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RESUMO

Are-inducdo da toleréncia a dessecacgédo (TD) em sementes consiste
no tratamento de sementes germinadas, que sdo sensiveis a dessecacdo, com solucoes
osmoéticas para o re-estabelecimento da TD. Os objetivos com esse trabalho foram re-
induzir a TD em sementes germinadas de feijao-caupi e realizar estudos fisioldgicos,
citogenéticos e ultraestruturais nas raizes primarias, buscando entender os mecanismos
associados a re-inducdo da tolerédncia a dessecacdo. Para a re-inducdo da tolerancia a
dessecacao, sementes germinadas com 1, 2, 3 e 4 mm de comprimento de raiz primaria
foram tratadas com solucdo de polietilenoglicol 6000 com -1,7 MPa, a 10°C, pelos
periodos de 0, 24, 48 e 72 horas. Apés o tratamento as sementes foram secas por 3 dias e
reidratadas. Sementes que sobreviveram a secagem foram consideradas re-induzidas a TD.
Sementes tratadas e ndo tratadas com raizes primarias com comprimentos de 1, 2, 3 e 4
mm tiveram as células da regido do procambio avaliadas quanto aos eventos do mitose e
indice mitético. Além disso, uma analise ultraestrutural foi realizada na regidao do
procambio de radiculas de sementes ndo embebidas, e na raiz primaria (2 mm de
comprimento) de sementes germinadas sem secagem e submetida a secagem, e na raiz
primaria de sementes germinadas em agua e subsequentemente tratadas com solucdo de
polietilenoglicol -1,7 MPa a 10°C durante 24 horas, sem secagem e submetidas a secagem.
Finalmente, foi quantificado o conteudo de glicose, sacarose e rafinose nas radiculas de



sementes ndo embebidas e embebidas em agua durante 16 horas, e em raizes primarias de
sementes germinadas com 2 mm de comprimento tratadas (-1,7 MPa 10°C durante 8, 16 e
24 horas) e néo tratadas. O tratamento com solucdo osmoética de PEG a 10°C durante 24
horas foi eficiente para re-induzir a TD em sementes germinadas de feijao-caupi. O
tratamento em solucdo osmdética proporcionou a manutencdo das estruturas celulares
durante a dessecacéo e inibiu o progresso do ciclo celular durante o desenvolvimento da
raiz primaria das sementes germinadas de feijdo-caupi, contribuindo para a re-inducéo da
tolerancia a dessecacdo. O acumulo de sacarose e rafinose sdo mecanismos de resposta
fisiologica em sementes germinadas de feijao-caupi submetidas ao tratamento com solucéo
de polietilenoglicol, que estéo relacionados com a re-inducdo da tolerancia a dessecacgao

em feijdo-caupi.

Palavra- chave:estresse hidrico, tratamento osmotico, ciclo celular, ultraestrutura celular,
metabolismo de agucar
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SUMARY

The re-induction of desiccation tolerance (DT) in seeds consists in
the treatment of germinated seeds, which are desiccation sensitive, in osmotic solutions to
re-induce DT. The objectives of this work were to re-induce DT in germinated cowpea
seeds, and to perform physiological, cytogenetic and ultrastructural studies in their primary
roots aiming at understanding the mechanisms associated with the re-induction of DT. For
the re-induction of DT, germinated seeds with 1, 2, 3 and 4 mm in primary root length
were treated with a -1.7 MPa polyethylene glycol solution at 10°C, for periods of 0, 24, 48
and 72 hours. After this treatment, the seeds were dried for 3 days and rehydrated. Seeds
that survived drying were considered DT. Treated and untreated seeds with primary roots
lengths of 1, 2, 3 and 4 mm had their procambium cells evaluated for mitotic events and
mitotic index. Also, an ultrastructural analysis was performed in the procambium region of
radicles of seeds not imbibed, and in the primary root (2 mm length) of germinated seeds
without drying and submitted to drying, and of the primary root from seeds germinated in
water and subsequently treated with a -1.7 MPa polyethyleneglycol solution at temperature
of 10°C for 24 hours without drying and subjected to drying. Finally, we quantified the
contents of glucose, sucrose and raffinose in radicles of seeds not imbibed and imbibed in
water for 16 hours, and in 2 mm length primary roots of germinated seeds treated (-1,7
MPa at 10°C for 8, 16 and 24 hours) and untreated. The treatment with osmotic solution of
PEG at 10°C for 24 hours was efficient to re-induce DT in germinated seed of cowpea. The
treatment with osmotic solution promoted the maintenance of the cell structures during
desiccation and inhibited the cell cycle progress during the development of primary root of
germinated seeds of cowpea, contributing to the re-induction of desiccation tolerance. The

accumulation of sucrose and raffinose are physiological response mechanisms in



germinated seeds of cowpea submitted to treatment with polyethylene glycol solution,
which might be related to re-induction of DT in cowpea.

Keywords: hydric stress, osmotic treatment, cell cycle, cell ultrastructure, sugar

metabolism



1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi é uma espécie leguminosa altamente nutritiva, rica
em proteinas, minerais, vitaminas e acido félico, e com propriedades antioxidantes
(SIDDHURAJU eBECKER, 2007; AKANDE et al., 2007). E um alimento estratégico
para seguranca alimentar, especialmente para populacdes de baixa renda das regibes semi-
aridas tropicais, onde é também um importante recurso forrageiro (SNGH TIMKO
et al., 2007).

O feijao-caupi tem a regido Centro-Oeste da Africa como centro de
origem, estando na Nigéria o provavel centro primario de diversidade genética (FREIRE
FILHO et al., 2011). Adaptado ao longo de sua evolugdo para uma vasta gama de
condi¢des climéticas, como a seca, alta umidade e temperaturas extremas, o feijao-caupi €
cultivado em diferentes regides do mundo, principalmente em areas tropicais da Africa,
Asia, Europa do Sul, América Central e América do Sul, onde é amplamente consumida
(HALL 2012; VILLETH et al., 2015).

Embora o feijdo-caupi seja adaptado a condicbes ambientais
adversas, limitantes para o cultivo de algumas outras culturas, sua produtividade pode ser
afetada por estresses abioticos, destacando-se a baixa disponibilidade hidrica, provocada

por periodos de seca ou veranicos, que ocorrem com freqiéncia nos campos de producéo



de gréos do Brasil. Eventos como esses podem ocasionar a dessecacédo das sementes no
solo em estagios avancados da germinacdo, quando estas jA perderam a capacidade de
tolerar a dessecacdo, causando morte das sementes e plantulas, ocasionando falhas no
estande de plantas, com efeitos diretos sobre a produtividade das culturas.

A tolerancia & dessecacdo € a capacidade que alguns organismos
tém de tolerar a perda de mais de 90% do seu contetdo total de agua e retomar o
metabolismo e desenvolvimento normal apds a reidratacdo (COLVILLE e KRANNER,
2010). Comum em sementes de varias espécies de plantas, a tolerancia a dessecacao
permite que sementes armazenadas em estado seco sobrevivam por um longo periodo e
resististam a restricdo hidrica apos a semeadura no campo. No entanto, ap0s a germinacao,
a tolerancia a dessecacado € gradativamente reduzida, até ser totalmente perdida com o
desenvolvimento da plantula (BUITINK et al., 2003).

Are-inducéo da tolerancia & dessecagédo € uma técnica que consiste
no tratamento de sementes germinadas em solu¢des osmoticas, com potencial hidrico
negativo o suficiente para paralisar o crescimento da raiz primaria durante o periodo de
tratamento, associado ou ndo a baixas temperaturas e horménios vegetais como o acido
abscisico. O tratamento em solu¢do osmotica provoca um estresse hidrico leve nos tecidos,
capaz de ativar mecanismos de defesa que podem conferir tolerdncia & dessecacgédo e
permitir que sementes germinadas submetidas a dessecacdo retomem o desenvolvimento
normal apos a reidratacdo. A compreensao da fisiologia e das respostas metabdlicas a re-
inducdo da tolerancia a dessecacao em sementes germinadas € um passo importante para o
desenvolvimento de técnicas que possam conferir a tolerdncia & dessecagcdo apos a
germinagao no campo.

Estudos tém demonstrado a eficiéncia da re-inducéo da tolerancia a
dessecacdo em sementes germinadas (BUITdNK., 2003, 2006; FARIA et al., 2005;

MAIA et al., 2011, 2014). No entanto, é necessario desenvolver um protocolo adequado
para cada espécie, que envolve a determinagdo do potencial hidrico da solu¢cdo osmatica,
tempo de tratamento na solugdo osmotica e temperatura de incubacao, entre outros fatores.

N&o ha estudos sobre a re-inducdo da tolerancia a dessecacdo em
sementes germinadas de feijdo-caupi. Assim, 0s objetivos com esse trabalho foram re-
induzir a tolerdncia a dessecacdo em sementes germinadas de feijdo-caupi e realizar
estudos fisiolégicos, citogenéticos e ultraestruturais em radiculas e raizes primarias de

sementes germinadas de feijao-caupi, associados a re-inducéo da tolerancia a dessecacéao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo de feijao-caupi e estresse hidrico

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. € uma espécie
leguminosa bastante cultivada nos tropicos semi-aridos da Africa, Brasil e Estados Unidos
(ROCHA et al.,, 2009). O feijao-caupi € um importante alimento, com importancia
justificada principalmente, pelo seu alto teor de proteina (AKANDE, 2007), sendo uma das
fontes alimentares mais importantes e estratégicas para as regides tropicais e subtropicais
do planeta (TORRES et al., 2015), além de ser um componente essencial dos sistemas de
producéo nas regides secas dos tropicos, cobrindo parte da Asia, Estados Unidos, Oriente
Médio e América Central e do Sul (SINGH et al., 2002).

No Brasil, o feijao-caupi tem grande importancia nas regides Norte
e Nordeste, que tém tradicdo em seu cultivo, comércio e consumo (ROCHA et al., 2009),
desempenhando papel estratégico na seguranca alimentar, notadamente para as populacdes
de menor poder aquisitivo. Nos ultimos anos essa cultura tem despertado o interesse de
agricultores que praticam agricultura empresarial devido ao desenvolvimento de novas

cultivares de porte ereto e semi-ereto e com maiores niveis de produtividade que as



cultivares convencionais, permitindo a colheita mecanizada e expansao das areas de cultivo
(FREIRE FILHO et al., 2006). Com isto, tem-se viabilizado o cultivo do feijdo-caupi em
grandes areas das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste, como cultura principal ou de
safrinha (BEZERRA et al., 2012).

A implantagcédo da cultura do feijdo-caupi é realizada por meio de
semeadura diretamente no campo. Dessa forma, é de fundamental importancia que a
qualidade fisiologica, sanitaria e fisica das sementes de feijdo-caupi seja conhecida antes
da semeadura, e que atendam aos padrdes de qualidade estabelecidos para comercializacao
pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2005).

Existe uma grande variabilidade genética para as caracteristicas
morfologicas de sementes de feijdo-caupi, observada entre os varios genotipos existentes
dessa espécie, tais como a cor do tegumento e peso de 100 sementes, as quais podem estar
relacionadas com a germinacdo e vigor (SILVA et al., 2014). Sementes de feijao-caupi
cultivar BRS Guariba possuem forma arredondada, tegumento branco, auséncia de halo e
peso de sementes de 19,5 g. Essa cultivar apresenta moderada resisténcia a seca e as altas
temperaturas (FREIRE FILHO, 2004).

A produtividade do feijao-caupi pode ser afetada por uma série de
estresses bidticos e abioticos, que alteram o crescimento e o desenvolvimento da planta,
dentre os quais se destacam o0s estresses decorrentes da baixa disponibilidade hidrica,
provocados por periodos de estiagem e altas temperaturas (SILVA et al., 2012).

O feijao-caupi € uma planta classificada como moderadamente
tolerante tanto a deficiéncia hidrica quanto ao excesso de agua no solo (BOYER, 1978).
Vérios trabalhos tém sido realizados para estudar os efeitos do estresse hidrico na
produtividade e as respostas fisioldégicas da planta a essa condicdo (COSTA et al., 1997,
NASCIMENTO et al.,, 2004; NASCIMENTO et al.,, 2011; BASTOS et al.,, 2012;
MENDES et al.,, 2007). No entanto, a maioria desses estudos foi realizada em plantas
jovens, cujo desenvolvimento inicial ocorreu em condi¢gdes ambientais favoraveis, para
entdo serem submetidas as condicdes de estresse. Sdo escassos estudos sobre os efeitos do
estresse hidrico durante a germinacdo e o desenvolvimento inicial de plantulas de feijao-

caupi.

2.2 Tolerancia a dessecacdo em sementes



No processo de evolugdo das plantas, para tornar possivel a
colonizagdo de ambientes em terra firme, a sele¢do para caracteristicas como crescimento
rapido, maior altura de plantas e produtividade massa seca, favoreceu a perda da tolerancia
a dessecacao (TD) em tecidos vegetativos (ALPERT 2005, 2006; ILLING et al., 2005;
OLIVER et al. 2000, 2005), no entanto a tolerancikessecacao foi mantida em sementes
e polen (ALPERT2006; GAFF e OLIVER 2013). O confinamento da TD para see®nt
significou uma vantagem importante, pois permitiu as plantas fugir de uma época
estressante ou periodo de seca e sobreviver ao periodo desfavoravel (DEKKERS et al.,
2015).

A habilidade das plantas para tolerar periodos de restricdo de agua
durante o ciclo de vida é fundamental para a adaptacdo e sobrevivéncia nos diferentes
ambientes onde se desenvolvem. A capacidade de tolerar quase completa dessecacéao foi
um passo evolutivo importante que desempenhou um papel fundamental na colonizacao
terra seca (FARRANT e MOORE 2011).

A tolerancia a dessecacao € definida como a capacidade de certos
organismos para lidar com a perda de agua a niveis abaixo de @C1 gpHgrama de
massa seca e subsequente reidratacdo, sem acumulo de dano letal ou irreversivel
(LEPRINCE e BUITINK 2010). Segundo Colville e Kranner (2010), as formas de vida
tolerantes a dessecacgdo sdo capazes de perder mais de 90% do seu conteudo de &gua e
reassumir seu metabolismo quando a agua for novamente disponibilizada. Organismos
dessecacao tolerantes estdo presentes em todos 0s reinos, tanto nos procariontes quanto nos
eucariontes, incluindo microrganismos, plantas e animais inferiores (LEPRINCE e
BUITINK, 2015).

Nas plantas, a tolerancia a dessecacao é rara em brotos e raizes, no
entanto € comum em sementes e polen (DEKKERS et al., 2015). A tolerancia a dessecacéao
€ uma caracteristica importante para as sementes, permitindo que suportem a desidratacédo
e uma ampla gama de condi¢cdes de estresse que seriam prejudiciais para plantas adultas,
como as temperaturas extremas e o déficit hidrico (FENNER e THOMPSQN GAFF
e MELVIN, 2013) como, por exemplo, superar periodos de estresse ambiental, estabilizar a
unidade bioldgica por longos periodos pela suspensado da atividade metabdlica e tolerar as
condicOes extremas do ambiente (LEPRINCE e BUITINK, 2010).

Quanto ao grau de tolerancia a dessecacdo, as sementes sao

classificadas como ortodoxas, intermediarias e recalcitrantes. As sementes ortodoxas
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toleram secagem a teores de agua de até 5%. Sementes intermediarias toleram secagem de
até 10 a 12,5%, enquanto que as sementes recalcitrantes ndo toleram dessecagdo a graus
inferiores a 15 ou 20% (ROBHR, 1973; HONG e ELLIS, 1996). Apés a dispersao, as
sementes ortodoxas podem permanecem viaveis por longos periodos, podendo ser
armazenadas em um estado relativamente hidratado (CHEN e ARORA, 2011). As
sementes recalcitrantes ndo secam durante a maturagdo e permanecem metabolicamente
ativas durante o desenvolvimento e apos a dispersdao da planta méde (COLVILLE e
KRANNER, 2010), o que inviabiliza o0 armazenamento.

Embora essa classificagcdo seja amplamente aceita e utilizada,
atualmente considera-se que a tolerancia a dessecacdo ndo é uma situacdo absoluta, mas
sim, que ocorre dentro de um processo continuo, na qual ha gradientes de tolerancia a
dessecacao entre as espécies, formado pelo maximo de ortodoxia em um extremo e o
méximo de recalcitrancia no outro (BERJAK e PAMMENTER 2000).

A toleréncia a dessecagédo € adquirida durante o desenvolvimento das
sementes. Entre os mecanismos envolvidosagaisicdo da tolerancia a dessecacdo em
sementes, estdo relacionados a presenca de sistema antioxidante enzimético e nao
enzimatico, acumulo de moléculas protetoras, como proteinas dos tipos lateA (
embryogenesis abundant proteires HSP leat-shock proteins presenca de moléculas
anfipaticas e oleosinas, desligamento do metabolismo e presenca de determinados agucares
(PAMMENTER e BERJAK, 1999HOEKSTRA et al.2001; BOUDET et al., 2006), e
mudancas estruturais nas células (BOUCHER et al., 20h0)ilidade estrutural e
molecular dentro das células durante a secd/aLTERS et al., 2015).

A resposta a dessecacdo compreende uma matriz complexa de
mecanismos protetores contra estresse mecéanico causado pela remog¢do da agua, incluindo
a modificagdo da parede celular e membranas, do citoesqueleto, e compactacdo da
cromatina (DEKKERS et al., 2015). Para tolerar a dessecacao € necessario que as sementes
sejam capazes de manter a integridade das membranas celulares e das organelas para
reparar danos quando a agua estiver novamente disponivel (VERTUCCI e FARRANT,
1995).

A germinacdo é o evento que, para as sementes da maioria das
espécies ja estudadas, coincide com a reducao na tolerancia a dessecacéo, e a medida que
0 processo de germinacdo progride a tolerAdncia a dessecacdo das sementes é
gradativamente reduzida, até que seja totalmente perdida (BUITINK et al., 2003).
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Para que a germinagdo ocorra € necessario que 0s processos de
ativacdo e regulacédo do ciclo celular, replicacdo e reparo do DNA sejam iniciados
(OSBORNE, 1983). O alongamento da radicula dentro das sementes ocorre como
resultado da embebicdo e reativacdo do metabolismo e do ciclo celular, podendo envolver
tanto expansdo como divisdo celular (GORNIK97; CASTRO e HILHORST, 2004).
Quando as células se encontram com seu ciclo celular ativo, ou seja, quando em processo
de sintese de DNA ou de divisdo celular, tornam-se mais sensiveis ao estresse (DELTOUR
e BARSY, 1985), o que pode ser relacionado a perda de tolerancia a dessecacgao durante o
progresso do processo germinativo.

A perda da tolerdncia a dessecacdo em sementes tem sido
correlacionada com o inicio e ativacdo do ciclo celular (BOUBRIAK et al., 2000,
OSBORNE et al., 2002). As sementes passam de tolerantes para sensiveis a dessecacao,
guando as células da radicula entram na fase G2 do ciclo celular, quando a quantidade de
DNA j& esta duplicadaSARACCO et al., 1995; FARIA et al., 2005). Embora a ativacéo
do ciclo celular e a duplicacdo do DNA estejam sendo relacionadas ha bastante tempo com
a perda da tolerancia a dessecacdo em durante o processo de germinacao das sementes,
essa relacédo ainda ndo estd muito clara (SARGENI, 1981; FARIA et al., 2005). Em
sementes de tomate, por exemplo, a sintese de DNA precede a germinagcdo. Assim, se a
duplicacdo do DNA ou ativacdo do ciclo celular é o fator chave para a perda de DT
continua a ser questionavel (DEKKERS et al., 2015).

Algumas caracteristicas fisicas intracelulares, como reducédo do
grau de vacuolizacdo ou diminuicdo em volume, revestimento de corpos lipidicos por
proteinas e desdiferenciacdo intracelular tém sido relacionadas com a aquisicdo da
tolerancia a dessecacdo (HOEKSTRAal., 2001; MOORE et al., 2008; MAIA et al.,

2011).

O acumulo de agucares ndo redutores ajuda a preservar o
funcionamento e as estruturas das membranas devido a capacidade que tém de substituir
parcialmente a agua, mantendo o espacamento entre os fosfolipideos, impedindo transicoes
da fase liquido cristalino para a fase gel da bicamada, evitando a cristalizacdo da fase
aquosa (PAMMENTER e BERJAK, 1999; HOEKSTRA et al 2001; FARRANT et al.,
2009).

Acucares possuem papel fundamental na tolerancia a dessecacéo,

pois atuam como solutos compativeis durante a fase inicial de perda de agua, através da
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estabilizacdo de macromoléculas, mantendo a conformacdo e funcionalidade das
membranas celulares (STEADMAN et al996; HOEKSTRA et al., 2001), além disso,
alguns acucares também contribuem para a formacgéo do estado vitreo (HOEKSTRA et al.,
2001) e séo capazes de diminuir o efeito de moléculas reativas de oxigénio (NISHIZAWA
et al., 2008). A sacarose, principal carboidrato solivel encontrado em sementes maduras de
vérias espécies (CASTILHO et al., 1990), além de atuar como substrato para reacoes
metabolicas que ocorrem sob temperaturas baixas, pode ter um efeito crioprotetor direto
sobre as membranas celulares quando em altas concentracdes, contribuindo para a
tolerancia a dessecacdo e ao congelamento em algumas espécies (UEMURA e
STEPONKUS, 2003).

A sacarose € um acUcar importante para a formacdo do estado
vitreo (KIGEL e GALILI, 1995), que se caracteriza como uma solucéo liquida com
propriedades de viscosidade de um sélido, que ndo forma cristais mesmo em temperaturas
muito baixas e com estabilidade numa ampla faixa de temperatura (KOSTER, 1991). A
formacéo do estado vitreo previne a desnaturacdo de moléculas e formacéao de agregados
moleculares, ocupa espacos em tecidos e, durante a desidratacéo, serve para evitar aumento
excessivo do colapso nos tecidos, a concentragéo de solutos e alteragdo de pH (BURKE,
1986).

Quando esta concentrada em niveis correlacionados com a
tolerancia a dessecacao, ndo é estavel e tende a cristalizar, ndo formando o estado vitreo
(KIGEL E GALILI, 1995). A presenca de oligossacarideos da série rafinésica pode
prevenir a cristalizacdo da sacarose, fornecendo uma melhor protecdo comparada com a
sacarose isoladamente (LEPRINCE et al., 1993).

A relacédo entre sacarose e oligossacarideos da série rafindsica tem
sido demonstrada importante para conferir tolerancia a dessecacao. Caffrey et al. (1988),
demonstraram que a relacdo de massa de 1:0,3, entre a sacarose e a rafinose, inibiu a
cristalizacéo, e que a lixiviagdo em vesiculas artificiais, que continham sacarose e rafinose,
foi menor quando comparada com a presenca isolada da sacarose.

Brenac et al. (1997), em estudo com sementes inteiras e embrides
isolados de milho, observaram que na auséncia de rafinose a tolerancia a dessecac¢do nao
foi adquirida, e que nem sempre pequenas quantidades de rafinose foi capaz de conferir a

tolerancia, concluindo que a gradual aquisicdo de tolerancia a dessecacao, ocorreu apos o
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acumulo de rafinose e, mais especificamente, na presenca de razdes sacarose: rafinose

inferiores a 20:1.

2.3 Re-inducao da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas

Durante a embebi¢cdo e germinagdao das sementes, o aumento da
disponibilidade de agua permite a retomada que dos processos metabdlicos, o que leva ao
surgimento da raiz primaria e a perda progressiva da tolerancia a dessecacao (BUITINK et
al 2003, 2006;. MAIA et al. 2011). No entanto, apOs a protrusao da raiz, ha uma pequena
janela desenvolvimento durante a qual a tolerancia a dessecacao pode ser restabelecida por
meio do tratamento osmoético e/ou acido abscisico (BUITINK et al. 2003; MAIA et al.
2011, 2014; COSTA et al., 2015).

A compreensdo dos eventos relacionados com a tolerancia a
dessecacao tem permitido o desenvolvimento de metodologias para re-induzir a tolerancia
a dessecacdo em sementes em estagios avancados de germinacdo. Uma técnica muito
usada para re-induzir a tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas € o tratamento em
solucdo osmoética de polietilenoglicol (PEG) com potencial negativo, sob baixas
temperaturas (BUITINK et al., 2003, 2006; VIEIRA et al., 2010).

A re-inducéo da toleréncia a dessecacédo ocorre devido a operacao
de uma série de mecanismos fisiologicos e estruturais regulados geneticamente (BUITINK
et al., 2003). Muitos processos fisiologicos em nivel celular e molecular que ocorrem
durante a perda da tolerancia a dessecagdo em sementes ortodoxas germinadas podem ser
similares aqueles responséaveis pela sensibilidade & dessecacdo evidenciada nas sementes
recalcitrantesSUN, 1999; FARIA et al., 2004).

Medidas de protecdo contra a dessecacdo podem ser tanto
existentes quanto induzidas por sinalizacao e ativacéo de fatores de transcricdo (GECHEV
et al. 2012). Durante a embebicdo em solucdo de polietilenoglicol, as raizes primarias séo
submetidas a um estresse hidrico moderado (ASHRAF e FOOLAD, 2005), o qual produz
uma memoria mediada por proteinas, fatores de transcricdo e alteracbes epigenéticas
(BRUCE et al., 2007).

O tratamento de sementes germinadas com solugédo de
polietilenoglicol promove aumento da sintese de acido abscisico (JIA et al., 2001; LU et

al., 2007), fitormbnio que esta relacionado com varios mecanismos de protecdo, entre 0s
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quais o relaxamento da membrana celular, permitindo a reducéo do volume citoplasméatico
sem a ocorréncia de danos ultraestruturais (CREELMAN e MULLET, 1991). Evidéncias
mostram que o relaxamento da membrana plasmatica ou encolhimento do volume da célula
podem estar relacionados com a biossintese de ABA induzida por estresse osmotico
(CREELMAN e MULLET, 1991; JIA et al., 2001).

O uso de solugdes de polietilenoglicol para re-induzir a tolerancia a
dessecacao tem sido utilizada com sucesso (BUITdNHK., 2003; FARIA et al., 2005;
MAIA et al., 2014) em sementes germinadas, no emta@tguer o desenvolvimento de um
protocolo adequado para as diferentes espécies. Entre os principais fatores que afetam a
eficiéncia dessa técnica, observa-se a temperatura e tempo de incubagdo e o potencial
hidrico da solucao (BUITINK et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Andlise de
Sementes da Faculdade de Ciéncias Agron6micas da Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Campus de Botucatu, no Laboratorio de Citogenética do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras e no Laboratério de Microscopia Eletrénica
e Andlise Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Lavras.

3.1 Estudos fisiologicos da re-inducéo da tolerancia a dessecacdo em sementes

germinadas de feijao-caupi
3.1.1 Procedéncia e caracterizacéao inicial das sementes
Foram utilizadas sementes de feijdo-cawdigrfa unguiculata)

cultivar BRS Guariba, categoria S1, com 100% de pureza e 89% de germinacao (plantulas
normais), produzidas na Fazenda Tomazetti em Primavera do Leste — MT, safra 2013/2013.
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As sementes foram caracterizadas quanto ao teor de agua e
porcentagem de protrusao de raiz primaria. O teor de agua foi determinado pelo método
estufa a 105 + 3°C por 24 horas (BRASIL, 2009). A porcentagem de germinacao foi
avaliada por meio da semeadura de quatro subamostras de 50 sementes entre papel (RP)
umedecido com 2,5 vezes o volume de &gua, em relagcdo a massa do papel seco, a
temperatura de 25°C, com leitura apds 72 horas de embebicao.

3.1.2 Determinacao da curva de embebicéo

Quatro repeticdes de 25 sementes, com massa e teor de agua inicial
conhecido, foram semeadas entre papel (RP) umedecido com 2,5 vezes o volume de agua
em relacdo ao peso do papel seco, a temperatura de 25°C. As sementes foram pesadas em
balanca de preciséo (0,0001g) em intervalos de uma hora, durante as primeiras 4 horas de
embebicdo, duas horas, das 6 as 18 horas de embebi¢do e novamente de uma hora das, 19
as 28 horas de embebicédo. Os valores de massa umida foram convertidos em teor de agua

(%) em base umida, e a curva de embebicéao foi obtida.

3.1.3 Determinacdo das curvas de germinagdo e perda da tolerdncia a

dessecacao

Para cada ponto das curvas de germinacdo e de perda da tolerancia
a dessecacdo, quatro repeticdes independentes de 50 sementes foram semeadas entre papel
(RP), conforme Brasil (2009), umedecido com 2,5 vezes o volume de agua, em relagédo a
massa do papel seco, a temperatura de 25°C.

A cada periodo de embebicéo, previamente determinado com base
na curva de embebicdo, as sementes foram retiradas dos rolos de papel e foi feita a
contagem de sementes com protrusdo de raiz primaria para obtencdo da curva de
germinacdo. Em seguida, as sementes foram submetidas a secagem em atmosfera constante
de 42% de umidade (BUITINK et al., 2003), obtida por meio da adicdo de solucéo saturada
de carbonato de potassio (90 g de carbonato de potassio + 27 ml de agua) colocada em
caixas do tipo gerbox (11x11x3 cm) adaptadas com telas de ago nas quais as sementes
foram colocadas livres do contato com o sal. Posteriormente, as caixas foram lacradas e

incubadas em camara com temperatura constante de 25°C, durante 72 horas.
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Apds a secagem, o teor de agua foi determinado e as sementes
foram reidratadas em rolo de papel umedecido com 2,5 vezes o volume de agua em relacdo
a massa do papel seco, a temperatura de 25°C, durante 72 horas. A porcentagem de
tolerancia a dessecacao, em cada ponto da curva, foi determinada com base na contagem

de sementes que retomaram o desenvolvimento normal das raizes primarias.

3.1.4 Re-inducao da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas

Para a re-inducéo da tolerancia a dessecacdo, sementes germinadas
com 1, 2, 3 e 4 mm de comprimento de raiz priméaria foram tratadas em solu¢cdo osmoética
de polietilenoglicol 6000 com potencial hidriog,J de -1,7 MPa a temperatura de 10°C
(BUITINK et al., 2003, 2006), obtida conforme recomendacdes de Villela et al. (1991),
baseadas na equacao proposta por Michel e Kaufmann (1973).

As sementes foram colocadas em placas de Petri (9 cm de diametro
e 3 cm de altura) contendo 20 ml de solucéo de polietilenoglicol. As placas foram lacradas
e incubadas na auséncia de luz, em camara regulada a temperatura de 10°C, durante os
periodos de 24, 48 e 72 horas. Apés a embebicdo as sementes foram submetidas a
secagem, em atmosfera de 42% de umidade relativa a temperatura de 25°C, conforme
descrito no item 3.1.3.

Os controles foram estabelecidos por meio de sementes germinadas
em agua com os comprimentos de raizes primarias de 1, 2, 3 e 4 mm, sem tratamento com
solugéo de polietilenoglicol, secadas nas condi¢des anteriormente descritas.

Apds a secagem as sementes foram reidratas em rolo de papel
umedecido com 2,5 vezes o volume de agua, em relacdo a massa do papel seco a
temperatura de 25°C, durante 72 horas. A re-inducdo foi considerada obtida para as

sementes que retomaram o crescimento e desenvolvimento normal da raiz primaria.

3.1.5 Determinacao das curvas de secagem

Curvas de secagem foram estabelecidasgsamentes tratadas com
solucao de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa a 10°C por 24 horas e
para sementes germinadas em agua e nao submetidas ao tratamento em solucédo de

polietilenoglicol, com 2 mm de raiz primaria.



18

Foram utilizadas 3 repeticbes de 10 sementes para cada ponto das
curvas. Cada repeticdo foi pesada antes do inicio da secagem, e com base no teor de agua
determinado antes da embebicdo em agua, o teor de agua ao inicio da secagem foi
conhecido.

As sementes foram secas em atmosfera controlada de 42% de
umidade, obtida por meio da adicdo de solucdo saturada de carbonato de potassio,
conforme descrito no item 3.1.4. O tempo total de secagem foi de 72 horas. A cada 12
horas, a contar do inicio da secagem, as sementes foram pesadas, e o0 teor de agua para

obtencao das curvas de secagem, foi calculado por gravimeétria.

3.2 Ciclo celular e indice mitético em raizes primarias de sementes

germinadas de feijdo-caupi submetidas a re-inducdo de tolerancia a dessecacao.

A analise dos eventos da mitose e determinacéo do indice mitético
foi realizada seguindo a metodologia descrita por Martins (2009), com modificacdes.
Foram coletadas raizes primarias de sementes germinadas tratadas e nado tratadas em
solucao de polietileno glicol com potencial hidrico de -1,7 MPa a temperatura de 10°C por
24 horas, com comprimentos de raiz primaria de 1, 2, 3 e 4 mm.

Foram realizados cortes a 1 mm a partir da extremidade distal das
raizes primarias, e os apices das raizes foram imersos em fixador Carnoy (3 partes de
alcool etilico: 1 parte de acido acético glacial), por 3 horas a temperatura ambiente (
25+2°C) e, em seguida, armazenados a 10°C por no minimo 24 horas.

Para o preparo das laminas, os apices das raizes foram retirados do
fixador e lavados trés vezes em agua destilada durante cinco minutos. Em seguida, foram
submetidos ao processo de digestdo enzimatica, utilizando-se uma misturauldee30
pectinase (2%)/celulase (4%) + ghde pectoliase (5%) com pH de 4,8, durante 4 h@ras,
temperatura de 37°C.

ApoOs a digestédo, as pontas das raizes primarias foram dissecadas
para o isolamento de 0,5 mm da regido do procambio, a partir da extremidade distal, que
em seguida foram coradas com orceina acética a 5%. As amostras foram observadas em
microscopio 6tico, com aumento de 100x, contando-se o numero de células em interfase e
em cada fase da mitose (profase, metafase, anafase e teléfase) e de células com alteracdes

citogenéticas na regiao do procambio.
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Para cada tratamento foram contadas 2000 células, amostradas em
quatro repeticdes independentes de 500 células, em no minimo de oito raizes. O indice
mitético (IM) foi obtido pela razdo entre o nimero de células visualizadas em mitose e o

namero total de células (interfase + mitose), multiplicado por 100.

3.3 Alteracdes estruturais em células das raizes primarias de sementes
germinadas de feijdo-caupi submetidas a dessecacdo e a re-inducéo da tolerancia a
dessecacao.

As andlises foram realizadas nas radiculas de sementes néo
embebidas, raizes primarias de sementes germinadas em agua com 2 mm de comprimento
sem secagem e submetidas a secagem e em raizes primarias de sementes germinadas em
agua com 2 mm de protrusdo e posteriormente tratadas em solucédo de polietilenoglicol
com potencial hidrico de -1,7 MPa por 24 horas sem secagem e submetidas a secagem.

As raizes primérias foram submetidas a criofratura a 0,5 mm da
extremidade distal para expor a regido de analise, e fixadas em solucdo Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2,5%), por um periodo minimo de 24
horas e conservadas em geladeira. Apés este periodo, as amostras foram lavadas em
tampao cacodilato a 0,05M por trés vezes, 10 minutos cada, e em seguida, pos-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% durante 4 horas, em capela a temperatura ambiente.Em seguida,
as raizes foram lavadas em agua destilada e desidratadas por 10 minutos em diferentes
concentracdes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%), sendo que na concentracao de 100% as
raizes passaram por trés lavagens de 10 minutos cada. ApGs a desidratacdo, foram
submetidas a secagem ao ponto critico de, @ixados em um porta-amostra e levadas ao

aparelho BAL-TEC, SCD-050 para que fossem recobertas com ouro metalico.

As amostras foram observadas e eletromicrografadas em
microscépio eletrébnico de varredura LEO-EVO 40, XVP, presente no Laborat6rio de
Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia

da Universidade Federal de Lavras.

3.4 Conteudos de acucares em raizes primarias de sementes de feijdo-caupi
durante a germinacao e re-indugdo da tolerancia a dessecacao.
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As andlises dos acucares consistiram da quantificacdo dos
conteudos de glicose, sacarose e rafinose em radiculas de sementes ndo embebidas,
radiculas de sementes embebidas em agua por 16 horas, raizes primarias de sementes
germinadas em agua a temperatura de 25°C com 2 mm de protrusdo e raizes primarias de
sementes germinadas em agua com 2 mm de protrusdo submetidas ao tratamento osmaotico
por 8, 16 e 24 horas em solugcdo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7

MPa, a temperatura de 10°C.

Para cada ponto de analise, foram coletadas 200 radiculas ou raizes
primarias (aproximadamente 1,2 g), acondicionadas em tubo plastico, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento das andlises. Antes do
armazenamento, foi determinado o teor de agua das amostras pelo método estufa a 105 *
3°C por 24 horas (BRASIL, 2009), para ajustar o teor dos acucares em relacdo a massa de

matéria seca.

A quantificacdo dos acgucares foi realizada pelo Centro de Analise
de Qualidade Analitica Laboratorios — CQA, em Campinas, Sao Paulo Brasil, laboratorio
certificado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA/Brasil) e pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro/Brasil). As andlises
foram realizadas por meio da técnica de cromatografia liquida de alta performance, em
HPLC, segundo método AOAC / CR-0093 (AOAC, 2005).

3.5 Andlises dos dados

As curvas de embebicdo, germinacdo, perda da tolerancia a
dessecacao, secagem, e os graficos de barra para o teor de agua e contetdos de agucares

foram gerados pelo software SigmaPlot versao 12.0, a partir das médias dos tratamentos.

Os dados de porcentagem de re-inducéo da tolerancia a dessecacao
e indice mitético foram submetidos & analise de variancia. A andlise para re-indugcédo da
tolerancia a dessecacéo foi realizada em esquema fatorial de 4x4 (0, 24, 48 e 72 horas de
tratamento osmotico em solucdo de polietilenoglicol 6000 e 1, 2, 3 e 4 mm de
comprimento de raiz primaria), com 4 repeticdes por tratamento. Para o indice mitdtico a
andlise foi realizada em esquema fatorial de 2x4 (sementes ndo tratadas e sementes

submetidas ao tratamento em solucédo de polietileno glicol 6000 durante 24 horase 1, 2, 3 e
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4 mm de comprimento de raiz priméria), com 4 repeticbes por tratamento. As médias dos
tratamentos foram comparadas por meio do teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos fisiologicos da re-inducdo da tolerancia a dessecacdo em

sementes germinadas de feijao-caupi

O teor de agua inicial das sementes do lote de trabalho foi 11,8%, e
a porcentagem de protrusdo de raiz primaria foi de 100%. A curva de embebicdo de
sementes ndo seguiu exatamente o padrao trifasico proposto por Bewley et al. (2013)
(Figura 1), ndo sendo possivel identificar pontualmente a transicéo entre as fases Il e Ill da
embebicao.
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Figura 1. Curva de embebicdo em 4gua de sementes de feijdo-caupi embebidas em agua a

temperatura de 26.

Na fase | foi observada uma rapida absor¢cdo de 4gua, onde em
apenas 2 horas de embebicdo o teor de agua atingiu o dobro do teor de agua inicial. O
término da fase | se deu em torno de 8 horas ap0s o inicio da embebicdo, quando as
sementes atingiram em média 44,56% de teor de agua (Figura 1).

N&o foi observada a fase de repouso da absorcdo de agua apos o
término da fase I, mas sim uma embebicédo lenta entre 8 e 10 horas (com ganho de 1,35%
de teor de agua no periodo), tempo muito curto para caracterizar a fase Il da embebicéo,
que normalmente é um periodo longo, podendo ser até dez vezes maior que a fase |
(BEWLEY e BLACK,1994).

Apés 10 horas de embebicéo, o teor de agua retomou 0 aumento
mais acentuado, e as 15 horas apos o inicio da embebicé&o foi observado o inicio da fase Il
da embebicdo, quando as sementes alcancaram teor de agua de aproximadamente 52% e a
protrusdo de radicula foi iniciada (Figura 1).

A impossibilidade de identificacdo da transicdo entre as fases Il e
[Il indica que pode haver sobreposicdo de eventos metabdlicos e fisiologicos durante o
processo de germinacdo, como por exemplo, em relacdo a mobilizacdo de reservas.

Embora as fases da embebicéo estejam relacionadas com os eventos que ocorrem durante a
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germinacdo das sementes, em algumas espécies elas ndo estdo nitidamente delimitadas e
ndo sao perceptiveis por meio da curva de embebicdo (NONOGAKI, BASSEL e
BEWLEY, 201Q.

A germinacao das sementes, avaliada por meio da protruséao da raiz
primaria, iniciou por volta das 15 horas apds o inicio da embebicdo, e as 28 horas de
embebicdo 100% das sementes exibiram a protrusdo de raiz primaria (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de germinacao e de perda de tolerancia a dessecacdo em sementes de
feijdo-caupiembebidas em agua e posteriormente submetidas a secagem.

A tolerancia a dessecacéo, reduzida de 100% para 96,5% apds 15
horas de embebicéo, teve o inicio de perda coincidindo com o inicio da germinacgao,
resultado semelhante ao observado nos trabalhos de Buitink et al., (2003) e Faria et al.
(2005), comMedicago truncatula. Apos 15 horas de embebicdo, a medida que o tempo
avancou, a porcentagem de germinacdo aumentou e a tolerancia a dessecacao diminuiu, em
uma razao quase proporcional, gerando curvas opostas. Um pouco antes das 21 horas de
embebicdo, quando a porcentagem de germinacao atingiu 50%, a toleréncia a dessecacédo
foi reduzida para aproximadamente 42% (Figura 2). Esse resultados mostram que a perda
da tolerancia a dessecacdo em sementes de feijdo-caupi segue um padrdao semelhante ao
obtido por Buitink et al. (2003) para sementesviglicago truncatula, no qual & medida

que o tempo de embebicdo e o processo de germinagcdo avancam a tolerancia a dessecacéo
é perdida.
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As curvas de secagem mostram uma velocidade de secagem
semelhante para as sementes ndo tratadas e para as sementes submetidas a embebicdo em
solucéo de polietilenoglicol 6000 (Figura 3), destacando a intensa perda do teor de agua

durante as 12 primeiras horas de secagem.
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Figura 3. Curvas de secagem de sementes germinadas de feijdo-caupi com raiz primaria de
2 mm de comprimento, ndo tratadas (controle) e tratadas com solucéo de polietilenoglicol

6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa, a temperatul®ue, durante 24 horas.

Observa-se que entre os periodos de 12 a 36 horas, as sementes
submetidas a embebicdo em solucdo de PEG mantiveram teor de agua ligeiramente maior
em relacdo as sementes nado tratadas (Figura 3). Essa secagem mais lenta pode ser
indicativa de beneficios as sementes germinadas quanto a tolerancia a dessecacdo. A
secagem lenta promove melhor tolerancia a dessecacao, presumivelmente devido ao tempo
suficiente que é concedido para a inducdo e a operacdo dos mecanismos de protecao (Silva
et al., 2007). Oliver e Bewley (1997) sugeriram que a secagem rapida impede 0s processos
de recuperacéo e é necessario mais tempo para os reparos na reidratacao.

Ao final das 72 horas de secagem, o teor de 4gua nas sementes foi
de 9,2 e 8,7%, respectivamente para sementes germinadas em agua nao tratadas (controle)
e re-induzidas em solucédo de polietileno glicol (Figura 3), comprovando que a secagem

realizada, de fato reduz o teor de agua das sementes para niveis abaixo do minimo
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estabelecido (0,1 g ¢g* MS) para caracterizar a dessecacdo em sementes e tecidos de
outros organismos, conforme Leprince e Buitink (2010).

A embebicdo em solucédo de polietilenoglicol 6000 com potencial
hidrico de -1,7 MPa a temperatura de 10°C, proporcionou a re-inducdo da tolerancia a
dessecacao em sementes germinadas de feijao-caupi. Houve efeito significativo do tempo
de embebicdo e do comprimento da raiz priméria sobre a porcentagem de re-indugédo da

tolerancia a dessecacao (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia (Fc) para porcentagem de re-inducdo de
tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de feijacaraupj 2, 3 e 4 mm de
comprimento de raiz primaria, ndo tratadas (0 h) e tratadas com solucdo de
polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa, por 24, 48 e 72 horas, a

temperatura de 10°C.

FV GL Re-inducdo da TD (%)
Tratamento 3 48,418*

Comp. de raiz 3 294,089*

Tratamento. x Comp. de raiz 9 10,312*

Residuo 48

Total 63

CV (%) 15,46

*Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Para sementes com raizes primarias de 1 mm, n&do houve diferenca
significativa na porcentagem de re-inducdo da tolerancia a dessecacdo entre sementes
embebidas em solucdo de PEG pelos diferentes periodos, e em relacdo as sementes nao

submetidas ao condicionamento osmotico (Figura 4).
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Figura 4. Re-inducéo da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de feijdo-caupi com
raiz primaria de 1, 2, 3 e 4 mm, ndo tratadas (0 horas) e tratadas com solucdo de
polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa, por 24, 48 e 72 horas, a temperatura
de 10°C.Letras mailsculas comparam a re-indugdo da TD entre sementes com raiz
primaria de mesmo comprimento, submetidas a diferentes tempos de embebicdo em
solucdo de polietilenoglicol. Letras minusculas comparam a re-inducdo da TD entre
sementes com raiz primaria de diferentes comprimentos, submetidas a um mesmo tempo
de embebicdo em solucéo de polietilenoglicol. Barras nas colunas séo referentes ao desvio

padréo §) em relacdo as meédias.

Para sementes de feijdo-caupi com raiz primaria com 2 mm de
comprimento ndo submetidas ao condicionamento osmoético, a capacidade de tolerar a
dessecacao foi de 43% (Figura 4), podendo ser considerada bastante elevada, o que
evidencia uma capacidade intrinseca das sementes de feijdo-caupi para tolerar a
dessecacao. E possivel que tal caracteristica tenha sido obtida ou incrementada por meio da
selecao natural, em funcéo do provavel centro de origem do feijdo-caupi, Centro-Oeste do
Continente Africano, onde ha predominancia altas temperaturas e baixa disponibilidade
hidrica, bem como por meio do melhoramento genético da espécie, que para a cultivar

BRS Guariba, proporcionou tolerancia a seca e altas temperaturas (FREIRE FILHO, 2004)
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Buitink et al. (2003), observaram para sementes germinadas de
Medicago truncatula,com 2 mm de comprimento da raiz primaria, que apenas 20% das
sementes foram capazes de tolerar a dessecacédo, enquanto Faria et al. (2005) reportam que
a tolerancia a dessecacéo foi totalmente perdida em sementes germinadas com 2 mm de
raiz primaria dessa mesma espécie. Isso indica que a tolerdncia a dessecacao varia entre
diferentes populacfes da mesma espécie.

O tratamento de sementes de feijdo-caupi com 2 e 3 mm de
comprimento, durante os periodos de 24 e 48 horas, proporcionou maiores porcentagens de
re-indugdo em relacdo as sementes ndo submetidas ao condicionamento osmotico e as
sementes tratadas por 72 horas, com esses mesmos comprimentos de raiz priméaria. A
maior porcentagem de re-inducdo da tolerancia a dessecacdo nas sementes com 4 mm de
raiz primaria foi obtida com a embebicdo em solucao de polietilenoglicol 6000 durante 24
horas (Figura 4).

O tempo de tratamento em solucao de polietilenoglicol 6000 com
potencial hidrico de -1,7 MPa mais favoravel a re-inducdo da tolerancia a dessecacéo foi o
de 24 horas, considerando que para sementes de 4 mm foi o Unico que induziu maior
porcentagem de re-inducdo em relacdo as sementes ndo submetidas ao condicionamento

osmatico (Figura 4).

4.2 Ciclo celular e indice mitdtico em raizes primarias de sementes

germinadas de feijdo-caupi submetidas a re-inducdo da tolerancia a dessecacao.

A andlise de variancia para o indice mitético em raizes primarias de
sementes germinadas de feijdo-caupi com 1, 2, 3 e 4 mm de comprimento, ndodratadas
tratadas com solucdo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa, por 24
horas, a temperatura de 10°@jostra que durante o tratamento com em solucdo de
polietilenoglicol ndo houve progresséao do ciclo celular, o que é favoravel a re-inducdo da
tolerancia a dessecacdao. Diferencas no indice mitotico foram observadas apenas em relagcéo
ao comprimento de raiz primaria, tanto em sementes nao tratadas como em sementes

tratadas na solucéo de polietilenoglicol 6000 (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia (Fc) para o indice mitético (IM) em sementes
germinadas de feijdo-caupdm raiz primaria nos comprimentos de 1, 2, 3 e 4 mm, ndo
tratadas (0 h) e tratadas com solucéo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -

1,7 MPa, por 24 horas, a temperatura de 10°C.

FV GL IM
Tratamento 1 1,923
Comp. de raiz 3 29,947*
Tratamento x Comp. de raiz 3 0,546
Erro 24

TOTAL 31

CV (%) 12,89

*Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

A maioria das células em divisdo, em todos os comprimentos de
raiz, tanto em sementes nao tratadas como em sementes embebidas em solucédo de PEG,
estavam em profase. Foi observado também que a medida que o crescimento da raiz

priméria progrediu, 0 numero de células em préfase aumentou (Tabela 3).

Tabela 3.Contagem de células em diferentes fases de divisdo, em sementes germinadas de
feijdo-caupicom raiz primaria nos comprimentos de 1, 2, 3 e 4 mm, ndo tratadas (Fc) e
tratadas solucao de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa a temperatura
de 10°C, por 24 horas.

Comp. de raiz Interfase Préfase Metafase  Anafase  Tel6fase  Total
Sementes nao tratadas
1 mm 1919 80 1 0 0 2000
2 mm 1884 116 0 0 0 2000
3 mm 1876 122 1 0 1 2000
4 mm 1846 147 2 3 2 2000
Sementes tratadas com PEG
1 mm 1906 94 0 0 0 2000
2mm 1880 120 0 0 0 2000
3 mm 1878 119 1 1 1 2000
4 mm 1830 166 3 1 0 2000

O numero de células em metafase, anafase e telofase, quando

presentes, foi muito baixo (Tabela 3), ndo permitindo comparacao estatistica. Nao foram
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observadas anomalias nas divisbes celulares, tais como formacdo de micronucleos ou
nucleos condensados.

N&o houve diferencas entre o indice mitético das raizes primarias
obtidas de sementes germinadas néo tratadas (controle) e tratadas com solucdo de

polietileno glicol, com comprimentos iguais (Figura 5).

[ controle

10 A
[ re-indugédo em PEG a

Indice Mitético (IM)
(2]
(o

0 T T T
1 2 3 4

Comprimento de raiz primaria (mm)

Figura 5. Indice mitotico (IM) em raizes primarias de sementes germinadas de feijao-
caupi com raiz primaria nos comprimentos de 1, 2, 3 e 4 mm, nédo tratadas (controle) e
tratadas com solucédo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa a
temperatura de 10°C, por 24 horas.

O indice mitético aumentou com o desenvolvimento das raizes
primarias, tanto para sementes germinadas ndo tratadas quanto para as sementes embebidas
em solucdo de PEG (Figura 5). Analisando a porcentagem de re-inducdo de tolerancia a
dessecacao (Figura 4) e o indice mitotico (Figura 5), € possivel relacionar a reducédo da
tolerancia a dessecacédo ao longo do crescimento da raiz primaria com o aumento no indice
mitotico nas raizes primarias de sementes nédo tratadas (0 horas), porém essa relagdo ndo se
sustenta para raizes primarias de sementes tratadas com solucéo de polietilenoglicol por 24
horas. Sendo assim, € mais provavel que o aumento do IM esteja mais relacionado a

germinagao e ao desenvolvimento de plantula.
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Segundo Faria et al. (2005), a razdo para o decréscimo da
capacidade de re-inducédo da tolerancia a dessecacao com crescimento da raiz primaria em
sementes germinadas déedicago truncatulaestd relacionada a reativacdo do ciclo

celular.

4.3 Analises ultraestruturais em raizes primarias de sementes germinadas
de feijdo-caupi em diferentes estagios do processo de re-inducdo de tolerancia a

dessecacéao.

Na Figura 6 observa-se a imagem do corte transversal a 0,5 mm da
extremidade do apice da raiz primaria da semente germinada de feijado-caupi com 2 mm de

protrusao, identificando a regido do procambio.

Figura 6. Eletromicrografia de varredura (MEV) do corte transversal a 0,5 mm da
extremidade do apice da raiz primaria da semente germinada de feijacaraudbimm de
protrusdo. Legenda: PB — Procambio; ML - Meristema fundamental; PD: Protoderme; EP:

Epiderme.

As células do apice das raizes primarias de sementes néo
embebidas exibiram parede celular com formato irregular e contracdo do contetdo celular,
gue levou ao distanciamento entre o protoplasto e a parede celular, caracterizando o
aspecto de células vegetais murchas. A perda do contetdo celular observada em algumas

células, provavelmente foi provocada pela criofratura (Figura 7A.).
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ApOs a embebicdo em agua, ocorreu o aumento do conteudo celular
que preencheu totalmente o espaco que havia entre o conteudo celular e a parede celular,
observado nas células das sementes ndo embebidas. Essas células, agora turgidas,
adquiriram formato arredondado e surgiram espacos intercelulares bem definidos. E
observada também a presenca de uma grande quantidade de graos de amido (Figura 7B.)

Em raizes primarias de sementes germinadas e submetidas
posteriormente a secagem (Figura 7C), parte das células manteve o formato arredondado
adquirido com a embebicdo (Figura 7B), enquanto outras células retornaram ao formato
irregular observado antes da embebicao (Figura 7A).

Ainda nas células de raizes primarias de sementes germinadas e
submetidas posteriormente a secagem, 0s espacos intercelulares foram reduzidos, sendo
visiveis apenas entre as células de maior volume. Apesar da secagem, o conteudo celular
ndo foi retraido, mas em algumas células foram observadas irregularidades no formato
(Figura 7C). Embora tenha havido uma aparente reducdo da quantidade e tamanho dos
graos de amido em relacdo as ceélulas de sementes germinadas (Figura 7B), observa-se a
persisténcia dos grdos de amido apos a secagem (Figura 7C).

Embora as células de sementes ndo embebidas exibam
caracteristicas ultraestruturais que sugerem danos adquiridos durante a dessecagdo poOs-
maturacdo, apos a embebicdo as células adquirem boa conformagédo e ndo ha sinais de
danos nas estruturas celulares avaliadas (Figura 7B), mesmo ap0s a dessecacao atrtificial
(Figura 7C). Esses resultados evidenciam que sementes de feijao-caupi sdo dotadas de
mecanismos eficientes de protecdo contra danos estruturais que possam ser causados
durante a dessecacdo. Isso explica, em parte, a capacidade intrinseca que as sementes dessa
espécie tém para tolerar a dessecacao apos a germinacgao.

As células das raizes primarias de sementes germinadas embebidas
em solucdo de PEG (Figura 7D) apresentam formato e estrutura semelhantes ao observado
nas células das raizes de sementes germinadas em agua (Figura 7B). No entanto, observa-
se uma aparente reducdo no tamanho dos graos de amido ap0ds o tratamento com solucao
de polietilenoglicol, o que indica que o metabolismo de degradacédo de reservas continua
ativo durante o tratamento com solucéo de polietilenoglicol.

Apds a secagem, as células de raizes primarias de sementes
germinadas submetidas a embebicdo em PEG (Figura 7E) mantiveram sua conformacéao e

integridade da parede celular. Os graos de amidos quase ndo estdo mais presentes, sendo
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observadas pequenas depressdes que provavelmente sdo marcas deixadas apdés a
degradacéo dos graos amido (RODRIGUES, 2010).

A degradacdo do amido concorre para a formacédo e aumento na
concentracdo de acucares solUveis na célula, entre os quais a sacarose, agucar nao redutor
que tem funcéo protetora das células durante a secagem (HOEKSTRA et al., 2001).
Buitink et al. (2003) postularam que o aumento no teor de sacarose durante a embebicao de
sementes germinadas Bledicago truncatula em solucédo de polietilenoglicol pode ter sido
resultado da hidrolise do amido.

A degradacdo do amido em moléculas menores possivelmente esta
também associada ao metabolismo de regulacdo osmdética da célula, conferindo protecdo as
estruturas celulares contra as tensdes provocadas durante a dessecacao. Segundo Leslie et
al. (1995), os carboidratos podem ser acumulados em resposta a estresses ambientais,

como o frio e a seca, e atuar como crio ou osmoprotetores celulares.
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Figura 7. Eletromicrografias de varredura (MEV), da regido do procambio a 0,5 mm da
extremidade do apice de raizes primarias de sementes germinadas de feijdo-caupi com 2
mm de protrusdo. A — Semente ndo embebida; B - Semente germinada em agua; C —
Semente germinada em agua e submetidas a secagem; D — Semente germinada em agua e
posteriormente tratada com solucdo de polietilenoglicol; E - Semente germinada em agua e
posteriormente tratada com solucao de polietilenoglicol e submetida a secagem. Legenda:
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CC - Conteudo celular; PCC - Perda de conteudo celular; PC - Parede celular; CP-
Curvatura da parede celular; El — Espaco intercelular; GA- Grao de amido; MA - Marca de

grao de amido.

4.4 Andlises dos conteudos de agucares em raizes primarias de sementes de
feijdo-caupi durante a germinacgéo e re-inducao da tolerancia a dessecacao.

O teor de agua em sementes germinadas com 2 mm de raiz
primaria foi em média de 66,1% (Figura 8), superior aquele de 53,4% observado para
sementes inteiras (Figura 3), demonstrando que em sementes germinadas o teor de agua
pode variar em relacéo aos diferentes tecidos. O maior teor de 4gua nas raizes primarias em
relacdo & sementes inteira pode explicar, pelo menos em parte, a maior sensibilidade das
raizes primarias & dessecacao em relacdo a outras partes das sementes, conforme Buitink et
al. (2003). A secagem de tecidos muito hidratos pode resultar em dano mecéanico associado
com a reducao do volume celular (PAMMENTER e BERJAK 1999).

Observam-se varia¢cdes muito pequenas no teor de agua durante os
periodos de tratamento com solucdo de polietilenoglicol (Figura 8). Esse movimento de
perda e ganho de agua provavelmente esta relacionado ao ajustamento osmotico das
células para equilibrar o seu potencial osmoético com o da solucdo de polietilenoglicol, e
manter o nivel de hidratagéo.
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Figura 8. Teor de 4gua em radiculas de sementes de feijdo-caupi ndo embebidas (0 h) e

embebidas em agua por 16 horas, em raiz primaria de sementes germinada em agua com 2
mm de protrusdo, e em raiz primaria de sementes germinadas em agua com 2 mm de

protrusdo submetidas ao tratamento osmotico por 8, 16 e 24 horas, em solucdo de

polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa a temperatura de 10°C.

N&o foi detectada a presenca de glicose nas raizes primaria de
sementes de feijdo-cauglurante a embebicdo em agua, bem como nas sementes
germinadas submetidas ou ndo & embebicdo em solugédo de PEG. J& a sacarose e rafinose
estavam presentes em todos os estagios analisados, sendo os conteldos de sacarose sempre

mais elevados que os conteudos de rafinose (Figura 9).
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Figura 9. Conteudos de sacarose e rafinose em radiculas de sementes de feijdo-caupi ndo
embebidas (0 h) e embebidas em &gua por 16 horas, em raiz primaria de sementes
germinada em 4gua com 2 mm de protrusdo, e em raiz primaria de sementes germinadas
em agua com 2 mm de protrusdo submetidas ao tratamento osmotico por 8, 16 e 24 horas,
em solucdo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa a temperatura de
10°C.

A presenca de sacarose e de oligossacarideos como a rafinose tem
sido relatada em grandes quantidades em tecidos tolerantes a dessecacao, por outro lado a
presenca de monossacarideos redutores como a glicose, frutose, galactose e manose €
reduzida ou até mesmo ausente (CHEN e BURRI®); LEPRINCEzet al., 1995; KUO et
al, 1998).

Apos 16 horas de embebicdo em agua, quando as sementes estavam
em fase avancada do processo de germinacdo (com aproximadamente 2 % de protruséo
radicular), os conteudos de sacarose e rafinose nas radiculas foram reduzidos em relacéo
aos conteudos observados nas radiculas de sementes ndo embebidas (0 hs). A reducéo nos
conteudos de sacarose e rafinose tornou-se mais acentuada em raizes primarias de
sementes germinadas com 2 mm de protrusdo, em relagcdo aos conteudos nas radiculas de

sementes ndo embebidas ( Figura 9).

Segundo Buckeridge et al., 2004, a rafinose e a sacarose estéo

presentes como reservas no embrido para producdo de energia utilizada no inicio da
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germinacdo e embebicdo para o reparo das estruturas que podem ter sido danificadas
durante a dessecacao poés-maturacao. Os conteudos de oligossacarideos da familia rafinose
sao reduzidos durante a germinacdo, com funcdo sugestionada para fornecer energia e
carbono para os estagios iniciais de germinacdo das sementes (revisado por DOWNIE et

al., 2000).

Os decréscimos dos conteudos de sacarose e rafinose nas radiculas
de sementes embebidas em agua por 16 horas (Figura 9) coincidem com a fase inicial da
perda da tolerancia a dessecacédo, quando a capacidade de tolerar a dessecacao foi de
aproximadamente 93% (Figura 2). Em germinadas com 2 mm de protrusdo de raiz
priméria, a tolerancia & dessecacdo foi acentuadamente reduzida para 43% (Figura 4).
Esses resultados evidenciam que a perda de tolerancia a dessecacao em sementes de feijao-
caupi durante a germinacdo pode estar relacionada com a reducdo dos conteudos de

sacarose e rafinose.

O tratamento com solugdo de polietilenoglicol induziu o acumulo
de sacarose e rafinose nas raizes primarias das sementes. O contetudo de sacarose nas raizes
primarias de sementes germinadas com 2 mm de protruséo foi de 16 5M®yapos 24
horas de tratamento com solucdo de polietilenoglicol, relativamente superior aos conteudos
aos contetdos observados em radiculas de sementes ndo embebidas (0 hs) e nas raizes
primérias de sementes germinadas com 2 mm de protrusdo ndo tratadas com solucéo de

polietilenoglicol, respectivamente de 12,1 e 8,29 mI$ (Figura 9).

O conteudo de rafinose nas radiculas de sementes ndo embebidas
reduzido de 7,55 mg'gMS para 6,68 mgyMS apés germinacdo com 2 mm de protruséo
de raiz primaria, seguido do acumulo progressivo ao longo do tempo de tratamento com
solucao de polietilenoglicol, com contetido de 9,02 thi§ apds 24 horas de tratamento
(Figura 9).

O tratamento de sementes germinadas com solugédo de
polietilenoglicol tem como efeitos fisioldgicos iniciais a redu¢cédo do metabolismo e parada
do crescimento da raiz primaria, enquanto eventos tardios (tais como acumulo de rafinose e
sacarose) promovem adaptacao ao estresse e contribui para a sobrevivéncia, no estado seco
(COSTA et al., 2015). O acumulo de sacarose de raizes primarias de sementes germinadas
de Medicago truncatulaem resposta ao tratamento com solucédo de polietilenoglicol foi
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observado por Buitink et al. (2003). Pluskota et al. (2015), observaram aumento no
conteudo de sacarose e rafinose em raizes de plantulas de ervilha apGs tratamento em

solucéo de polietilenoglicol.

Em sementes germinadas com 2 mm de protrusdo a capacidade de
tolerar a dessecacao antes do tratamento foi elevada de 43% para 75% apds 24 horas de
tratamento com solucéo de polietilenoglicol (Figura 5), coincidindo com o maior acumulo
de rafinose e sacarose (Figura 9). Isto indica que possivelmente o acumulo de rafinose e
sacarose é uma resposta fisioldgica ao tratamento osmético em solucéo de polietilenoglicol
sob baixa temperatura, que esté relacionado a re-inducdo da tolerdncia a dessecacdo em

sementes germinadas de feijao-caupi.

A relacdo sacarose/rafinose, que era de 1,6:1 em radiculas de
sementes ndo embebidas, foi reduzida durante a germinacdo, sendo de 1,2:1 nas raizes
primérias de sementes germinadas com 2 mm de protrusdo. Durante o tratamento em
solucdo de polietilenoglicol a relacdo sacarose/rafinose nas raizes primarias aumentou,

alcancando a proporc¢éo de 1,8:1 apods 24 de tratamento (Figura 9).

A relacdo sacarose/rafinose nas raizes primarias de sementes
germinadas nao tratadas com 2 mm de protrusdo foi muito proxima daquela observada
apos 24 horas de tratamento em solugdo de polietilenoglicol, n&o sendo foi possivel
relacionar a relacdo sacarose/rafinose com a re-inducdo da tolerancia a dessecacéo.
Segundo Kigel e Galili (1995), a tolerancia a dessecacdo em sementes parece nao estar
relacionada a uma combinacado especifica de sacarose e rafinose, ou algum outro acgucar.
Assim, a diferenca de tolerancia a dessecacgdo entre sementes germinadas de feijado-caupi
ndo tratadas e tratadas com solucdo de polietilenoglicol (Figura 4) € provavelmente mais
influenciada pelo maior acumulo sacarose e rafinose, do que pela relacédo

sacarose/rafinose.
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5 CONCLUSOES

O tratamento em solugcdo osmotica de polietilenoglicol com
potencial hidrico de -1,7 MPa a temperatura de 10°C durante 24 horas foi eficiente para re-
induzir a tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de feijdo-caupi.

O tratamento em solugdo osmotica proporcionou a manutencéo das
estruturas celulares durante a dessecacao e inibiu o avanco do progresso do ciclo celular
durante o desenvolvimento da raiz primaria das sementes germinadas de feijao-caupi,
contribuindo para a re-inducao da tolerancia a dessecacao.

O acumulo de sacarose e rafinose sdo mecanismos de resposta de
sementes germinadas de feijdo-caupi ao tratamento em solucédo de polietilenoglicol, que

estdo relacionados com re-indugéo da tolerancia & dessecacao.
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Apéndice 1- Médias e desvio padrae)(para porcentagem de re-inducdo de tolerancia a
dessecacdo em sementes germinaddsi@®-caupicom comprimento de 1, 2, 3 e 4 mm de
raiz primaria, embebidas em solugcédo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7
MPa, por 24, 48 e 72 horas, a temperatura de 10°C.

Comprimento de raiz primaria

Tratamento 1mm z 2mm z 3mm o 4mm o Médias

Test 88,0 Aa 3,27 43,0Bb 3,8 27,0Bc 3,83 5,0Bd 2 40,75 b
24h 84,0 Aa 8,64 75,0Aa 6 53,0Ab 7,57 240Ac 5,66 59,00a
48h 83,0 Aa 6,83 78,0Aa 952 570Ab 154 8,0Bbc 3,27 56,50 a
72h 76,0 Aa 3,27 450Bb 144 5,0Cc 3,27 4,0Bc 0 32,50 ¢
Médias 82,75 A 60,25 B 35,50 C 10,25 D

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na coluna, e letras mindsculas iguais na linha néao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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Apéndice 2 - Médias e desvio padrae)(para o indice mitotico (IM) em sementes
germinadas de feijao-caugiom raiz primaria nos comprimentos de 1, 2, 3 e 4 mm,
embebidas em solucédo de polietilenoglicol 6000 com potencial hidrico de -1,7 MPa, por 24
horas, a temperatura de 10°C.

Comprimento de raiz primaria

Tratamento 1 mm o 2mm X 3 mm > 4mm o Média
Sem PEG 405c +0,45 580b +0,90 6,20ab +0,63 7,70a +1,18 5,93a
ComPEG 4,70b +0,84 6,00b +0,51 6,10b +0,68 850a +0,80 6,32a

Média 4,37 C 5,90 B 6,15 B 8,10 A
Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.b




