento, obteve-se 76,67% de germinação e um 

incremento de 68,99% sobre a massa fresca.  
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Apesar de o uso dessas fases ser conveniente para ilustrar os eventos 

que ocorrem nas sementes durante a germinação, em algumas espécies elas 

não são tão bem definidas (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). 

 

4.3 Caracterização da perda de tolerância à dessecação 

 

Com a embebição foi observado um aumento no grau de umidade de 

8,15%, em sementes não embebidas, para 69,66%, em sementes com raiz 

primária de 3 mm de comprimento (Figura 6). 

 

 

Figura 6 Grau de umidade em sementes de E. falcata após 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas 
de embebição e em sementes com raízes primárias de 1 mm e 3 mm de 
comprimento. Cada ponto é a média de três repetições de 5 sementes, e as 
barras representam o erro padrão da média.  

 
A curva de secagem para sementes de E. falcata embebidas e 

germinadas até 3mm de comprimento de radícula pode ser observada na 

figura 7. 
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Figura 7 Curva de secagem de sementes de E. falcata germinadas com 3mm de 

radícula desidratadas em caixas gerbox contendo sílica gel. Cada ponto no 
gráfico representa a média de três repetições de 10 sementes e as barras 
representam o erro padrão. 

 

Observou-se uma rápida diminuição do grau de umidade até às 24 

horas de secagem e, a partir de então, houve estabilização dos valores de 

grau de umidade. 

A análise de germinação foi realizada após 5 dias da dessecação das 

sementes, e de sobrevivência de plântulas normais após 35 dias da 

transferência para substrato em casa de vegetação (Figura 8). 
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Figura 8 Caracterização da perda de tolerância à dessecação em sementes de E. 
falcata após 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas de embebição e em sementes com 
raiz primária de 1 mm e 3 mm de comprimento com base na germinação e 
formação de plântulas normais. Cada ponto representa a média de quatro 
repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro padrão. 
Médias seguidas por letras iguais (maiúsculas para germinação após 5 
dias e minúsculas para sobrevivência após 35 dias) não diferem entre si 
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.  

 

Observou-se que até às 18 horas de embebição, as sementes de E. 

falcata não apresentaram perda da tolerância à dessecação, uma vez que a 

porcentagem de germinação e sobrevivência não diferiu do tratamento 

controle (sem dessecação). É interessante ressaltar que até às 18 h foi 

determinada a fase I da embebição, na qual há o início da atividade 

metabólica, com a reativação de estruturas e enzimas necessárias para o 

metabolismo (Bewley, 1997). Segundo Rajjou et al. (2012), a fase inicial da 

germinação é um processo reversível, no qual o programa genético da 

maturação pode ser recuperado.  

Quando dessecadas a 10% de umidade, sementes de E. falcata com a 

radícula protrudida (1 mm e 3 mm) apresentaram baixas taxas de retomada 

do crescimento da raiz primária após 5 dias e de sobrevivência de plântulas 

normais após 35 dias, apresentando valores de 25% e 22,5% para sementes 
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com raiz primária de 1 mm, e 13,75% e 11, 25% para sementes com 3 mm, 

respectivamente. 

Todavia, em sementes de E. falcata com raiz primária de 3 mm de 

comprimento que retomaram o crescimento, foi observada a formação de 

novas raízes a partir do quinto dia após reidratação (Figura 9).  

 

 

Figura 9 Detalhe da formação de novas raízes a partir de raiz primária com 3 mm de 
comprimento (setas) após dessecação, pré-humidificação e reidratação. 
A – Semente após 5 dias de reidratação. B – Plântula após 12 dias de 
reidratação. Barra = 5 mm. 

 

Segundo Buitink et al. (2003), a radícula protrudida é a primeira 

parte a perder a tolerância à dessecação, seguida pelo hipocótilo e 

cotilédones. Além disto, esses autores observaram que sementes germinadas 

com raiz primária com 3 mm de Medicago truncatula submetidas à 

desidratação perderam quase totalmente a tolerância à dessecação. No caso 

de sementes de Peltophorum dubium, quando dessecadas com raiz primária 

de 1 mm e 3 mm de comprimento, não houve sobrevivência e formação de 

plântulas (GUIMARÃES et al., 2011). 

Entretanto, como a tolerância à dessecação é um traço multifatorial, 

é possível que nem todos os mecanismos necessários para suportar a 

sobrevivência no estado dessecado tenham sido perdidos em sementes com 

raiz primária de 3 mm de comprimento de E. falcata, contribuindo para o 

desenvolvimento de novas raízes e retomada do crescimento.  
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 De modo geral pôde-se observar a perda da tolerância à dessecação 

ao longo do tempo de embebição em sementes de E. falcata evidenciado 

pelo aumento na porcentagem de mortalidade das sementes 5 dias a 

reidratação (Figura 10).  

 

 

Figura 10 Porcentagem de mortalidade após 5 dias da reidratação de sementes de E. 
falcata após 0, 6, 12, 18, 27 e 36 horas de embebição e em sementes com 
raiz primária de 1 mm e 3 mm de comprimento. Cada ponto representa a 
média de quatro repetições de 20 sementes e as barras representam o erro 
padrão. Médias seguidas por letras iguais (maiúsculas para o grau de 
umidade ao longo da embebição e minúsculas para mortalidade após 5 dias) 
não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Este comportamento é comum principalmente em sementes 

consideradas ortodoxas, as quais se tornam menos tolerantes à dessecação 

com o progresso do processo germinativo (HONG e ELLIS, 1996). Este 

mesmo resultado também foi encontrado para sementes de Peltophorum 

dubium ao longo da embebição (GUIMARÃES et al., 2011). 

Em sementes maduras de milho, Huang e Song (2013) também 

observaram que a tolerância à dessecação é gradualmente perdida, o que vai 

de acordo com a hipótese de que este é um traço quantitativo nas sementes 

de diferentes espécies (VERTUCCI e FARRANT, 1995). Em sementes de 

Medicago truncatula a tolerância à dessecação declinou com a protrusão da 
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radícula e, com 2 mm de comprimento, não foi observada a sobrevivência 

das sementes dessecadas e reidratadas (FARIA et al., 2005). Segundo Faria 

et al. (2005), o comprimento da raiz primária a partir do qual plântulas de 

sementes ortodoxas perdem a tolerância à dessecação varia entre as espécies 

e, além disso, os diferentes procedimentos experimentais adotados 

influenciam nos resultados encontrados. 

Com a protrusão radicular (a partir de 36 horas) a porcentagem de 

mortalidade das sementes atinge valor máximo (Figura 10), não diferindo 

estatisticamente dos diferentes comprimentos da raiz primária (1 mm e 3 

mm). Sementes de E. falcata, assim como outras espécies ortodoxas perdem 

sua capacidade de tolerar a secagem ao final da germinação quando o eixo 

embrionário inicia a elongação, usualmente pela radícula (LEPRINCE et al., 

1990, BUITINK et al., 2003). 

 

4.4 Análise de crescimento de plântulas provenientes de sementes 

tolerantes à dessecação  

 

 Com relação ao IVE, apenas o tratamento controle diferiu dos 

demais (Tabela 2). 

 

Tabela 2 Valores médios do índice de velocidade de emergência de plântulas de E. 
falcata após 35 dias a partir de sementes submetidas à dessecação. 

Tratamento IVE 

Controle (semente seca) 7,01 a 
6 h de embebição + dessecação 1,66 b 
12 h de embebição + dessecação 2,28 b 
18 h de embebição + dessecação 1,42 b 
27 h de embebição + dessecação 0,90 b 
36 h de embebição + dessecação 0,63 b 
Raiz primária com 1 mm + dessecação  0,40 b 
Raiz primária com 3 mm + dessecação 0,66 b 
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 De acordo com os valores de IVE, observou-se que as sementes que 

passaram pelos tratamentos de dessecação apresentaram velocidade de 

emergência prejudicada. 

 Para o número de folhas, comprimento do caule e da maior raiz, 

diâmetro do colo e massa seca da parte aérea foi observada redução a partir 

das 27 horas (Figura 11A, 11B, 11C e 11D). Já para a massa seca da raiz, foi 

observado que apenas os tratamentos de dessecação das sementes com 

radículas protrudidas (1 mm e 3 mm) apresentaram redução (Figura 11D). 

 

  

Figura 11 Número médio de folhas completamente expandidas (A), comprimento 
médio do caule (barras cinza claro) e da raiz (barras cinza escuro) (B), 
diâmetro do colo (C) e massa seca da parte aérea (barras cinza claro) e da 
raiz (barras cinza escuro) (D) de plântulas de E. falcata provenientes de 
sementes submetidas à embebição e posterior dessecação em sílica gel. 
Cada barra representa a média de quatro repetições de 20 sementes e as 
barras verticais representam o erro padrão. Médias seguidas por letras 
iguais em cada gráfico não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% 
de probabilidade. 

 

 A partir das 27 horas de embebição, inicia-se a perda de tolerância à 

dessecação nas sementes de E. falcata (Figura 8). A partir desse mesmo 
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tempo de embebição, também foi observada a diminuição dos parâmetros 

analisados, indicando que a dessecação das sementes no decorrer da 

embebição prejudica o crescimento e desenvolvimento inicial de plântulas. 

A diminuição da massa seca da raiz em sementes dessecadas cuja raiz 

primária apresentava 1 mm e 3 mm de comprimento pode ter ocorrido 

devido ao fato de as radículas protrudidas estarem diretamente expostas ao 

estresse causado pela dessecação. 

 Os eventos posteriores à fase III da germinação, incluindo a 

mobilização das principais reservas, estão associados com o crescimento e 

desenvolvimento da plântula (BEWLEY, 1997; BARBEDO e MARCUS 

FILHO, 1998). Segundo Kranner et al. (2010), o equilíbrio entre tolerância e 

sensibilidade pode determinar se o fator de estresse terá um efeito positivo 

ou negativo e, no caso, o déficit hídrico causa danos aos tecidos vegetativos, 

podendo levar à morte celular e morte do vegetal. 

Desta forma, os danos causados pela dessecação e/ou reidratação das 

sementes de E. falcata podem não ter sido eficientemente reparados a partir 

das 27 horas de embebição, levando à morte celular, prejudicando o processo 

germinativo e o estabelecimento de plântulas.  

 

4.5 Análises anatômicas e ultraestruturais em raízes primárias e 

embriões 

 

 4.5.1 Microscopia de luz 

 

Raízes primárias com 3 mm de comprimento que não sofreram 

dessecação apresentaram estrutura normal, com a epiderme intacta e tecidos 

internos, como os vasculares, em desenvolvimento (Figura 12A). Tais 

sementes, quando secas, não apresentaram danos significativos em sua 

estrutura (Figura 12B). Entretanto, cinco dias após a reidratação, observou-

se a desestruturação do tecido epidérmico das raízes primárias (Figura 12C).  

 



35 

 

 

Figura 12 Corte transversal de raízes primárias de sementes de E. falcata embebidas 
até 3 mm de comprimento (A), raízes primárias embebidas até 3 mm de 
comprimento e dessecadas até 10% de umidade (B), e raízes primárias de 
3 mm de comprimento, seguido de dessecação até 10% de umidade, pré-
umidificação e reidratação após 5 dias. CV = Cilindro Vascular, PM = 
Parênquima Medular, CO = Córtex, EP = Epiderme, PX = Protoxilema. 

 

Após 12 dias da reidratação, observou-se o desenvolvimento de 

novas raízes a partir dos tecidos do embrião, como mostrado na Figura 13. 

Nessa figura, foi possível observar também o início da diferenciação de 

feixes xilemáticos.  

 

 

Figura 13 Corte transversal de raízes primárias de sementes de E. falcata com raiz 
primária de 3 mm de comprimento, seguido de dessecação até 10% de grau 
de umidade, pré-umidificação e reidratação após 12 dias. A - Tecidos em 
desenvolvimento. B – Detalhes dos tecidos. D – Formação de nova raiz 
(seta). D – Detalhe do desenvolvimento de nova raiz (seta). EP = Epiderme, 
FX = Fibras xilemáticas. 
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Como a estrutura ainda se encontrava em desenvolvimento não foi 

possível identificar se as novas raízes em formação eram raízes laterais 

(provenientes da raiz primária) ou raízes adventícias (provenientes de outros 

órgãos como, por exemplo, o caule ou hipocótilo) (CASTRO; PEREIRA; 

PAIVA, 2009). Com a morte das raízes primárias da semente, as novas 

raízes podem ser provenientes da região de transição entre raiz primária e 

hipocótilo, o colo, onde os cortes transversais foram realizados.  

Vieira et al. (2010a), trabalhando com o restabelecimento de 

tolerância à dessecação em sementes de Tabebuia impetiginosa utilizando 

polietilenoglicol, observaram que mesmo após a radícula protrudida 

apresentar necrose e consequente morte, houve a formação de novas raízes a 

partir do hipocótilo, as quais denominaram adventícias, que permitiram o 

crescimento e desenvolvimento de plântulas normais.  

No caso de plântulas de Sesbania virgata secas até 10% de grau de 

umidade, houve a necrose e morte do ápice da raiz primária, sugerindo que a 

dessecação não tenha afetado as células meristemáticas do periciclo, o que 

permitiu a formação de raízes laterais e a retomada do crescimento dessas 

plântulas (COSTA, 2011). 

Estudos pioneiros relatam que a tolerância à dessecação da radícula 

é rapidamente perdida assim que ocorre sua protrusão dos tecidos adjacentes, 

no entanto, isso não significa que a semente como um todo seja sensível à 

dessecação a partir deste momento; muitas sementes formam raízes laterais 

quando a radícula está morta, tornando-se aptas para germinar (KOSTER e 

LEOPOLD, 1988).  

 

4.5.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 

De maneira geral, as radículas de embriões embebidos por 18 horas 

e dessecados (Figura 14B) não apresentaram danos ultraestruturais após a 

reidratação quando comparadas a radículas de embriões provenientes de 

sementes embebidas por 18 horas sem dessecação (Figura 14A). Entretanto, 
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embriões com raiz primária de 1 mm e dessecados (Figura 14D), quando 

comparados aos embriões com raiz primária de 1 mm que não passaram pelo 

processo de dessecação (Figura 14C), apresentaram danos na ultraestrutura 

das raízes primárias como rachaduras e depressões. Também nos embriões 

com raiz primária de 3 mm que sofreram dessecação (Figura 14F), foi 

possível visualizar danos na ultraestrutura da raiz primária, como rachaduras, 

depressões e morte de células, quando comparados a embriões com raiz 

primária de 3 mm que não passaram pela dessecação (Figura 14E). 

 

 

Figura 14 Aspecto ultraestrutural de corte transversal da radícula de sementes de E. 
falcata após 18 horas de embebição (A) (100 µm) e corte transversal da 
radícula após 18 horas de embebição, dessecação e reidratação (B) (100 
µm). Corte transversal da raiz primária de sementes de E. falcata com 1 
mm (C) (100 µm) e corte transversal da raiz primária de sementes 
embebidas com raiz primária de 1 mm, dessecadas e reidratadas (D) (100 
µm). Corte transversal da raiz primária de sementes de E. falcata com 3 
mm (E) (20 µm); e corte transversal da raiz primária de sementes 
embebidas com raiz primária de 3 mm, dessecadas e reidratadas (F) (100 
µm). 
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Sementes dessecadas após 18 horas de embebição não apresentaram 

danos significativos em sua ultraestrutura, o que poderia justificar o fato de 

embriões embebidos por 18 horas e dessecados permanecerem tolerantes à 

dessecação (Figura 8). 

Segundo Vicré, Farrant e Driouich (2004), no estado hidratado, as 

células vegetais são caracterizadas por ter um único ou vários vacúolos 

grandes e cheios de água, no entanto, durante a desidratação, a água é 

perdida a partir dos vacúolos e o citoplasma encolhe criando tensões na 

membrana plasmática, o que pode resultar em rasgamento da membrana 

plasmática causando danos irreversíveis para as células.  

Não foi possível inferir se tais danos foram causados durante a 

dessecação ou ao longo dos processos de pré-umidificação e reidratação. 

Entretanto é possível inferir que os danos mais pronunciados observados nas 

raízes primárias de 1 mm e 3 mm seriam uma das causas da reduzida 

porcentagem de germinação e de sobrevivência após a dessecação e 

reidratação (Figura 8).  

A forma com que ocorre o reparo dos danos causados nas 

membranas pelos processos de dessecação e reidratação ainda não é 

conhecida (BEWLEY, 1997), porém, a ativação de proteínas antioxidantes 

estaria envolvida no processo. 

 

4.6 Quantificação de peróxido de hidrogênio 

 

Apenas o tratamento controle diferiu dos demais, apresentando 

maior concentração de peróxido de hidrogênio (Figura 15). 
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Figura 15 Quantificação de peróxido de hidrogênio ao longo da embebição em 
sementes de E. falcata. Cada barra representa a média de quatro 
repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro 
padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

A partir de 6 horas de embebição, a produção de H2O2 manteve-se 

reduzida, indicando a presença e ação de mecanismos envolvidos em sua 

degradação. Em baixas concentrações, o H2O2 pode agir como uma molécula 

sinalizadora envolvida na tolerância a estresses bióticos e abióticos (GILL e 

TUTEJA, 2010). 

Entretanto, a concentração e produção de H2O2 varia com a espécie e 

com as partes da semente, de acordo com dados da literatura. Como 

exemplo, em eixos embrionários de ervilha o conteúdo de H2O2 aumentou 

gradualmente durante a germinação, entretanto o conteúdo nos cotilédones 

permaneceu relativamente baixo durante as primeiras 12 horas de 

embebição. Além disto, em tais sementes, H2O2 não foi detectado em eixos 

embrionários isolados de sementes secas nem em sementes após 6 horas de 

embebição (WOJTYLA et al., 2006). Em sementes de Lupinus luteus L. 

houve aumento no conteúdo de peróxido de hidrogênio nos eixos 

embrionários durante a embebição, entretanto nos cotilédones após 6 horas 
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de embebição houve decréscimo nos teores de H2O2 (GARNCZARSKA e 

WOJTYLA, 2008).  

Os sítios exatos de produção de EROs durante a germinação ainda 

não são precisamente conhecidos, porém sabe-se que a produção de EROs é 

um dos principais fatores que afetam o processo germinativo (BAILLY, 

2004). A germinação das sementes depende também de uma série de 

mecanismos de proteção contra os danos do estresse, especialmente danos 

oxidativos, a reativação do metabolismo durante a germinação é a principal 

fonte de EROs (WANG; MØLLER; SONG, 2012).  

O peróxido de hidrogênio, uma espécie reativa, é um bioproduto da 

atividade da SOD para prevenir o dano celular, e deve ser eliminado através 

da conversão à água em reações subsequentes envolvendo enzimas como 

APX e CAT, as quais regulam seus níveis nas células vegetais.  

Bailly, El-Maarouf-Bouteau e Corbineau (2008) relatam que o 

peróxido de hidrogênio pode ser benéfico, no caso de superação de 

dormência, ou maléfico, no caso de envelhecimento, para a germinação 

dependendo do nível de acúmulo nas células do embrião.  

A concentração efetiva de radicais livres nos tecidos vegetais é um 

resultado do equilíbrio dinâmico entre as taxas de produção e degradação 

(GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008).  

 

4.7 Avaliação da peroxidação lipídica 

  

Foi observado que, ao longo do processo germinativo, houve 

diminuição da formação de malondialdeído (MDA), evidenciando redução 

da peroxidação lipídica (Figura 16). 
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Figura 16 Avaliação da peroxidação lipídica através da quantificação de MDA ao 
longo da embebição em sementes de E. falcata. Cada barra representa a 
média de quatro repetições de 20 sementes e as barras verticais 
representam o erro padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Embora as membranas estejam protegidas nas sementes maduras e 

secas, os danos podem ocorrer durante a embebição (NONOGAKI; 

BASSEL; BEWLEY, 2010). A estrutura da membrana que se mantém numa 

fase gel durante a dessecação de maturação sofre uma transição para um 

estado líquido cristalino quando reidratada, e, caso ocorra uma rápida e 

heterogênea entrada de água, os danos em sua estrutura levarão ao 

extravazamento de solutos (HOEKSTRA; GOLOVIAN; BUITINK, 2001; 

WEITBRECHT; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011). Porém, 

segundo Bewley (1997), após um curto período de reidratação as membranas 

voltam a uma configuração estável, na qual o extravazamento de solutos é 

reduzido.  

É descrito na literatura o papel da composição do tegumento, das 

lentes, da micrópila e do hilo no controle da absorção de água em sementes 

de Fabaceae (SOUZA e MARCOS FILHO, 2001; WOJTILA et al., 2006; 

HU et al., 2009). Uma vez que as sementes utilizadas neste trabalho 

sofreram escarificação mecânica com lixa até que o cotilédone fosse 
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exposto, a absorção de água pelas sementes pode ter sido rápida, causando 

alta peroxidação lipídica nos estágios iniciais da embebição. 

A reativação do metabolismo seguido da embebição da semente é 

uma importante fonte de EROs. Segundo Gill e Tuteja (2010), a peroxidação 

de lipídios, assim como o dano na molécula de DNA, individualmente, 

podem ser considerados como os maiores determinantes da perda de 

viabilidade das sementes.  

Uma das alterações na composição da membrana consiste no 

acúmulo de lipídios peroxidados, um indicador de injúrias e degradação de 

lipídios insaturados, provavelmente relacionados com a presença de radicais 

livres altamente reativos (LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993). O 

malondialdeído (MDA) é o produto final da peroxidação de ácidos graxos 

insaturados de fosfolipídios e é um dos responsáveis pelos danos nas 

membranas celulares (SHARMA et al., 2012). Os produtos da quebra dos 

aldeídos tais como o MDA podem formar conjugados com DNA e proteínas 

(GILL e TUTEJA, 2010). 

 

4.8 Atividade do sistema antioxidante 

 

4.8.1 Atividade da dismutase do superóxido (SOD) 

 

Durante as 12 primeiras horas de embebição não houve diferença 

significativa na atividade da SOD. Entretanto, a partir das 18 horas de 

embebição houve aumento na atividade dessa enzima, sendo que, 

estatisticamente, a atividade se manteve elevada até que a raiz primária 

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 17). 
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Figura 17 Avaliação da atividade da enzima SOD ao longo da embebição em 

sementes de E. falcata. Cada barra representa a média de quatro 
repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro 
padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Atividade dessa enzima varia com a espécie durante a embebição. 

Em sementes de milho foi observado aumento na atividade específica da 

enzima SOD durante as primeiras 96 horas de embebição (LEPRINCE et al., 

1990). Já durante o mesmo processo com sementes de girassol, Bailly et al. 

(2002) observaram aumento na atividade de diferentes enzimas 

antioxidantes, exceto para SOD. 

Nas sementes de Lupinus luteus L. houve aumento na atividade da 

SOD nos eixos embrionários até a emergência da radícula, enquanto que nos 

cotilédones a atividade permaneceu constante (GARNCZARSKA e 

WOJTYLA, 2008). Segundo esses autores, o aumento da atividade da 

enzima pode ter sido estimulado pela crescente formação do ânion 

superóxido ao longo da embebição.   

A atividade da SOD aumenta em plantas sujeitas a vários estresses 

ambientais e a ampliação de sua atividade é correlacionada com o aumento 

da tolerância das plantas aos estresses ambientais (SHARMA et al., 2012). 
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A análise eletroforética em sementes de ervilha demonstrou que as 

enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX estão presentes nas sementes secas 

e são ativadas durante a germinação, especialmente no eixo embrionário; a 

presença de todas essas enzimas, bem como outros antioxidantes de baixa 

massa molecular em sementes secas, possibilita à maquinaria antioxidante 

atuar assim que as enzimas sejam ativadas pela embebição (WOJTYLA et 

al., 2006).  

 

4.8.2 Atividade da catalase (CAT) 

 

Assim como para a atividade da SOD, a atividade da CAT se 

manteve baixa durante as primeiras 12 horas de embebição, apresentando 

aumento a partir das 18 horas, mantendo-se elevada até que a raiz primária 

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 18).  

 

 
Figura 18 Avaliação da atividade da enzima CAT ao longo da embebição em 

sementes de E. falcata. Cada barra representa a média de quatro 
repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro 
padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Um evento inicial da fase I da embebição é a retomada do 

metabolismo energético (BEWLEY, 1997; WOJTYLA et al., 2006; 

NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010). Após a fase inicial de aumento 

no consumo de oxigênio pela respiração, a taxa declina até que a radícula 

protrude dos tecidos adjacentes (BEWLEY, 1997). Sabe-se que o 

metabolismo respiratório é uma das fontes potenciais para a produção de 

EROs (MITTLER, 2002) e, com o aumento do metabolismo, é possível que 

ocorra aumento na produção de EROs que podem causar peroxidação 

lipídica e danos celulares (GILL e TUTEJA, 2010), desta forma, é 

necessário que a maquinaria antioxidante atue para evitar os danos causados 

pelas espécies reativas. 

Em sementes de ervilha foi observado aumento da atividade da CAT 

tanto nos eixos embrionários quanto nos cotilédones (WOJTYLA et al., 

2006), ocorrendo o mesmo em eixos e cotilédones de Lupinus luteus L. ao 

longo da embebição (GARNCZARSKA e WOJTYLA, 2008). Em soja, a 

CAT foi a enzima mais eficiente em remover o H2O2 de células de sementes 

com alta viabilidade nos estádios iniciais da embebição (GIDROL et al., 

1994). 

Karuppanapandian et al. (2011) sugerem que o aumento na atividade 

da CAT é um traço adaptativo que ajuda a superar os danos ao metabolismo 

dos tecidos através da diminuição dos níveis tóxicos de H2O2.  

Assim como observado neste trabalho, as enzimas SOD e CAT 

foram detectadas em sementes secas de Lupinus luteus L. e, segundo 

Garnczarska e Wojtyla (2008), a presença destas enzimas nas sementes secas 

é de grande importância para o primeiro estádio da germinação. 

 

4.8.3 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) 

 

Para a enzima APX, foi observado aumento da atividade após 12 

horas de embebição (Figura 19). 
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Figura 19 Avaliação da atividade da enzima APX ao longo da embebição em 
sementes de E. falcata. Cada barra representa a média de quatro 
repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro padrão. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 A APX apresenta maior afinidade pelo H2O2 do que a CAT 

(SHARMA et al., 2012), o que justifica o fato de em um menor tempo de 

embebição (12 horas) ter sido observado o aumento de sua atividade quando 

comparada à CAT (18 horas) (Figura 18).  

No caso de sementes secas e maduras de milho, quando colocadas 

para embeber, observou-se um rápido aumento da atividade de algumas 

enzimas do sistema antioxidante, como SOD, CAT e APX, dentre outras 

(HUANG e SONG, 2013), indicando o aumento da atividade metabólica 

com a embebição. 

 Segundo Wojtyla et al. (2006), a análise correta da absorção de água 

e seu movimento durante as fases iniciais da germinação é necessária para se 

compreender todos os processos de ativação da vida a partir da anabiose, e 

além disso, mudanças induzidas pela adição de água à semente seca são 

importantes para a compreensão da ativação enzimática.  

Para todas as enzimas analisadas neste trabalho, foi observada 

atividade específica no tempo 0 da embebição (semente seca). Segundo 
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Garnczarka e Wojtyla (2008), assume-se que as estruturas e enzimas 

necessárias para a retomada inicial da atividade metabólica estão geralmente 

presentes nas sementes secas, tendo sobrevivido, pelo menos parcialmente, 

intactas à fase de dessecação que finaliza a maturação de sementes. 

Segundo Leprince, Hendry e Mckersie (1993), o sistema 

antioxidante enzimático está provavelmente mais envolvido em uma 

resposta antioxidante inicial, através da neutralização de moléculas de 

oxigênio ativado potencialmente tóxicas formadas durante a perda de água. 

A diminuição da peroxidação lipídica ao longo da embebição em 

sementes de E. falcata  (Figura 16) pode ter sido causada pela regulação e 

produção de EROS, como o H2O2 (Figura 15), alcançado através do aumento 

da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX (Figuras 17, 18 e 

19).  

 

4.9 Quantificação de proteínas totais 

 

 O conteúdo de proteínas totais decresceu durante as primeiras 12 

horas de embebição, permanecendo constante até que a raiz primária 

atingisse 3 mm de comprimento (Figura 20). 
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Figura 20 Quantificação de proteínas totais ao longo da embebição em sementes de 
E. falcata. Cada barra representa a média de quatro repetições de 20 
sementes e as barras verticais representam o erro padrão. Médias seguidas 
pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

O processo de degradação proteica durante a germinação é comum 

para diferentes espécies, gêneros e famílias de plantas. Em sementes de 

Erythrina velutina forma aurantiaca também foi observado o decréscimo na 

quantificação de proteínas ao longo da germinação e formação de plântulas 

(OLIVEIRA et al., 2008).  

Kirmizi e Güleryüz (2007) observaram decréscimo nos valores de 

proteínas totais durante 7 dias de germinação de sementes de Vicia faba, 

coincidindo com o aumento do conteúdo de aminoácidos livres totais. Em 

sementes de Caesalpinia peltophoroides Benth. também foi observada a 

queda no conteúdo de proteínas totais durante a germinação (CORTE;  

LIMA; BORGES, 2006).  

A mobilização de proteínas de reserva durante a embebição das 

sementes é um processo crucial para o estabelecimento da plântula, pois tais 

proteínas que foram sintetizadas e armazenadas em abundância nas sementes 

são metabolizadas em aminoácidos livres para a biossíntese e geração de 

energia (WILSON e WILSON, 2012). 
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Segundo Müntz (1996), em sementes de dicotiledôneas durante a 

germinação existem endopeptidases especiais que atuam na degradação de 

proteínas de armazenamento. Tais proteínas, em sentido restrito, são as 

globulinas, características de sementes de dicotiledôneas, representando 

fonte de carbono e nitrogênio quando reativadas. Além disso, Müntz et al. 

(2001) afirmam que a iniciação da mobilização das proteínas de 

armazenamento durante o início da germinação é realizada por proteases, o 

que indica que os mecanismos de proteção de tais proteínas contra a 

degradação durante o meio e final da maturação foram superados.  

O processo de germinação é acompanhado pela digestão de reservas, 

sendo as proteínas convertidas em aminoácidos pela atividade de proteases, 

os quais são translocados para os pontos de crescimento do eixo embrionário 

para a formação de tecidos vivos, ou participam de reações da cadeia 

respiratória (MARCOS FILHO, 2005).  

 

4.10 Reindução de tolerância à dessecação em sementes germinadas de 

E. falcata. 

 

4.10.1 Experimento 1  

 

Houve efeito apenas do potencial osmótico de -1,4 MPa, sobre os 

diferentes comprimentos de raiz primária, após 35 dias em casa de 

vegetação. Sementes com raiz primária de 1 mm apresentaram 21,25% de 

sobrevivência, e sementes com 3 mm apresentaram 3,75% de sobrevivência 

(Figura 21). 
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Figura 22 Porcentagem de sobrevivência de plântulas a partir de sementes de E. 
falcata incubadas em PEG a -1,4 MPa com raiz primária de 1 mm e 3 
mm, após 35 dias em casa de vegetação. Cada barra representa a média de 
quatro repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro 
padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Entretanto, a incubação das sementes em PEG a -1,4 MPa não foi 

eficiente para elevar a porcentagem de sobrevivência aos 35 dias quando 

comparado às sementes que não foram incubadas em PEG, uma vez que 

sementes com raiz primária de 1 mm não incubadas em PEG apresentaram 

22,5% de sobrevivência e com raiz primária de 3 mm apresentaram 11,25% 

de sobrevivência ao 35 dias após transferência para casa de vegetação 

(Figura 8). 

Segundo Buitink et al. (2003), nem todos os mecanismos que são 

induzidos durante a incubação em PEG estão necessariamente relacionados 

com a tolerância à dessecação, mas também podem estar relacionados com 

uma resposta ao estresse osmótico exercido sobre os tecidos pelo PEG. 

Foi observada diferença significativa com relação ao grau de 

umidade apenas para raízes primárias de 1 mm do tratamento controle 

quando comparada aos pré-tratamentos com PEG (Figura 22). 
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Figura 23 Grau de umidade em sementes de E. falcata incubadas em PEG por 3 dias 
a 5 ˚C com raiz primária de 1 mm. Cada barra representa a média de 
quatro repetições de 20 sementes e as barras verticais representam o erro 
padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Como mostrado na Figura acima, apesar da diferença significativa 

com relação ao grau de umidade, houve pouca desidratação das sementes 

incubadas em PEG ao longo de 3 dias, o que poderia explicar a baixa 

porcentagem de sobrevivência após 35 dias da transferência para casa de 

vegetação.   

 Segundo Buitink et al. (2003), os parâmetros que influenciam o 

restabelecimento de tolerância à dessecação são temperatura, potencial 

hídrico e o tamanho da radícula protrudida.  

 Vieira et al. (2010a) observaram que o tratamento osmótico seguido 

de secagem lenta foi eficiente na reindução de tolerância em radículas 

protrudidas com comprimento de 3 mm de Tabebuia impetiginosa.  

Segundo Buitink et al. (2003), o tratamento osmótico é capaz de 

induzir mudanças nos fluxos através de diferentes rotas, juntamente com a 

estabilização do crescimento.  
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4.10.2 Experimento 2  

 

Após 5 dias da reidratação não foi observada a retomada do 

crescimento das raízes primárias. As sementes que não apresentaram necrose 

e degradações visíveis foram consideradas sobreviventes à dessecação e, 

após 35 dias da transferência para casa de vegetação, foi avaliada a 

porcentagem de formação de plântulas normais. Entretanto não foram 

observadas diferenças significativas entre os tratamentos com relação às 

porcentagens de sobrevivência (Figura 23). 

 

 

Figura 23 Porcentagem de sobrevivência após 5 dias de reidratação e sobrevivência 
de plântulas após 35 dias em casa de vegetação a partir de sementes de E. 
falcata incubadas em PEG a -1,4MPa e -2,2MPa com raiz primária de 1 
mm. Cada barra representa a média de quatro repetições de 20 sementes e 
as barras verticais representam o erro padrão. Médias seguidas pela 
mesma letra (minúsculas para sobrevivência após 5 dias e maiúsculas 
para sobrevivência após 35 dias) não diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. 

 

 Foi observado que o grau de umidade após a incubação em PEG por 

3 dias no escuro não diferiu entre os tratamentos (Figura 24). 
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Figura 24 Grau de umidade em sementes de E. falcata incubadas em PEG com 

diferentes potenciais osmóticos por 3 dias a 10 ˚C com raiz primária de 1 
mm. Cada barra representa a média de quatro repetições de 20 sementes e 
as barras verticais representam o erro padrão. Médias seguidas pela 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

Em sementes de Medicago truncatula, durante a incubação em PEG, 

ocorreu síntese de substâncias protetoras, tais como sacarose e dehidrinas, 

demonstrando que o estresse moderado prévio pode levar à tolerância à 

dessecação. BUITINK et al. (2003) observaram que baixa temperatura de 

incubação (10˚C) é ótima, mas não crítica, para o restabelecimento da 

tolerância a dessecação em sementes germinadas. 

Como não foi observada redução do grau de umidade em sementes 

incubadas em PEG (Figura 24) pode não ter ocorrido sinalização e síntese de 

moléculas protetoras, impossibilitando o aumento na porcentagem de 

sobrevivência de sementes de E. falcata após a dessecação (Figura 23).  

 De acordo com Vieira et al. (2010a), incubação em PEG seguida 

pela secagem rápida não foi eficiente para reinduzir a tolerância à 

dessecação em sementes germinadas de Tabebuia impetiginosa e, de acordo 

com esses autores, esse tipo de secagem pode não permitir o acúmulo de 

moléculas protetoras, tais como sacarose e oligossacarídeos maiores. 
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A perda e a reindução de tolerância à dessecação são processos que 

envolvem interações metabólicas e estruturais. A falta ou mau 

funcionamento de alguma dessas características resultam em diferentes graus 

de tolerância. Entretanto, a completa proteção contra os danos da dessecação 

parece ser impossível (VERTUCCI e FARRANT, 1995).  
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5 CONCLUSÕES 

 

A escarificação mecânica consiste em um método eficiente para a 

superação de dormência em sementes de E. falcata. Tais sementes 

apresentam rápida absorção de água nas primeiras 18 horas quando 

escarificadas com lixa d’água e a emergência da radícula ocorre após 36 

horas de embebição. 

Sementes de E. falcata toleram a dessecação até as 18 horas de 

embebição e sementes com raiz primária de 3 mm apresentam formação de 

novas raízes após a dessecação e reidratação. A dessecação das sementes a 

partir de 27 horas de embebição prejudica o crescimento e desenvolvimento 

de plântulas. 

Durante a embebição de sementes de E. falcata, foi observada 

redução na produção de H2O2 e peroxidação de lipídios, e aumento na 

atividade de enzimas antioxidantes. O conteúdo de proteínas totais diminuiu 

ao longo da embebição. 

Não foi possível restabelecer a tolerância à dessecação em sementes 

germinadas de E. falcata com radícula de 1 mm e 3 mm utilizando PEG 

6.000.  
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