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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse osmotico induzido por
manitol, em sementes de Sophora tomentosa L. na presenca e auséncia de luz, com o intuito
de averiguar a interferéncia do estresse na germinacao das sementes. Trata-se de uma especie
leguminosa arbustiva, tipica de dunas moveis e semifixas, conhecida popularmente como
feijdo-da-praia, feijdo-bravo, cambui-da-restinga, s6fora e comandaiba. As sementes foram
escarificadas mecanicamente com o uso de lixa n® 80 para superagdo da dorméncia
tegumentar, e acomodadas em camara de germinacdo a temperatura constante de 25°C, em
presenca (fotoperiodo de 12 horas) e auséncia de luz. Utilizou-se dois métodos experimentais
para a germinacdo das sementes: 1) uso de placas de petri e papel germitest e 2) uso de caixas
gerbox e areia lavada estéril. Em funcéo da elevada contaminagdo por fungos observada no
método 1, este foi descartado, sendo adotado somente 0 meétodo 2 nos proximos
experimentos. Apos a etapa de desinfestacdo das sementes com hipoclorito, as mesmas foram
submetidas aos seguintes potenciais osmoticos: controle, TO (0,0); T2 (-1,2); T3 (-2,4); T3 (-
3,7) e T4 (-4,9) Mpa e foram realizadas as analises de: teste de germinacéo, extravasamento
de eletrdlitos, teores de acgucares redutores e testes histoquimicos para marcacdo de amido,
lipideos, compostos de parede celular e compostos fendlicos. Os resultados obtidos
evidenciaram um padrdo de resposta inversamente proporcional entre a porcentagem de
germinacao e os teores de agUcares redutores. As analises histoquimicas indicaram a presenca
de compostos fenolicos em areas especificas e um espessamento da parede celular no
potencial osmético de -3,7 Mpa, sugerindo uma possivel adaptacdo ao estresse osmético
imposto. Considerando-se a boa taxa de germinacdo e os demais resultados observados nos
menores potenciais osmdticos concluiu-se que as sementes de Sophora tomentosa L
apresentaram tolerancia ao estresse a que foram submetidas.

Palavras-chave: Estresse osmdtico, acUcares redutores, extravasamento de eletrélitos,
restinga.



ABSTRACT

This following work aimed to assess the effect of induced osmotic stress on the Sophora
tomentosa L seeds germination in the presence and absence of light. It is shrubby legumes
specie, fixed dunes and semi fixed typical, popularly known as feijdo-da-praia (bech beans),
feijdo-bravo (angry beans), cambui-da-restinga, sofora e comandaiba. The seeds were
mechanically scarified using sandpaper number 80 for break integumentary numbness
dormancy, and accommodated in germination chamber with 25° C constantly temperature, in
presence (twelve hours photoperiod) and absence of light. Were two experimental methods
for seeds germination: 1) were used of Petri dish and germitest paper. 2) The use of
polyethylene boxes (gerbox) and sterile washed sand. Because of the high of fungi
contamination observed in method number one, this was discarded; therefore, only method
number two was implanted. After the stage of seeds disinfestation, with hypochlorite, the
same has been submitted for following experiments osmotic potentials: control, TO (0,0); T2
(-1,2); T3 (-2,4); T3 (-3,7) e T4 (-4,9) Mpa, and the realized the analyses were germination
percentage, electrolytes leakage, reducers sugars and histochemical tests marking for starch
and lipids, cell wall and phenolic compounds. The results has a pattern of answer with
inversely proportion between germination percent and reducers sugars. The histochemical
analyses indicated of the phenolic compound presence in specific areas and cell wall
thickening on osmotic potential of -3,7 Mpa, which suggest a possible adaptation for the
forced osmotic stress. Considering good germination tax and the smaller osmotic potentials
results obtained, it can be conclude that Sophora tomentosa L. has demonstrated tolerance to
the stress which it was submitted.

Key-words: osmotic stress, reducers sugars, electrolytes leakage, restinga.
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1. INTRODUCAO

O historico de ocupagdo humana no bioma Mata Atlantica deixou uma heranca de
destruicdo drastica de seus ecossistemas e uma intangivel perda de biodiversidade e
fertilidade dos solos. Sua area de abrangéncia no Brasil estd na faixa litoranea, que se estende
do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, onde foram desenvolvidos os principais ciclos
econdmicos que moveram a economia do Pais. Tal fato contribuiu para que hoje estejam
inseridos nestas areas os grandes centros urbanos e uma maior densidade demografica.

Dentre as formacgbes mais perturbadas deste bioma, destaca-se a restinga, que
continuamente sofre com as pressdes da especulacdo imobiliaria e da extracdo de areia.
Atualmente s&o raras as areas que possuem suas caracteristicas naturais preservadas, e poucas
sdo as resguardadas por unidades de conservagdo, embora sejam areas protegidas por lei.

Despertada a necessidade emergencial de recuperacdo das areas costeiras, € clara a
importancia do estudo de espécies como a Sophora tomentosa L, recomendada por Duarte
(2004) para o enriquecimento e reabilitacdo de areas degradadas de restingas.

A Sophora tomentosa L. (Fabacea-Faboideae), é considerada uma espécie tipica de
dunas moveis e semifixas e € conhecida popularmente como feijdo-de-praia, feijao-bravo,
cambui-da-restinga, s6fora e comandaiba. Tal espécie € frequentemente observada ao longo
da costa brasileira e na maioria das vezes, encontrada formando moitas que oferecem boa
cobertura para o solo. A germinacdo de sementes em solos com baixo potencial hidrico
depende da habilidade de cada espécie. Sementes de S. tomentosa costumam apresentar certa
tolerancia a salinidade do substrato e ao soterramento por areia.

Devido a importancia destacada da espécie em se adaptar e auxiliar na recuperacao
dos ambientes costeiros despertou-se a curiosidade de compreender melhor os processos
fisioldgicos e quimicos responsaveis por tais habilidades. Deste modo, o presente trabalho
visa avaliar os efeitos do estresse osmatico induzido por manitol na germinagdo de sementes
de Sophora tomentosa L. em presenca e auséncia de luz.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica é a segunda floresta tropical com maior biodiversidade do mundo,
considerada um dos ecossistemas mais ameacados do planeta, por esse motivo, incluido na
lista dos hotspots mundiais. Embora tenha sido em grande parte destruida, ela ainda abriga
mais de 8.000 espécies endémicas de plantas vasculares, anfibios, répteis, aves e mamiferos
(Myers et al., 2000). A biodiversidade da Mata Atlantica brasileira é resultado de um conjunto
de fitofisionomias que propiciam uma significativa diversidade de ambientes, proporcionando
condicBes adequadas para a evolugdo de um complexo bidtico de natureza vegetal e animal
altamente rico (MMA, 2010).

Altamente heterogéneo em sua composic¢do, 0 bioma Mata Atlantica cobre um amplo
rol de zonas climaticas e formacgdes vegetacionais, que vai de tropicais a subtropicais. A
elevacdo vai do nivel do mar até 2.900 m, com mudancas abruptas no tipo e profundidade dos
solos e na temperatura média do ar (Mantovani, 2003).

Dentre os principais fatores responsaveis pelo desmatamento do bioma em questéo,
estdo o desenvolvimento da pecuaria e a expansao das fronteiras agricolas. O uso predatério
da terra e de seus recursos florestais acarretou prejuizos irreparaveis, colocando em risco a
sustentabilidade econémica, social e ambiental (Costa et al., 2014).

Segundo informagbes do MMA (Brasil, 2010), no inicio da colonizacao do territério
brasileiro, a Mata Atlantica recobria aproximadamente 15% do territorio nacional, atualmente,
ocupa somente 1,19% do territério ou 7,91% de sua area original.

Ainda que nos dias atuais exista um maior apelo para a conservacao da Mata Atlantica
e de seus ecossistemas, dados recentes da Fundacdo SOS Mata Atlantica e do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) alertam sobre o crescimento continuo do
desmatamento no bioma. Tal estudo aponta o desmatamento de 23.948 hectares (ha), ou 239
Km2, de remanescentes florestais nos 17 Estados da Mata Atlantica no periodo de 2012 a
2013, um aumento de 9% em relacdo ao periodo anterior (2011-2012), que registrou 21.977
ha (Brasil, 2014)

A denominacdo genérica de Mata Atlantica inclui as areas primitivamente ocupadas
pelas seguintes formacBes vegetais: Florestas Ombrofilas (densas, mistas e abertas), Florestas
Estacionais (semideciduais e deciduais), manguezais, restingas, campos de altitude, brejos
interioranos e encraves florestais do Nordeste (IBGE, 1993).

2.2 O Ecossistema Restinga

E um conjunto de ecossistemas que compreende comunidades vegetais floristicas e
fisionomicamente distintas, situadas em terrenos predominantemente arenosos, de origens
marinha, fluvial, lagunar, eolica ou combinacdes destas, de idade quaternaria, em geral em
solos pouco desenvolvidos. As comunidades vegetais formam um complexo vegetacional
edafico e pioneiro, que depende mais da natureza do solo que do clima, encontrando-se em
praias, cordBes arenosos, dunas e depressdes associadas, planicies e terracos. Em funcdo da
fragilidade dos ecossistemas de restinga, sua vegetacdo exerce papel fundamental para a
estabilizagdo dos sedimentos e para a manutencdo da drenagem natural, bem como para a
preservacao da fauna residente e migratdria (Conama, 1996).

As vegetagdes ocorrentes nas restingas brasileiras variam desde formacdes herbaceas,
passando por formacdes arbustivas, abertas ou fechadas, chegando a florestas cujo dossel



varia em altura, geralmente ndo ultrapassando os 20 m (Conama, 1996). Além disso,
compreende seis formacgdes vegetais diferentes: formacdo halofila, psaméfila reptante, pos-
praia, arbustiva aberta, arbustiva fechada e mata de restinga (Oliveira e Maia, 2005). As
plantas colonizam a areia logo a linha de maré alta, amenizando, no caso de planicies
arenosas, a acdo dos agentes erosivos sobre o ecossistema (Lamégo 1974).

O solo onde ocorre a vegetacao de restinga é tipicamente arenoso, profundo e mavel,
alem de ser pobre em nutrientes e em matéria organica, o que dificulta o desenvolvimento das
plantas. Em certas areas de ocorréncia desse tipo de vegetacdo, em particular, as mais
préximas ao mar, o solo apresenta alta salinidade, aspecto que, ao ser combinado a sua alta
permeabilidade, torna a &gua menos disponivel. (Bresolin, 1979; Waechter, 1985; Hesp, 1991;
Seeliger, 1992; Falkenberg, 1999).

As restingas ocorrem de maneira descontinua ao longo de todo litoral brasileiro, de
4°N a 34°S (Villock, 1987). Essa regido abriga cerca 70% da populacdo nacional, formando
um coplexo urbano-industrial (Marroni e Asmus, 2005). Desta maneira, essas Sdo areas
consideradas de usos multiplos, onde diferentes atividades sdo desenvolvidas envolvendo os
recursos naturais, sendo muitas dessas atividades realizadas de forma predatéria e nada
sustentavel para o ambiente. Os ecossistemas litoraneos tém sido historicamente muito
descaracterizados ou até mesmo totalmente dizimados, ndo somente pela facilidade de acesso,
como também pela sua beleza natural (Fraga et al., 2010). Nas ultimas décadas os impactos
antropicos sobre as restingas se intensificaram, principalmente devido a especulagédo
imobiliéria e a extracdo de areia (Santos e Medeiros, 2003).

Segundo as informacgbes do Atlas dos Remanescentes Florestais da Mata Atlantica,
divulgado 2014 pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) e a Fundagdo SOS
Mata Atlantica a maior supressdo na vegetacdo de restinga (observada ao longo do litoral)
aconteceu em Sao Jodo da Barra (RJ), com 937 hectares, para implantacdo do Superporto do
Agu.

2.3 Sophora tomentosa L.

O género Sophora pertence a subfamilia Faboideae, familia Leguminosae, e inclui
ervas perenes, arbustos e arvores, com aproximadamente 45-50 espécies, largamente
distribuidas principalmente na Eurdsia e América do Norte (Pefia et al., 2000). Espécies
pertencentes a este género podem ser encontradas no chile (S. macrocarpa), Nova Zelandia
(S. prostata, S. microphylla), e litoral de todas as regides tropicais ao redor do mundo (S.
tomentosa). Segundo Bechara (2003), no Brasil a ocorréncia de S. tomentosa vai do Nordeste
até o Sul, sendo a dispersdo das sementes autocdrica e hidrocorica (tanto o fruto inteiro como
as sementes podem flutuar na 4gua do mar).

Popularmente conhecida como feijdo-da-praia, feijdo-bravo, cambui-da-restinga,
sofora e comandaiba, esta espécie € tipicamente encontrada em dunas moveis e semifixas, um
arbusto que pode alcancar trés metros de altura (Weiler Jr, 1998), sendo comumente
observado o agrupamento de varios individuos em moitas (Nogueira, 2003). Possui sistema
radicular bastante desenvolvido alcangado tamanho até trés vezes maior que a parte aérea da
planta (Barros, 1990), e apresentam nodulagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio do
género Rhizobium, visiveis no primeiro més apds a germinagdo das sementes (Oliveira, 2001).
Apresentam inflorescéncia racemosa com flores amarelas vistosas (Weiler Jr, 1998), frutos
moniliformes e sementes globosas (Barroso et al., 1984). E considerada uma espécie de
frutificagdo continua, pois sua producdo de frutos ocorre ao longo do ano com esporadicas
interrupcdes (Zamith e Scarano, 2004). Nogueira e Arruda (2006) relatam que a frutificacdo
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comeca logo apds o inicio do periodo de floracdo e estende-se até o inicio da floracédo
seguinte.

A ocorréncia de dorméncia em Sophora tomentosa L. ainda € um pouco controversa,
sendo observado uma germinacdo de apenas 5,6% em sementes recém coletadas se S.
tomentosa da polinésia francesa e germinacdo acima de 70% em sementes da praia dos
Ingleses e Campeche, em Santa Catarina (Delgado, 2011). Além disso, em conformidade com
Delgado e Paulilo (2011), a época de colheita e o periodo de armazenamento contribuem para
uma maior ou menor porcentagem de germinacgédo das sementes de S. tomentosa.

As espécies que predominam nas regides costeiras denotam certa tolerancia a
salinidade do substrato e ao constante soterramento por areia comumente ocorridos
naturalmente nestas regides. Sophora tomentosa L. considerada uma espécie caracteristica e
exclusiva de dunas moveis e semi-fixas (Bressolin, 1979) é indicada para a restauracdo de
areas degradadas que apresentem altas concentracfes de sais, devido a sua tolerancia (Santos
et al., 2001 e Duarte, 2004).

BT S
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Figura 1: Exemplar de Sophora tomentosa L. - Praia do Campeche, Florianopolis, SC.
(Fonte: http://ecoselvagem.wordpress.com/category/geral/).

e

2.4 Germinacdo de Sementes

Entende-se por germinagdo o processo que inicia com a retomada do crescimento pelo
embrido das sementes, desenvolvendo-se até o ponto em que forma uma nova planta com
plenas condi¢cBes de nutrir-se por si soO, tornando-se independente (Kramer e Kozlowski,
1972).

A germinagdo que se inicia com a absor¢do de agua (embebicédo), é caracterizada por
eventos fisiologicos sequenciais, influenciados por fatores externos como luz, temperatura,
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agua e oxigénio e por fatores internos a semente, como os inibidores e promotores da
germinacdo. O desenvolvimento da semente € um evento bastante complexo, cujos maltiplos
sistemas de regulacao e controle ainda sdo objetos de investigacdo (Cardoso, 2004).

Entende-se como dorméncia a incapacidade de germinagdo de uma semente mesmo
qguando submetida a 6timos niveis de oxigenacdo, umidade e temperatura, podendo ser um
processo fisico, fisioldgico, morfoldgico, morfofisioldgico ou a combinacdo de fisico e
fisioldgico (Baskin e Baskin, 2001).

No contexto fisioldgico a germinacdo esta sob o comando de dois fitorménios:
giberelina e acido abscisico, os quais atuam de forma antagénica (Taiz e Zeiger, 2010), sendo
a presenca da giberelina requerida em pelo menos uma das variadas etapas: ativagdo do
crescimento vegetativo do embrido, enfraquecimento da camada de aleurona que circunda o
embrido e mobilizacdo das reservas do endosperma. Apds a absor¢do de agua, ocorre 0
estimulo para sintese de giberelina no embrido a qual é transportada para a camada de
aleurona e estimula a sintese de enzimas que fardo a degradacdo do amido e consequente
liberacdo de reserva para utilizacdo pelo embrido.

Antagonicamente a giberelina, o acido abscisico (ABA) inibe a germinagdo precoce
das sementes, sendo encontrados elevados niveis deste fitormdnio nos estagios médio e tardio
do desenvolvimento das sementes (Taiz e Zeiger, 2010). A acdo do &cido abscisico na
dorméncia das sementes ocorre na inibicao da sintese das enzimas responsaveis pela hidrélise
das reservas. A dessecacdo que ocorre gradativamente ao longo do desenvolvimento da
semente e comandado pelo &cido abscisico, € um ponto extremamente relevante para que o
embrido tolere os baixos niveis de agua no periodo de pds-dispersdo e retomada do
crescimento (Cardoso, 2004).

De acordo com o critério fisiologico, a germinacdo é completa quando uma parte do
embrido, em geral a radicula, penetra e trespassa os tecidos que o envolvem. Durante o
processo de germinagdo, com o aumento da entrada de dgua por embebicdo, o metabolismo
celular é reativado, tal reativacdo metaboélica provoca uma serie de mudancas fisioldgicas.
Uma das consequéncias € o aumento da taxa respiratoria, associado a necessidade da
utilizacdo das reservas energéticas existentes no endosperma ou nos cotilédones. Entretanto
para que ocorra a embebicdo, é necessario que os tecidos que envolvem o embrido sejam
permeéaveis a agua. (Cardoso, 2004)

Segundo Bewley e Black (1994), o processo de absorcdo de agua pelas sementes
geralmente se distribuem num padréo trifasico, onde na fase | o teor de agua na semente
aumenta rapidamente, na fase Il ocorre uma estabilizacdo que é mantida até o inicio da
germinacdo visivel, quando inicia-se a fase Ill, havendo outro aumento no teor de &gua, em
decorréncia do crescimento do embrido.

2.5 Estresse Osmatico

A salinidade dos solos, fato de ocorréncia mundial, um dos obstaculos mais sérios a
distribuicéo e a produtividade vegetal, estressa as plantas de duas formas: altas concentragoes
de sal nos solos dificultam a absor¢do de agua pelas raizes e altas concentracdes de sal nas
células podem ser toxicas (Munns e Tester, 2008). Esta situagdo fica ainda mais preocupante
considerando-se o cenario global das alteragdes ambientais que sugerem incremento na aridez
e frequéncia de eventos extremos em diversas areas do globo terrestre (IPCC, 2001).

Atualmente, grande parte do conhecimento sobre os mecanismos ibnicos para a
percepcao da salinidade nos vegetais superiores provem de estudos realizados em raizes. As



distintas respostas observadas no crescimento evidenciam uma classificacdo diferenciada dos
vegetais em resposta a salinidade, que é primeiramente evidenciada pelo efeito osmoético do
sal no solo e em seguida pelo efeito toxico do sodio e do cloro nas células.

As solucdes salinas retém agua e, deste modo, reduzem o potencial hidrico, tornando-a
cada vez menos acessivel as plantas (Nasr et al., 2011). Tal evidéncia pode ter um efeito
bastante danoso a germinagdo, uma vez que a reidratacdo das sementes € o primeiro sinal para
ocorréncia do processo. Contudo, o estresse osmatico em condigdes naturais pode atuar de
forma positiva no estabelecimento das espécies, pois provoca um atraso consideravel no
tempo de germinacdo das sementes. Dessa forma, a germinacgéo é distribuida no tempo e no
espaco, aumentando a probabilidade das plantulas encontrarem condi¢cbes ambientais
adequadas ao estabelecimento e desenvolvimento (Bewley e Black, 1994).

Algumas espécies se destacam por apresentarem capacidade de germinar sob
condicdes de estresse hidrico, tal habilidade confere as mesmas vantagens ecoldgicas em
relacdo a outras que sdo sensiveis a seca (Rosa et al., 2005). Cada espécie possui seu teor
critico de agua para que ocorra a germinacdo, além da capacidade especifica de retird-la do
ambiente, determinando assim, o estabelecimento das sementes em determinado local
(Carvalho e Nakagawa, 1988). Em condicGes de laboratério, por conveniéncia, estudos de
germinacdo sdo realizados utilizando-se solucGes aquosas de manitol e PEG 6000 para
simular condicdes padronizadas de estresse hidrico, ja que estes compostos sdo quimicamente
inertes e ndo sdo toxicos (Sharma 1973, Thill et al. 1979).

3. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse osmotico induzido por
manitol, em sementes de Sophora tomentosa L. na presenca e auséncia de luz, com o intuito
de averiguar a interferéncia do estresse na germinagdo das sementes.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Avaliar curva de absorcdo de agua de sementes de Sophora tomentosa L.
escarificadas.

Il.  Mensurar 0 Extravasamento de eletrélitos em sementes de Sophora tomentosa L.
intactas e tratadas com as diferentes concentracdes de Manitol.

[1l.  Mensurar os teores de acucares redutores em sementes de Sophora tomentosa L.
intactas e tratadas com as diferentes concentracdes de Manitol.

IV.  Detectar as marcacdes histoquimicas em sementes de Sophora tomentosa L. intactas e
tratadas com as diferentes concentragdes de Manitol.

5. MATERIAIS E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisiologia Vegetal do

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento Boténica e no Laboratdrio de Biologia Reprodutiva e Conservacéo de Espécies



Arboreas — LACON do departamento de Silvicultura, ambos da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro.

As sementes de Sophora tomentosa L. utilizadas no experimento foram coletadas na
restinga da llha da Marambaia, situada no litoral da Costa Verde, ao Sul do Estado do Rio de
Janeiro, no municipio de Mangaratiba.

As mesmas foram previamente selecionadas, excluindo aquelas que se encontravam
brocadas ou seriamente danificadas. A fim de realizar a superacdo da dorméncia tegumentar
verificada nas sementes, as tais foram escarificadas em lixa de papel N° 80.

Para o0 processo de desinfestacdo externa, as sementes foram expostas durante cinco
minutos a uma solucédo de hipoclorito de sodio a 1% e foram posteriormente lavadas em agua
destilada por mais cinco minutos (Oliveira 2001).

Para a solucdo de manitol foram testadas as concentracdes descritas na Tabela 1. O
potencial osmotico foi obtido através da formula de Van’t Hoff:

Yos = -RTC, onde,
Yos = Potencial osmaético (atm);
R = Constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm);
T = temperatura em graus kelvin (°K™);
C = Concentrac&o em (mol L™?).

Tabela 1: Potencial osmotico dos diferentes tratamentos induzido por Manitol.

Tratamentos Concentracao Potencial osmotico
Manitol (mol.L™) (MPa)*
TO 0 Agua destilada
T1 0,05 -1,2
T2 0,1 2.4
T3 0,15 -3,7
T4 0,2 -4,9

*1 Mpa =10 bar; 1 bar = 0.987 atm.

5. 1- Curva de Absorcéo de Agua

A fim de descrever a curva de absor¢do de agua em sementes de Sophora tomentosa L.
as mesmas foram escarificadas com lixa 80 com o intuito de quebrar a dorméncia tegumentar
e propiciar a entrada da agua. Apds, as sementes foram pesadas, acomodadas em beckers
contendo 40 mL de agua destilada. De uma em uma hora as sementes foram pesadas, até que
0 peso quase ndo apresentasse variacdo. A curva de absorcdo de agua das sementes foi
construida em funcéo do peso e do tempo.



5.2- Testes de Germinacao

Para a avaliacdo da porcentagem de germinacdo das sementes de Sophora tomentosa
L. foram testados dois tipos de substratos e recipientes. Inicialmente foram acomodadas 20
sementes em folha dupla de papel germitest, consistindo de 100 sementes por tratamento, em
cinco repeti¢cOes. Utilizou-se placas de petri como recipiente e o substrato foi umedecido com
10 ml das solucdes de acordo com os tratamentos: TO, T1, T2, T3 e T4.

Para o teste de germinagdo com o substrato areia foram distribuidas 25 sementes por
gerbox, consistindo de 100 sementes por tratamento, em quatro repeticdes. As sementes de S.
tomentosa foram acomodadas nos gerbox, com 200 ml areia lavada estéril, umedecida com 20
ml da solucdo, para 60% da capacidade de retencdo do substrato (RAS, 2009). As caixas de
polietileno tipo gerbox utilizadas no experimento com o substrato areia foram esterilizadas,
colocando-as por vinte minutos em solucdo aquosa de hipoclorito de sédio a 2% e depois
lavadas em &gua destilada durante cinco minutos (Oliveira, 2001). J& no experimento
utilizando germitest, foram utilizadas placas de petri estéreis.

Ambas por fim, foram transferidas para cdmaras de germinacdo com temperatura
constante de 25°C + 2°C, submetidas a fotoperiodo de 12h e a auséncia de luz constante.

Sementes que apresentavam protrusdo de radicula > 2 mm e curvatura geotropica
positiva (Duran e Tortosa, 1985) foram consideradas germinadas. Finalizou-se o experimento
apos trés semanas, quando todas as sementes haviam germinado ou, as remanescentes no
gerbox, encontravam-se deterioradas.

Para deteccdo da normalidade dos dados foi empregado o teste de Lilliefors, seguido
do teste Kruskal-Wallis, para verificar se ha diferenca significativa entre os tratamentos com
as distintas concentracfes de Manitol. Ambos os testes foram empregados através do software
BioEstat.

5. 3- Extracao e quantificacdo de agucares Redutores

Para a determinacdo dos agUcares redutores em sementes de S.tomentosa foram
utilizadas amostras resultantes dos tratamentos com manitol, além de sementes recém
escarificadas e embebidas em &gua durante um tempo minimo de 2 horas.

Para a extracdo dos acUcares redutores, amostras de aproximadamente 0,5 g de massa
fresca (4 sementes), foram maceradas em almofariz com o auxilio de um pistilo, adicionando
a elas 2,5 mL da solucdo extratora de etanol (ETOH) 80%, formando assim uma pasta
uniforme. As amostras prontas foram vertidas em eppendorfs, vortexadas e centrifugadas a
uma rotacdo de 14.000 rpm durante 15 minutos A 4 °C. Os sobrenadantes foram retirados e
vertidos em um novo eppendorf previamente identificados, e a pelicula restante (pellets) nos
eppendorfs adicionou-se 1,0 mL de entanol 80%. Os mesmos foram novamente vortexados e
centrifugados com as mesmas especificagcdes. Os sobrenadantes resultantes foram adicionados
aos provenientes da primeira centrifugacdo. Apos finalizar o processo as amostras foram
acondicionadas em freezer de -20°C para posteriores quantificacbes. A quantificacdo dos
acucares redutores seguiu o protocolo classico descrito por Miller (1959) com adaptacGes
feitas por Martim (2008). Aliquotas de 60 puL do sobrenadante foram retiradas acomodadas
em tubos de eppendorf com adicdo de 40 puL do reagente de DNS (Acido Dinitrosalicilico) e
fervidas em banho-maria a 100°C por sete minutos para que ocorresse a reacdo colorimétrica.
Apbs resfriamento em temperatura ambiente, as amostras foram acondicionadas em uma
placa de 96 pocos e reacdo lida espectrofotométricamente em leitora de microplacas em
comprimento de onda de 540 nm. Foi construida uma curva padrdo com solucdo padrdo de



glicose a 10 mM, e os teores de acglcares redutores das amostras foram calculados pela
equacéo da reta: y = 0,0778 x.

5. 4- Analises Histoquimicas

Para a andlise anatdmica as sementes foram seccionadas utilizando o micrétomo de
Ranvier, coradas em solucdo de azul de astra/safranina (Bukatsch 1972) e montadas entre
lamina e laminula com &gua destilada. Para a detecgdo de diferentes classes de substancias
quimicas e a natureza das paredes celulares foram utilizadas sec¢Ges de material fixado em
alcool 70%, as quais foram tratadas com Sudan 1V (Johansen 1940) para lipideos em geral,
Cloreto ferrico a 10% (Johansen 1940) e dicromato de potassio 10% (Gabe 1968) para
detectar compostos fenolicos; Vermelho de ruténio a 0,02% para substdncias pécticas
(Jensen 1962); Xylidine Ponceau (Cortelazzo; Vidal 1991, Amaral et al.2001) para
deteccdo de proteinas; Lugol para amido (Johansen 1940). Como amostras controle, sec¢es
de material foram observadas antes de serem submetidos a quaisquer reagentes.

5.5- Extravasamento de Eletrolitos

Para deteccdo da porcentagem de extravasamento de eletrolitos, procedeu-se da
seguinte maneira: sementes de Sophora tomentosa L. duras, recém escarificadas e as demais
submetidas aos tratamentos TO, T1, T2, T3 e T4, foram acondicionadas em tubos contendo 25
mL de agua destilada e acomodadas em bancada a temperatura ambiente de aproximadamente
25°C, sendo a condutividade elétrica (L1) verificada 2 horas ap6s com o auxilio de um
condutivimetro marca MS Tecnopon Instrumentacdo. Em seguida, as amostras foram levadas
ao banho-maria com temperatura de 100° C por um periodo de 15 minutos, com posterior
resfriamento em temperatura ambiente e verificacdo da condutividade elétrica (L2). A
porcentagem de extravazamento de eletrolitos foi calculada segundo a formula: EL (%)=
L1/L2 x 100, de acordo com Martim et al. (2009).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quebra da dorméncia tegumentar se fez necessaria para permitir a entrada de agua
nas sementes de Sophora tometosa L., uma vez que sementes duras ficaram embebidas em
agua e ndo apresentaram mudancas visiveis de alteracdo de seu peso. A velocidade de
embebicdo e 0 ganho de peso foram bastante rapidos na fase | como € possivel se observar na
figura 2 e foi descrito por Bewley e Black (1994). Ap6s 9 horas de exposicdo a agua nao foi
constatada nenhuma variacéo significativa no peso das sementes.
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Figura 2: Curva de embebicdo de agua por sementes de Sophora tomentosa
L. (g9/h) recém escarificadas.

Dentre os patdgenos vinculados a sementes, os fungos sdo os agentes causais mais
importantes (Carneiro, 1986), nas sementes de Sophora tomentosa L. 0 dano mais comum
durante os testes de germinacdo foi o ataque por fungos, sendo este agravado nos testes
realizados em placas de petri com papel germitest. Logo na segunda semana de contagem das
sementes submetidas aos tratamentos, foi possivel observar a inviabilidade das amostras, uma
vez que apresentavam total invaséo por fungos, ocasionando descarte total das mesmas. Este
resultado se repetiu sucessivamente ap0s montagem de trés experimentos. Para tanto foi
constatado que o uso de papel germitest e placas de petri ndo sdo uma boa opcdo para a
montagem dos experimentos com sementes de S. tomentosa. A infestacdo por fungos também
foi observada para sementes de Amburana cearensis, testadas por Guedes et al. (2010), na
mesma condi¢do de substrato e de temperatura.

Foi feita uma alteracdo na metodologia, passando-se a adotar o uso de caixas gerbox e
areia lavada e estéril. Mesmo com a ocorréncia de fungos em algumas amostras, foi possivel
observar melhores desenvolvimentos das sementes acomodadas em gerbox contendo areia.

A porcentagem de germinacdo das sementes de S. tomentosa submetidas aos diferentes
potenciais osmoticos induzidos por manitol, podem ser observadas na Figura 3 sementes
colocadas para germinar em auséncia de luz e na Figura 4 para sementes colocadas para
germinar em presenca de luz com fotoperiodo de 12h.
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Figura 3: Mediana, quartis e amplitude de variacdo dos testes de germinacéo
de sementes de Sophora tomentosa L. submetidas aos diferentes potenciais osmoticos
(TO: Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7; T4: -4,9) induzidos por manitol, na
auséncia de luz e temperatura contante de 25°C. Cada tratamento com quatro
repeticdes (25 sementes). Os percentuais de germinagédo encontrados foram: T0O: 85%;
T1: 57%; T2: 58%; T3: 24%; T4: 64%.Nao foi detectada diferenca significativa entre
os tratamento pelo teste Kruskal-Wallis a 5%.

% Germinacdo

TO T1 T2 T3 T4

Figura 4: Mediana, quartis e amplitude de variacdo dos testes de germinacéo
de sementes de Sophora tomentosa L. submetidas aos diferentes potenciais osmaticos
(TO:Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7; T4: -4,9) induzidos por manitol, na presenca
de fotoperiodo de 12h e temperatura contante de 25°C. Cada tratamento com quatro
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repeticdes (25 sementes). Os percentuais de germinacdo encontrados foram: TO: 77%);
T1: 74%; T2: 40%; T3: 69%; T4: 62%. Nao foi detectada diferencga significativa entre
os tratamento pelo teste Kruskal-Wallis a 5%.

Através do teste de Lilliefors foi constatada que a distribuicdo dos dados ndo é normal,
em ambas as condigdes de luminosidade. Deste modo foi utilizado o teste Kruskal-Wallis para
a andlise de variancia dos dados ndo parametricos. Para tanto, os tratamentos TO, T1, T2, T3 e
T4 ndo diferiram entre si, tanto na auséncia de luz como em fotoperiodo de 12h, o que reforca
a habilidade de sementes de Sophora tomentosa L. em se desenvolver sobre solos salinos e
consequentemente em baixa disponibilidade hidrica. Filho et al.(2010) j& havia classificado a
espécie S. tomentosa como arbustiva psaméfila, que sdo caracterizadas por espéecies adaptadas
a solos arenosos e salinos.

Um aspecto relevante observado no estudo foi uma boa porcentagem de germinagéo
das sementes de S. tomentosa nos tratamentos T3 (-3,7) e T4 (-4,9), uma vez que 0s potenciais
osmoticos testados sao inferiores ao comunmente encontrado na dgua do mar, que segundo
Bittencourt et al.(2004) est& préximo de -3,3 MPa.

Plantas enfermeiras sdo aquelas que em condi¢cBes ambientais severas, facilitam o
estabelecimento de individuos sob sua copa, formando um micro-habitat favoravel, que se
diferencia do seu entorno (Bieber e Scultori, 2007). A espécie Sophora tomentosa L. possui
caracteristicas ecoldgicas relevantes, podendo ser considerada uma planta enfermeira na
recuperacdo de &reas costeiras, em solos altamente salinos e com baixa disponibilidade
hidrica, devido a sua capacidade de se desenvolver mesmo em condi¢des de baixos potenciais
osmaoticos.

N&o houve diferenca perceptivel entre a porcentagem de germinacdo das sementes de
Sophora tomentosa L. nas distintas condi¢fes de luminosidade, ou seja, as sementes sao
consideradas fotoblasticas neutras. Tal fato foi notado por Pires et al.(2009) em sementes de
Ternstroemia brasiliensis também encontradas naturalmente em areas de restinga.

Em ambos os testes com diferentes condi¢cdes de luminosidade houve uma maior
porcentagem de germinacdo, 85% na auséncia de luz e 77% na presenca de luz, para as
sementes do tratamento controle (umedecidas com agua destilada, TO), fato ja esperado, uma
vez que 0 manitol causa um severo estresse osmotico, capaz de prejudicar a germinacao.

Um dos primeiros eventos do processo de germinagdo das sementes amilaceas é o
estimulo da sintese de enzimas que vao hidrolisar o amido e disponibilizar actcar para ser
utilizado nas diversas reacbes que vao ocorrer no embrido. Com o intuito de verificar a
disponibilidade de aclcares redutores (glicose + frutose) disponibilizadas nas sementes
submetidas aos diferentes tratamentos e nas distintas condi¢fes, as sementes consideradas
germinadas foram empregadas apara tal quantificacdo. As Figuras 5 e 6 mostram os teores de
acucares redutores obtidos nas sementes provenientes dos distintos tratamentos conduzidas
em auséncia ou presenca de luz, respectivamente.
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Figura 5: Concentracdo de acuUcares redutores em sementes de Sophora
tomentosa L. recém escarificadas e submetidas aos diferentes potenciais osmoticos
(TO: Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7 e T4: -4,9 MPa) induzidos por manitol, em
auséncia de luz e temperatura contante de 25°C.
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Figura 6: Concentracdo de acuUcares redutores em sementes de Sophora
tomentosa L. recém escarificadas e submetidas aos diferentes potenciais osmoticos
(TO: Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7 e T4: -4,9 MPa) induzidos por manitol, em
fotoperiodo de 12h e temperatura contante de 25°C.

Agucares Redutores {mol g-1 MF)

Considerando-se a expressiva quantidade de reacbes bioquimicas, tanto de sintese
quanto de catabolismo que ocorrem durante o0 processo de germinacéo, € evidente que ocorra
um aumento expressivo da respiracdo. A respiracdo é um processo metabdlico constitutivo
que contribui de formas variadas para as fun¢des das células, sendo o ATP, o acido ascorbico
e demais metabolitos utilizados em muitos processos produzidos por essa via (Bartoli et al.
2000). Os resultados obtidos demonstaram um padrdo inversamente proporcional na relacéo
da % de germinacdo e concentracdo de acucares redutores (AR) nas sementes de Sophora
tomentosa L. tratadas com diferentes concentragdes de manitol. Ou seja, 0s tratamentos com
maiores porcentagem de germinacdo apresentaram menores teores de AR, sugerindo que tais
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acucares podem ter sido utilizados para o0 consumo respiratério, uma vez que ambos sdo
substratos iniciais da via respiratoria.

Uma outra explicacdo plausivel para tal fato seria uma menor hidrolise do amido,
disponibilizando assim menores teores de agUcares. Para tanto, sementes dos tratamentos TO e
T3, germinadas em fotoperiodo de 12 horas (com luz), foram submetidas a distintos testes
histoquimicos, em especifico teste do lugol que marca amido. Conforme evidenciado na
Figura 7, as sementes provenientes do tratamento TO aparentam maior disponibilidade de
amido quando comparadas com as sementes do tratamento T3. Ademais, os resultados
observados no tratamento T3 podem ser explicados por uma maior hidrélise do amido, um
composto osmoticamente inativo, e maior disponibilidade de AR, composto osmoticamente
ativo, com o intuito de promover o ajustamento osmético das sementes frente ao estresse a
que foram submetidas.

O espessamento da parede celular pode ser designado como uma possivel estratégia
das células para escapar da condicdo imposta pelo estresse osmotico e evitar a perda de agua.
Semelhante a esse resultado, foi observado espessamento nos vasos Xilematicos em raiz de
plantas de arroz IAC-4440 submetidas ao estresse salino, 0 aumento na espessura do vaso
aumentaria sua resisténcia mecanica quando a planta tem de reduzir o potencial hidrico da
raiz para manter a entrada de 4gua na planta.(Marcondes e Garcia, 2009)

Fazendo-se uma analise comparativa dos tratamentos controle (TO) e -3,7 Mpa (T3)
nota-se um espessamento da parede celular da semente exposta ao tratamento T3 (Figura 8).

Figura 7: Corte anatomlco de sementes de Sophora tomentosa L. submetldas
ao corante Lugol para evidenciac¢do do amido.
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Figura 8: Cortes anatdmicos de sementes de Sophora tomentosa L. corados
com Safrablau a fim de evidenciar a espessura da parede celular resultante dos
tratamentos TO ( controle) e T3(-3,7).

Os testes com marcacdo com cloreto férrico reagem com os fendis presentes nas
células e o safrablau com os compostos pécticos. Através de ambos testes histoquimicos
demonstrados na Figura 9 evidenciou-se nitidamente uma faixa especifica marcada pela
presenca de fendis e pela ocorréncia de desdiferenciacdo celular. E bem provavel que a area
demarcada por tais eventos seja uma consequéncia do processo da escarificagdo mecéanica
empregada para a quebra da dorméncia tegumentar das sementes de Sophora tomentosa L.
este resultado pode ser um indicativo de que a escarificagdo mecéanica feita com lixa pode nédo
ser 0 mais adequado para a quebra da dorméncia das sementes. Entretanto, para que
pudessemos afirmar tal fato, seria necessaria uma comparacdo de distintos métodos utilizados
para a quebra da dorméncia fisica apresentada por esta espécie.

A andlise do corte anatbmico da semente proveniente do tratamento TO e sem adi¢do
de nenhum marcador especifico (Figura 10) demonstra uma gama de espagos Vvazios
localizados entre as células. A presenca destes espacos aerados pode ser explicada pelo fato
de se tratar de uma espécie de dispercdo hidrocdrica, o que facilitaria sua flutuagdo no mar por
conseguir maior acumulo de ar no interior das sementes. Espacos vazios também foram
verificados no endocarpo do fruto de Inga vera, ralacionando-os com a hidrocoria (Silva e
Teixeira, 2007).
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Figura 9: Corte anatbmico proximo a regido escarificada, evidenciando a
presenca de fendis na imagem (A) corada com Cloreto férrico e a desdiferenciacdo
celular na imagem (B) corada com Safrablau.

Figura 10: Corte anatémico da semente de Sophora tomentosa L., na auséncia
de reagentes, a fim de evidenciar os espacos vazios intercelulares.

Com relacdo a varidvel extravasamento de eletrélitos, ndo houve um aumento nem
uma diminuicdo na porcentagem de extravasamentos em relacdo ao aumento dos niveis de
manitol nos tratamentos, o que demonstra que o dano & membrana celular das sementes em
resposta ao estresse osmotico ndo seguiu um padrdo, como €é possivel observar nas figuras 11
e 12. Tal fato pode ser atribuido a falta de padréo na escarificagdo mecénica do tegumento,
uma vez que algumas sementes podem ter sido mais danificadas do que outras durante esse
processo.
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Figura 11: Porcentagem de extravasamento de eletrolitos de sementes de
Sophora tomentosa L. recém escarificada, dura (intacta) e submetidas aos diferentes
potenciais osmoticos (TO: Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7 e T4: -4,9 MPa)
induzidos por manitol, em fotoperiodo de 12h e temperatura contante de 25°C
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Figura 12: Porcentagem de extravasamento de eletrdlitos de sementes de
Sophora tomentosa L. recém escarificada, dura (intacta) e submetidas aos diferentes
potenciais osmoticos (TO: Controle; T1: -1,2; T2: -2,4; T3: -3,7 e T4: -4,9 MPa)
induzidos por manitol, em auséncia de luz e temperatura contante de 25°C

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados podemos concluir que:

e As sementes de Sophora tometosa L. alcangaram bons teores de hidratacdo apos 6
horas de embebicao.

e A conducdo da germinacdo de sementes de Sophora tomentosa L. em areia lavada
estéril e gerbox apresentaram menor infestacao por fungos.
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e Sementes de Sophora tomentosa L. apresentaram boa porcentagem de germinagédo
mesmo em potenciais osmoticos inferiores ao da agua do mar.

e Sementes de Sophora tomentosa L. foram consideradas fotoblasticas neutras, ndo
demonstrando variagdo no percentual de germinagdo em presenca ou auséncia de luz
para as condi¢des experimentais adotadas.

e Foram verificados espacos vazios intercelulares que podem ser associados a dispersdo
hidrocorica das sementes de Sophora tomentosa L.
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