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ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS E CITOLÓGICAS EM RESPOSTA AO ESTRESSE HÍDRICO 

EM EMBRIÕES DE Butia capitata (ARECACEAE) 

 

RESUMO 

 

Butia capitata, popularmente conhecida por coquinho-azedo, é uma palmeira de ocorrência no 
bioma Cerrado. Seus frutos são empregados na fabricação de sucos, sorvetes, licores e 
cerveja, além de fonte de alimento para a fauna nativa. Sua exuberância lhe confere potencial 
para uso em projetos paisagísticos. Por ser uma espécie que tolera a dessecação, pode formar 
bancos de sementes no solo. No entanto, as chuvas irregulares e a ocorrência de queimadas 
no seu hábitat podem submeter as sementes ao estresse hídrico severo, e assim prejudicar 
sua germinação e estabelecimento das plântulas. O ajuste do metabolismo dos embriões aos 
ciclos de hidratação e secagem é crucial para a persistência dos bancos de sementes. O 
objetivo desse trabalho foi avaliar aspectos fisiológicos e citológicos em embriões de B. 
capitata, palmeira adaptada a ambientes semiáridos, sob estresse hídrico induzido 
osmoticamente. A variação da massa, o potencial hídrico, a viabilidade e o vigor dos embriões 
desidratados ou hidratados foram mensurados, após imersão em soluções osmóticas com 
diferentes potenciais hídricos (ψ) (0; -2; -4; -6; -8 e -10 MPa para embriões desidratados e 0; -
0,5; -1; -2; -3 e -4 MPa para embriões hidratados) nos tempos 0, 12, 24 e 36 horas (variação da 
massa e ψ) e no tempo 12 horas (viabilidade e vigor). Com base nos resultados, foram 
selecionados ψ que simularam condição não estressante (0 MPa), estresse hídrico moderado (-
1 e -2 MPa) e estresse hídrico severo (-2 e -4 MPa). Nestas condições, foram avaliados 
indicadores do estresse oxidativo (H2O2,O2

-, MDA e atividade CAT, SOD e APX), 
funcionalidade das membranas (condutividade elétrica e lixiviação de íons K+, Mg2+ e Ca2+) e 
quantificação do ABA. A ultraestrutura de embriões desidratados e embriões hidratados e 
submetidos aos ψ = 0, -1 e -2 MPa foi avaliada. Os embriões desidratados (-8,5 MPa) 
apresentam elevada tolerância ao estresse hídrico, o que está relacionado à abundância de 
reservas lipídicas e proteicas, atividade SOD e alto conteúdo de ABA. Os embriões toleram 
hidratação rápida e a hidratação faz ψ= -0,2 MPa. Embriões hidratados também apresentam 
elevada tolerância ao estresse hídrico, o que está relacionado ao controle do estresse oxidativo 
e aumento do conteúdo de ABA. A perda da viabilidade, sob estresse hídrico severo, ocorre 
associada ao bloqueio da mobilização protéica, perda da funcionalidade das membranas e 
desestruturação celular. A resistência dos embriões ao estresse hídrico favorece a manutenção 
de bancos de sementes de B. capitata em ambientes com clima sazonal do bioma Cerrado.   
 

 

Palavras-chave: Déficit hídrico. Banco de sementes. Palmeiras. Estresse oxidativo. ABA.H2O2. 

MDA. 

 



 
 

 
 

PHYSIOLOGICAL AND CYTOLOGICAL CHANGES IN RESPONSE TO WATER STRESS IN 

EMBRYOS OF Butia capitata (ARECACEAE) 

 

ABSTRACT 

 

Butia capitata, popularly known as coquinho-azedo, is a palm tree that occurs in the Cerrado 

biome. Its fruits are used in the manufacture of juices, ice cream, liqueurs and beer, as well as a 

source of food for the native fauna. Its exuberance gives it potential for use in landscape 

projects. Because it is a species that tolerates desiccation, it can form seed banks in the soil. 

However, irregular rains and the occurrence of fires in their habitat may subject the seeds to 

severe water stress, and thus impair their germination and establishment of the seedlings. 

Adjustment of embryo metabolism to hydration and drying cycles is crucial for the persistence of 

seed banks. The objective of this work was to evaluate physiological and cytological aspects in 

embryos of B. capitata, palm adapted to semi-arid environments, under osmotically induced 

water stress. The variation of the mass, water potential, viability and vigor of dehydrated or 

hydrated embryos were measured after immersion in osmotic solutions with different water 

potentials (ψ) (0; -2; -4; -6; -8 and -10 MPa for dehydrated embryos and 0; -0.5; -1; -2; -3 and -4 

MPa for hydrated embryos) at times 0, 12, 24 and 36 hours (change in mass and ψ) and at time 

12 hours (viability and vigor). Based on the results, ψ that simulated a non-stressing condition (0 

MPa), moderate water stress (-1 and -2 MPa) and severe water stress (-2 and -4 MPa) were 

selected. Under these conditions, oxidative stress (H2O2, O2
-, MDA and CAT, SOD and APX), 

membrane functionality (electrical conductivity and leaching of K+ ions, Mg2+ and Ca2+) and ABA 

quantification were evaluated. The ultrastructure of dehydrated embryos and hydrated embryos 

submitted to ψ = 0, -1 and -2 MPa was evaluated. Dehydrated embryos (-8.5 MPa) present high 

tolerance to water stress, which is related to the abundance of lipid and protein reserves, SOD 

activity and high ABA content. Embryos tolerate rapid hydration and hydration does ψ = -0.2 

MPa. Hydrated embryos also present high tolerance to water stress, which is related to the 

control of oxidative stress and increase of ABA content. Loss of viability, under severe water 

stress, is associated with blockade of protein mobilization, loss of membrane functionality and 

cellular destruction. The resistance of the embryos to water stress favors the maintenance of 

seed banks of B. capitata in environments with a seasonal climate of the Cerrado biome. 

 
 
Keywords: Water deficit. Seed bank. Palm trees. Oxidative stress. ABA. H2O2. MDA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Butia capitata (Mart.) Becc. é uma palmeira endêmica do Cerrado na região central do 

Brasil (norte de Minas Gerais, sudoeste da Bahia e nordeste de Goiás) (LORENZI et al., 2010). 

A espécie apresenta importância econômica, social e ambiental. Seus frutos, obtidos pelo 

extrativismo por comunidades rurais, são empregados na indústria alimentícia na produção de 

sucos, sorvetes e picolés (OLIVEIRA et al., 2013). Portanto, consistem em uma fonte 

suplementar de renda para a população rural. A palmeira, devido a sua exuberância, apresenta 

potencial de uso em projetos paisagísticos e de arborização urbana (MAGALHÃES et al., 

2013). 

Apesar dos potenciais de uso e importância de B. capitata, o extrativismo predatório dos 

seus frutos, o desmatamento de áreas nativas e o pastejo extensivo atrelados à irregularidade 

do regime pluviométrico nas suas áreas de ocorrência natural têm comprometido a 

sobrevivência de populações nativas da espécie (OLIVEIRA et al., 2013).  

Nos últimos anos tem-se evidenciado mudanças climáticas, em virtude da elevação da 

temperatura média do planeta (aquecimento global) (WALTHER et al., 2002). Dentre elas 

destaca-se a irregularidade na distribuição das chuvas, que pode resultar na redução de sua 

frequência e volume e, consequentemente, culminar no prolongamento do período de seca 

(FENG; FU, 2013). Com o prolongamento dos períodos de seca e o uso irracional dos recursos 

naturais é duvidoso o futuro de muitas espécies vegetais em ambos os biomas. 

A formação de banco de sementes no solo propicia a perpetuação da espécie, 

garantindo a disseminação da diversidade genética, no decorrer do tempo. Isso depende de 

características físicas e fisiológicas das sementes e de como elas interagem com os fatores 

abióticos (LONG et al., 2014).  

Quanto à sensibilidade à dessecação, as sementes podem ser classificadas em 

ortodoxas, recalcitrantes e intermediárias. As sementes ortodoxas e intermediárias são 

dispersas com baixo conteúdo de água (HONG; ELLIS; 1996). No entanto, uma vez iniciado o 

processo germinativo e sob estresse hídrico severo a semente pode ter sua viabilidade 

comprometida (BEWLEY; BRADFORD; HILHORST, 2013).  

Estudar o comportamento das sementes de Butia capitata sob condições de estresse 

hídrico, além de agregar conhecimentos botânicos à espécie, pode contribuir na sua 

conservação in situ e aperfeiçoar as práticas de propagação e manejo. 

  



14 

 

 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar aspectos fisiológicos e ultraestruturais de embriões de Butia capitata sob 

estresse hídrico, em sementes desidratadas e hidratadas, induzido osmoticamente. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

Procurou-se responder aos seguintes questionamentos: 

 Quais as respostas fisiológicas e os aspectos citológicos ao estresse hídrico em 

embriões de sementes desidratadas ou hidratadas? 

 Quais os efeitos da hidratação das sementes sobre a fisiologia e ultraestrutura 

dos embriões? 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Germinação  

 

A germinação, na maioria das sementes, se inicia com a embebição e culmina no 

alongamento continuado do eixo embrionário (BEWLEY; BRADFORD; HILHORST, 2013). Para 

que uma semente germine é necessária a presença de níveis adequados de água, oxigênio, 

além de temperatura favorável (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZEGER, 2006).  

As sementes podem ser dispersas no estado de quiescência, quando o fator limitante 

para a germinação for a ausência de condições favoráveis (BEWLEY; BRADFORD; 

HILHORST, 2013). No entanto, nem todas as sementes germinam prontamente, mesmo sob as 

condições favoráveis, devido a fatores intrínsecos. Nesta situação elas são enquadradas como 

dormentes (BASKIN; BASKIN, 2004).   

A dormência é um fenômeno encontrado em muitas sementes de espécies nativas dos 

biomas brasileiros, sobretudo no Cerrado, que favorece a sobrevivência e contribui na 

perpetuação das espécies (CARVALHO et al., 2015). Palmeiras que ocorrem no Cerrado 

tendem a apresentar intensa dormência (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO; OLIVEIRA, 

2018; NEVES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015).  

 

3.2 Germinação de sementes de palmeiras 

 

As sementes de muitas espécies de palmeiras são envolvidas pelo endocarpo rígido, 

formando o pirênio, estrutura que é envolta pelo epicarpo e mesocarpo, os quais, normalmente, 

são consumidos pelos animais (MAGALHÃES et al., 2013). A semente é albuminosa com 

endosperma abundante (Oliveira et al., 2013). Os embriões são lineares e pequenos em 

relação ao tamanho da semente. Na região proximal do embrião encontra-se o pecíolo 

cotiledonar, parte tubular na qual está inserido o eixo embrionário e, na região distal, localiza-

se o haustório funcional, que atua na mobilização de reservas (RIBEIRO; OLIVEIRA; GARCIA, 

2012). O opérculo é uma estrutura presente em sementes de palmeiras, posicionado adjacente 

ao embrião (no ápice do pecíolo cotilenodar) e que contribui na restrição da germinação. 

Quando ocorre a superação da dormência, o opérculo é deslocado e ocorre a protrusão do 

pecíolo cotiledonar através do poro germinativo do endocarpo (CARVALHO et al., 2015; 

MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2018; OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). 

Na literatura, há evidências de que as palmeiras apresentam dormência morfológica, em 

que as sementes são dispersas com embriões subdesenvolvidos, que necessitam de um 

tempo adicional para concluírem o seu desenvolvimento e germinarem, ou ainda dormência 

morfofisiológica, cuja superação exige alterações na fisiologia da semente ou embrião 

(BASKIN; BASKIN, 2014).  

Trabalhos recentes sobre germinação de sementes de palmeiras do Cerrado 

demonstram que a dormência tende a ser fisiológica não-profunda associada à incapacidade 
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do embrião em romper as estruturas adjacentes, ou o opérculo, (CARVALHO et al., 2015; 

MAGALHÃES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; DIAS et al., 2017; MAZZOTTINI-dos-

SANTOS et al., 2018).  

Embora as estruturas das sementes, como o opérculo, limitam a germinação, não 

impedem a absorção de água pelo embrião. Em sementes de Acrocomia aculeata, Rodrigues 

Júnior et al. (2013) verificaram que o tegumento opercular não evita a absorção de água pelo 

embrião, mas a velocidade de embebição é reduzida. No entanto, quando removido, o índice 

de velocidade de germinação e o percentual de germinação aumentam.   

 

3.3 Relações hídricas na germinação 

 

A germinação se inicia com a embebição de água pelas sementes, sendo seu 

metabolismo ativado e as atividades celulares retomadas (BEWLEY; BRADFORD; HILHORST, 

2013).  

O processo de germinação associado à embebição está dividido em três fases: Fase I, 

caracterizada pela rápida absorção de água pela semente; Fase II, na qual o nível de água se 

mantém constante e a Fase III em que a absorção de água é retomada. A embebição é 

ocasionada pela diferença de potencial hídrico entre a semente e o meio (NONOGAKI; 

BASSEL; BEWLEY, 2010).  

Na Fase I, o componente mátrico é o principal responsável pelo baixo potencial hídrico 

celular, o que justifica a rápida absorção de água que ocorre nessa fase. As forças mátricas 

são formadas pela ligação da água às superfícies sólidas, como finos capilares dos 

componentes das paredes celulares, além da superfície de macromoléculas, como proteínas e 

amido. Na Fase II a absorção de água é desacelerada, pois a célula encontra-se 

completamente hidratada.  Nas fases I e II, a semente tolera a desidratação (BEWLEY; 

BRADFORD; HILHORST, 2013; NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).  

Na Fase III uma redução do potencial de pressão celular e a formação de osmólitos pela 

degradação das moléculas de reserva permitem maior influxo de água para a semente. A fase 

III é caracterizada pela conclusão do processo germinativo, estabelecimento da plântula e 

perda da tolerância à desidratação. Esta é a fase mais vulnerável de todo o ciclo de vida da 

planta, pois o estresse hídrico pode inviabilizar o seu estabelecimento (BEWLEY; BRADFORD; 

HILHORST, 2013; NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).   

Flutuações hídricas afetam o estado de dormência do banco de sementes no solo 

(BATTLA; BENECH-ARNOLD, 2006), sobretudo em sementes pouco profundas, 

proporcionando ciclos de dormência e germinação de sementes no decorrer do tempo, o que 

contribui para a perpetuação da espécie. As sementes que se encontram na superfície do solo 

são mais sensíveis aos ciclos de hidratação (DOWNS; CAVERS, 2000).  

Ciclos de desidratação e reidratação das sementes em campo podem aumentar a sua 

taxa de germinação (BASKIN; BASKIN, 1982), longevidade e persistência no banco de 
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sementes, por meio da manutenção da atividade antioxidante, capacidade de autorreparo e, 

portanto, resistência ao estresse (DOWNS; CAVERS, 2000; LONG et al., 2014).  

 

3.4 Alterações citológicas e fisiológicas em resposta ao estresse hídrico 

 

A água é um elemento fundamental para a estrutura e metabolismo celular. Sob déficit 

hídrico, a célula sofre vários danos como a invaginação da parede celular e retração do 

protoplasto, que em condições mais severas pode resultar no colapso dessas estruturas 

(PAMMENTER; BERJAK, 2000).    

Veloso et al. (2016), ao avaliarem o efeito da desidratação das sementes de Mauritia 

flexuosa, relataram a ocorrência de invaginação das paredes celulares, retração da membrana 

plasmática, proliferação do retículo endoplasmático e vacúolos autofágicos, aumento da 

densidade do conteúdo vacuolar que culminaram no colapso do protoplasma.  

O estresse hídrico comumente ocasiona a peroxidação de lipídios. Consequentemente, 

as membranas perdem a sua permeabilidade seletiva, que culmina no extravasamento de íons 

e solutos relevantes no metabolismo celular. Tudo isso pode contribuir para a perda da 

viabilidade e vigor da semente (BAILLY, 2004).  

Outra consequência do estresse oxidativo é a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), tais como o íon superóxido (O2-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), as quais, caso não 

sejam neutralizadas por enzimas removedoras, podem ocasionar danos estruturais 

irreversíveis nos sistemas de membranas celulares (membrana plasmática, mitocôndria, 

tonoplasto e DNA) (GILL; TUTEJA, 2010). Testes de histolocalização do íon superóxido e 

quantificação da concentração de (H2O2) podem auxiliar na compreensão da produção de 

EROs em resposta a atividades metabólicas como germinação e estresse oxidativo (BICALHO; 

SANTOS; GARCIA, 2018; DIAS et al., 2018; ORACZ et al., 2012).  

O ácido abscísico (ABA) é um hormônio vegetal que desempenha várias funções 

fisiológicas, dentre elas o controle da germinação (KUCERA; COHN; LEUBNER-METZGER, 

2005; WEYERS; PATERSON, 2001) e reposta ao estresse (HAUSER; WAADT; SCHROEDER, 

2011). Sob condições de déficit hídrico seus níveis aumentam, desencadeando uma série de 

sinais para regular a resposta do vegetal ao estresse (DAR et al., 2017). Este hormônio é o 

principal mediador de respostas ao estresse hídrico (CAMPALANS et al., 1999).    

 

3.5 Butia capitata (Mart.) Becc. 

 

O coquinho-azedo, [Butia capitata (Mart.) Becc.] também conhecido por butiá-azedo, 

butiá-vinagre, butiá, cabeçudo, guabiroba-do-campo, é uma palmeira brasileira nativa no norte 

de Minas Gerais, sudoeste da Bahia e nordeste de Goiás em cerrados e cerradões, de modo 

geral em solos arenosos (LORENZI et al., 2010). Esta palmeira, pela sua exuberância, pode 

ser empregada em projetos paisagísticos. A polpa dos frutos do coquinho-azedo pode ser 

empregada na produção de sucos, doces, geleias, licores e sorvetes. O extrativismo da 
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espécie proporciona fonte de renda alternativa para populações rurais (MAGALHÃES et al., 

2013). 

B. capitata está sendo ameaçada pelo desmatamento, consumo por bovinos e equinos e 

extrativismo intenso. A retirada excessiva de frutos pode interferir na alimentação da fauna 

nativa, assim como na formação de bancos de sementes que permitem a perpetuação da 

espécie (OLIVEIRA et al., 2013).  
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Resumo 

Nos bancos de sementes embriões de sementes dormentes passam por ciclos de hidratação e 
estão sujeitos ao estresse hídrico (WS) e à hidratação rápida (FH). Avaliou-se aspectos 
fisiológicos e citológicos em embriões da palmeira neotropical Butia capitata, submetidos ao 
WS induzido osmoticamente. O potencial hídrico (ψ), a viabilidade e o vigor de embriões 
desidratados ou hidratados foram determinados, após imersão em soluções osmóticas. Os 
embriões foram submetidos à FH (ψ= 0 MPa), WS moderado (ψ= -1 e -2 MPa) e WS severo 
(ψ= -2 e -4 MPa) e foram avaliados indicadores do estresse oxidativo  (H2O2, O2

-, MDA e 
atividade CAT, SOD e APX), funcionalidade das membranas (condutividade elétrica e lixiviação 
de K+, Mg2+ e Ca2+) e o ABA foi quantificado. A ultraestrutura de embriões desidratados e 
embriões hidratados e submetidos à ψ= 0, -1 e -2 MPa foi avaliada. Os embriões desidratados 
(ψ= -8,5 MPa) apresentam elevada tolerância ao WS, o que está relacionado à abundância de 
reservas lipídicas e proteicas, atividade SOD e alto conteúdo de ABA. Os embriões toleram FH 
e a hidratação faz ψ= -0,2 MPa. Embriões hidratados também apresentam elevada tolerância 
ao WS, o que está relacionado ao controle do estresse oxidativo e aumento do conteúdo de 
ABA. A perda da viabilidade, sob WS severo, ocorre associada ao bloqueio da mobilização 
protéica, perda da funcionalidade das membranas e desestruturação celular. A resistência dos 
embriões ao WS favorece a manutenção de bancos de sementes de B. capitata em ambientes 
com clima sazonal do bioma Cerrado.   
 
 
Palavras-chave: ABA. Déficit hídrico. Estresse oxidativo. H2O2. MDA. Palmeiras. 
 

Introdução 

 

Em ambientes com clima sazonal, muitas espécies vegetais produzem sementes que 

possuem mecanismos de bloqueio da germinação (i.e. sementes dormentes) (Bewley et al., 

2013; Baskin and Baskin, 2014). Estas sementes comumente são enterradas no solo e se 

integram a um componente da população conhecido como banco de sementes (Long et al., 

2014).  Nesta condição, as sementes podem passar por vários ciclos de hidratação (alternância 

entre estados de hidratação e desidratação), até que a dormência seja superada (Bewley et al., 

2013). 

Os ciclos de hidratação são importantes sinalizadores para mecanismos de superação 

da dormência, mas proporcionam condições estressantes e potencialmente fatais às células 

embrionárias (El-Maarouf-Bouteau and Bailly, 2008; Baskin and Baskin, 2014). O estresse 

hídrico (WS) nos bancos de sementes pode decorrer de períodos prolongados de estio e a 

hidratação rápida (FH), como consequência de chuvas intensas. Tanto WS quanto a FH pode 

causar, diretamente, danos às membranas celulares, sendo que o WS é também associado ao 

estresse oxidativo (Bewley et al., 2013). Este processo é resultado do desequilíbrio entre 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a capacidade de remoção e pode acarretar 

danos em membranas, proteínas e DNA (Berjak and Pammenter, 2008; Apel e Hirt, 2004; 

Bailly, 2004). A modulação do estresse oxidativo por mecanismos enzimáticos (atividade de 

SOD, APX, GPX e CAT) e não enzimáticos (vitamina E, flavonóides, entre outros) previne 

danos celulares e permite a utilização das ROS como sinalizadores em diversos processos 

metabólicos (Bailly, 2004). O ABA é um hormônio associado à manutenção da dormência e 

que tem as rotas de síntese e degradação influenciadas pelo estresse oxidativo, podendo, por 
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outro lado, induzir o aumento da eficiência do sistema antioxidante (Ozfidan et al., 2012; Souza 

et al., 2017). O conhecimento sobre a resposta metabólica e ultraestrutural ao WS ainda é 

restrito para espécies tropicais e estudos sobre o tema poderão agregar novos padrões 

àqueles descritos, principalmente para espécies cultivadas (Bewley et al., 2013; Huang and 

Song, 2013). 

Butia capitata (Mart.) Becc. é uma palmeira endêmica do bioma Cerrado (savana 

neotropical) na região central do Brasil, com importância ecológica e econômica e que 

encontra-se ameaçada pelo desmatamento (Magalhães et al., 2013; Oliveira et al., 2013). As 

sementes da espécie apresentam dormência pronunciada e, em banco de sementes, são 

sujeitas à WS, nos longos períodos de estiagem, o que pode ser amplificado pela ocorrência de 

fogo, comum em ambiente de Cerrado (Carvalho et al., 2015; Dias et al., 2017; Mazzottini-dos-

Santos et al., 2018). As sementes de B. capitata apresentam comportamento intermediário 

(entre ortodoxo e recalcitrante) (Dias et al., 2015), um padrão pouco estudado, caracterizado 

pela tolerância à dessecação e intolerância à baixas temperaturas (Marques et al., 2018).  

O objetivo deste estudo foi avaliar aspectos fisiológicos (potencial hídrico, estresse 

oxidativo e funcionalidade das membranas) e ultraestruturais da resposta de embriões de Butia 

capitata ao WS induzido osmoticamente. Procurou-se responder aos seguintes 

questionamentos: Quais as respostas fisiológicas ao WS em embriões desidratados ou 

hidratados? Quais os efeitos da hidratação sobre a fisiologia e ultraestrutura dos embriões? 

Procurou-se também discutir sobre aspectos ecofisiológicos relacionados à tolerância ao WS e 

suas implicações para a manutenção de bancos de sementes da espécie nos ambientes de 

ocorrência.  

 

2. Métodos  

 

2.1. Coleta e armazenamento do material vegetal  

 

Frutos maduros de Butia capitata (caracterizados pela cor amarelada do epicarpo e fácil 

abscisão do cacho) foram coletados em populações naturais nos municípios de Mirabela 

(16°26’64”S; 44°19’34”W) na safra 2017/2018, Bonito de Minas (15°25’59.8”S; 44°41’31.7”W) e 

Itacambira (17°03’54”S; 43°18’32”W) na safra 2018/2019, no norte do estado de Minas Gerais, 

Brasil. Os frutos foram despolpados mecanicamente e os pirênios (sementes envolvidas pelo 

endocarpo lenhoso) foram mantidos em local sombreado e arejado, por até 60 dias, quando os 

experimentos foram realizados. Cada experimento foi realizado com sementes de um mesmo 

lote.  
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2.2.  Relações hídricas 

 

A resposta ao estresse hídrico foi avaliado em sementes desidratadas e sementes 

hidratadas. As sementes desidratadas foram obtidas dos pirênios armazenados a sombra e 

sob temperatura ambiente, entre 30 e 60 dias, após a quebra do endocarpo, com utilização de 

um torno manual. Para a hidratação, sementes isoladas foram imersas em água destilada, por 

72 horas, a 25ºC (Oliveira et al., 2013). O teor de água das sementes desidratadas ou 

hidratadas e de seus embriões (extraídos com auxílio de estiletes) foi determinado pelo método 

da estufa, com comparação entre as massas frescas e secas, após a desidratação em estufa, 

a 105°C, por 24 horas (Brasil, 2009), em cinco repetições de 10 sementes ou embriões. A 

variação do teor de água das sementes e embriões na base seca foi comparada com a 

variação do teor de água das sementes na base fresca. 

O potencial hídrico (ψw) foi determinado nos embriões obtidos de sementes desidratadas 

e sementes hidratadas. Os embriões foram imersos em soluções de polietileno glicol 6000 

(PEG 6000) (agentes osmóticos inertes, atóxicos e que não penetram nas membranas 

celulares; Michel e Kaufman, 1973). Nós procuramos simular condições estressantes que 

afetem a capacidade hídrica dos embriões, definida aqui como a capacidade de absorver ou 

reter água. Como embriões desidratados apresentam menores ψw, potenciais mais negativos 

foram aplicados a eles, em relação aos embriões hidratados. Assim, os tratamentos 

corresponderam às concentrações de PEG 6000 que proporcionaram ψw= 0, -2, -4, -6, -8 e -10 

MPa (aplicados à embriões desidratados); ψw= 0, -0,5, -1, -2, -3 e -4 MPa (aplicados à embriões 

hidratados). Testes preliminares indicaram que os ψw mais negativos utilizados alteraram a 

capacidade hídrica (capacidade dos embriões desidratados absorverem água e capacidade 

dos embriões hidratados reterem água), entre 1,5 e 2 vezes, em relação ao ψw= 0, obtido com 

água destilada. As concentrações de PEG 6000 foram calculadas utilizando equação de Michel 

e Kaufmann (1973), considerando-se 25 °C, como temperatura de referência. A massa fresca 

dos embriões foi determinada na condição inicial e após 12, 24 e 36 horas de imersão na 

solução osmótica, em cinco repetições de dez embriões, sendo calculada a variação da massa. 

O ψw foi calculado para cada tempo de imersão, a partir do ajuste de equações quadráticas, 

considerando-se que ψembryo= ψsolution, quando o fluxo de água é zero. A viabilidade e o vigor 

dos embriões desidratados e hidratados, submetidos aos diferentes ψw, por 12h, foram 

avaliados pelo teste de tetrazólio, seguindo critérios estabelecidos por Ribeiro et al. (2010).  

Para a realização das avaliações fisiológicas apresentadas a seguir, a partir da avaliação 

da variação da massa dos embriões e da viabilidade e vigor, foram selecionados ψw=0 e ψw 

que simularam, estresse moderado (redução da capacidade hídrica, manutenção da viabilidade 

e redução do vigor) e estresse severo (perda da viabilidade em mais de 60% dos embriões). 

Os ψw que proporcionaram estresses hídricos moderados e severos foram, respectivamente, -2 

e -4 MPa, para embriões desidratados e -1 e -2 MPa para embriões hidratados. 
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2.3. Histolocalização do íon superóxido (O2
-) 

 

A histolocalização de O2- no apoplasto foi realizada de acordo com Oracz et al. (2012) 

com modificações (Bicalho et al. 2018). Vinte embriões de cada tratamento foram imersos em 

500 µL de nitroblue tetrazolium (1 mM) em tampão Tris-HCl (10mM, pH 7.0) e mantidos em 

temperatura ambiente por 10 minutos. Os embriões foram lavados três vezes em tampão Tris-

HCl (10 mM, pH 7.0) e o registro de imagens foi obtido em estereomicroscópio acoplado à 

câmera digital.. 

 

2.4. Quantificação de peróxido de hidrogênio (H2O2)  

 

Quatro repetições de 30 mg de embriões de cada tratamento foram maceradas em 

nitrogênio líquido.  Em tubos Eppendorf de 2 mL foram adicionadas 0,1% de TCA (m/v). O 

extrato vegetal foi homogeneizado em vortex por 1 minuto, e centrifugado a 10000 x g, durante 

15 minuto, a 4ºC. Uma alíquota de 250 μl do sobrenadante foi extraída e adicionada a 250 μl 

de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) e 1000 μl de iodeto de potássio 1 M. Os tubos 

com a solução foram colocados no gelo sob ausência de luz por uma hora. As amostras 

permaneceram no escuro sob temperatura ambiente durante 20 min, para que a estabilização 

da reação. As amostras foram analisadas em espectrofotômetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, 

Japan) a 390 nm e a quantidade de H2O2 foi expressa em μmol g-1 de massa seca, baseado em 

curva padrão de H2O2 pré-estabelecida (Alexieva et al., 2001). 

 

2.5.  Avaliação da atividade de enzimas do sistema antioxidante 

 

O extrato vegetal foi obtido após a maceração quatro repetições de 20 mg embriões de 

cada tratamento em nitrogênio líquido. As amostras foram homogeneizadas em PVPP (10% 

m/v), 500 µL de tampão fosfato de sódio (50 mM, pH 6,8), 10 µL de EDTA (100 µM) e 490 µL 

de água deionizada, em vortex, por 1 minuto. Os extratos foram centrifugados a 10000 x g, a 

4ºC, por 15 minutos. A atividade CAT, APX e SOD foi determinada em 100 µL do 

sobrenadante. A atividade SOD foi determinada adicionando-se o extrato a uma solução 

fosfato de potássio (50 mM pH 7,8). Os tubos foram iluminados em câmaras compostas por 

tubos fluorescentes (15 W) a 25 °C. Decorridos 10 minutos de incubação, o término da 

atividade foi determinado pela interrupção da luz. Reações controle foram mantidas no escuro, 

por 10 minutos. O composto azul de formazana foi analisado em espectrofotômetro (UV-1800, 
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Shimadzu, Tokyo, Japan) a 575 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para inibir 50 % da fotorredução do NBT. Os resultados foram 

demonstrados em U min-1 mg-1 proteína (Giannopolitis e Ries, 1977).  Para a determinação da 

atividade CAT adicionou-se o extrato ao tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 7,0), acrescido 

no momento da análise H2O2 recém preparado (12,5 mM). A análise foi realizada em 

espectrofotômetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japan) a 240 nm, por 1 minutos. A atividade 

CAT foi estimada, usando o coeficiente de extinção molar (ɛ) igual a 39,4 mM-1 cm-1 (Cakmak e 

Horst, 1991) e os resultados foram expressos em mmol de H2O2 minuto-1 mg-1 proteína. A 

atividade APX foi determinada pela adição do extrato ao tampão fosfato de potássio (50 mM, 

pH 6,8) e no momento da análise ascorbato (0,25 mM) e H2O2 (1,0 mM). A taxa de oxidação do 

ácido ascórbico foi acompanhada por 1 minutos, registrando os valores de absorbância a 290 

nm a cada 10 segundos em espectrofotômetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japão). A 

atividade APX foi determinada utilizando ɛ igual a 2,8 mM-1 cm-1 e os resultados foram 

expressos em µmol de ascorbato minuto-1 mg-1 proteína (Nakano e Asada, 1981). 

 

2.6. Quantificação de malondialdeído (MDA) 

 

Quatro repetições de 30 mg de embriões de cada tratamento foram maceradas em 

nitrogênio líquido e foi adicionado ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). Após 

homogeneização em vortex por 1 minuto, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm 

durante 15 min. Retirou-se uma alíquota de 1 ml do sobrenadante no qual adicionou-se uma 

alíquota de 3 mL de solução de ácido tio barbitúrico 0,5% (m/v) (preparado em TCA 20%). A 

solução permaneceu por 60 min a 95ºC e, em seguida, foi resfriada no gelo por 10 min. As 

amostras foram analisadas em espectrofotômetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japan) em 

comprimentos de onda de 532 e 660 nm. Interferentes foram eliminados pela subtração dos 

valores (532-660) e a quantidade de MDA foi expressa em nmol g-1 de massa seca (Health e 

Packer, 1968, adaptado).  

 

2.7. Quantificação de ABA 

 

O ABA foi quantificado por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). As 

amostras foram obtidas pela maceração de quatro repetições de 100 mg de embriões de cada 

tratamento em nitrogênio líquido, em tubo eppendorf de 2 ml. Em cada amostra foi adicionado 

1 ml de solvente extrator (metanol: isopropanol e ácido acético nas proporções de 20:79:1 

respectivamente). A solução foi submetida ao vortex, por 1 minuto, banho ultrassom (Quimis, 

0335D, Diadema, Brasil), por 30 minutos (temperatura da água de 4-7°C) e novamente ao 

vortex por 1 minuto. A solução obtida foi centrifugada por 15 minutos, sob temperatura de 4 °C, 

a 10000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e ao precipitado foram adicionados 0,5 mL do 
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solvente extrator e o procedimento de extração foi repetido mais duas vezes. O sobrenadante 

recolhido de cada repetição das extrações foi misturado e, em seguida, secado com nitrogênio 

gasoso. Adicionou-se 500 μl de metanol absoluto ao extrato seco, e foi realizada a filtração em 

filtro com 0,22 μm de porosidade. O filtrado foi injetado na cuba cromatográfica nas seguintes 

condições: 20 μl da amostra em sistema de HPLC acoplado com detector de arranjo de diodos 

(1290 Infinity, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), fluxo de 0,8 ml/minuto, 

temperatura da coluna 30 °C e fase móvel metanol (Müller e Munné-Bosch, 2011, adaptado). 

Os resultados foram expressos em ng ABA g-1 de massa seca. 

 

2.8. Estimativa da integridade das membranas – lixiviação de solutos 

 

Quatro repetições de 20 embriões de cada tratamento tiveram a massa determinada e 

foram imersos em água ultrapura durante 4 horas e mantidos em câmara de germinação, a 30º 

C. A leitura de condutividade elétrica foi realizada utilizando condutivímetro de bancada (AKSO, 

AK83, São Leopoldo, Brasil). A quantificação dos íons K+, Mg2+ e Ca2+ na solução foi realizada 

por meio de espectrofotômetro de absorção atômica (Varian, AA 240, Santa Clara, Estados 

Unidos), segundo metodologia adaptada de Gomes-Copeland et al. (2012). Os resultados 

foram expressos com base na massa seca. 

 

2.9. Avaliações ultraestruturais e citoquímicas 

 

Para as análises de microscopia eletrônica de transmissão, pecíolos cotiledonares de B. 

capitata de embriões desidratados (controle) e embriões hidratados submetidos aos potenciais 

0, -1 e -2 MPa foram fragmentados com auxílio de lâmina de barbear. As amostras foram 

fixadas em solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1%, 

em tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 (Roland 1978).  As secções ultrafinas foram contrastadas com 

acetato de uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em 

microscópio eletrônico de transmissão (Philips/FEI Company, Eindhoven, Netherlands) a 80 kV.  

Para identificação das reservas embrionárias, amostras adicionais dos mesmos materiais 

utilizados para as avaliações ultraestruturais foram fixadas em solução de Karnovsky 

(Karnovsky, 1965), desidratadas em série etílica e incluídas em (2-hidroxietil)-metacrilato 

Leica® (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). Secções longitudinais de 5 µm foram 

obtidas com auxílio de micrótomo rotativo (Atago, Tokyo, Japan) e coradas com Xylidine-

Ponceau (Vidal, 1970) para proteínas, ácido periódico e reagente Schiff - PAS (Feder e 

O’Brien, 1968), para polissacarídeos neutros e Sudan black em glicerina (10%) (Johansen, 

1940, modificado) para lipídeos. 
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2.10. Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias, quando 

significativas, foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados referentes 

à lixiviação de Mg foram transformados em arcsen (x/100)-2 para as comparações.   

 

3. Resultados 

 

3.1. Relações Hídricas 

 

As sementes desidratadas de B. capitata e seus embriões apresentaram, na condição 

inicial, teores de água de 5,4 e 9,9% (base fresca), respectivamente. A imersão das sementes 

em água destilada, por 72 horas, elevou os teores para 25,6% nas sementes e 64,8% nos 

embriões.  As massas secas dos embriões hidratados ou desidratados não diferiram entre si 

(Fig. 1A). A hidratação aumentou os teores de água (base seca) das sementes e de seus 

embriões 5,6 e 17,7 vezes, respectivamente (Fig. 1 B).  

 

 

Figura 1 – Massa seca de embriões (A) e teor de água em base seca de sementes e embriões 

(B) de Butia capitata nas condições desidratada (sementes com teor de água de 

5,4% em base fresca) ou hidratada (sementes com teor de água de 25,6% em base 

fresca). Letras distintas indicam que os tratamentos diferiram entre si (teste Tukey, 

p < 0.05). As barras representam o erro padrão da média  

 

Nos embriões desidratados (0,11 gH2O g-1 DM) houve incremento de aproximadamente 

duas vezes no teor de água quando os mesmos foram submetidos à ψ= 0 MPa (Fig. 2). O 

aumento do teor de água também ocorreu nos demais tratamentos nas primeiras 12 horas, 

com intensidade influenciada pelo ψ da solução. No tempo de 24 horas, apenas sob ψ= -10 
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MPa houve diminuição do teor de água, o que ocorreu às 36 horas sob ψ= -8 e ψ= -10 MPa. 

No caso dos embriões hidratados (1,84 gH2O g-1 DM), apenas ψ= 0 MPa proporcionou aumento 

do teor de água. Sob os demais tratamentos, a intensidade da redução do teor de água foi 

mais intensa conforme diminuiu o ψ.  

 

 

Figura 2 – Variação do teor de água dos embriões (mg H2O mg-1 MS) e do ψ (MPa) de 

embriões de Butia capitata desidratados (0,11 g H2O g-1 MS) ou hidratados (1,84 g 

H2O g-1 MS), submetidos à imersão em soluções com diferentes potenciais hídricos, 

ao longo de 36h. Os números à frente das curvas indicam os ψ (MPa) utilizados 

como tratamentos. Os valores dentro dos quadros cinzas indicam os ψ nos 

respectivos tempos.  Em vermelho estão indicadas as reduções na capacidade 

hídrica (capacidade de absorver ou reter água) nos tratamentos que foram 

selecionados para as avaliações fisiológicas e ultraestruturais 

 

Tanto para embriões desidratados ou hidratados, os ψ testados proporcionaram variação 

de aproximadamente duas vezes na capacidade hídrica (definida aqui como a capacidade de 

absorver ou reter água) (Fig. 2).  O ψ dos embriões desidratados aumentou 26%, entre 12 e 36 

horas de imersão nas soluções, com média de -8,5 MPa. A hidratação promoveu aumento de 

98% no ψ dos embriões, o qual se estabilizou em -0,2 MPa, após 24 horas.  
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3.2. Viabilidade e vigor 

 

Na condição inicial, a viabilidade dos embriões desidratados ou hidratados era, 

respectivamente, 80 e 95%, e não foi afetada significativamente pela imersão em água 

destilada (ψ= 0 MPa), por 12 horas. A viabilidade declinou à medida que ψ mais negativos que 

-2 e -1 MPa foram utilizados, respectivamente, em embriões desidratados ou hidratados (Fig. 

3A).  

 
 
Figura 3 – Percentuais de embriões de Butia capitata viáveis (A) e vigorosos (B) submetidos, 

nas condições desidratada (0,11 g H2O g-1 MS) ou hidratada (1,84 g H2O g-1 MS), 

submetidos a diferentes ψ, durante 12 h, avaliados pelo teste de tetrazólio. Letras 

distintas indicam que os tratamentos diferiram entre si (teste Tukey, p< 0,05). As 

barras representam o erro padrão da média  

 

Embriões hidratados apresentaram maior vigor, em relação aos desidratados, quando os 

mesmos foram submetidos à ψ= 0 MPa (Fig. 3B). Este fato está relacionado à maior atividade 

metabólica presente nos embriões hidratados, considerando-se que teste de tetrazólio avalia a 

atividade respiratória. Observou-se que ψ= -1 MPa reduziu o vigor dos embriões hidratados, 

sendo que embriões vigorosos não foram identificados quando ψ ≤ -2 MPa foram utilizados em 

embriões nas duas condições.  

Para a realização das avaliações descritas nas próximas seções, além da condição 

inicial (controle) e de ψ= 0 MPa, foram considerados como tratamentos ψ que proporcionaram 
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estresses moderados e severos em embriões desidratados ou hidratados. Para embriões 

desidratados, considerou-se que ψ= -2 MPa, induziu estresse moderado, uma vez que ele 

reduziu a capacidade hídrica (capacidade de absorver ou reter água) em 1,2 mg H2O mg-1 DM 

(Fig. 2), não reduziu significativamente a viabilidade e eliminou o vigor dos embriões (Fig. 3A-

B); ψ= -4 MPa foi considerado indutor de estresse severo, por reduzir a capacidade hídrica em 

1,7 mg H2O mg-1 DM (Fig. 2) e reduzir em 75% a viabilidade dos embriões (Fig. 3A). Para 

embriões hidratados, ψ= -1 MPa foi considerado indutor de estresse moderado, uma vez que 

ele reduziu a capacidade hídrica em 0,6 mg H2O mg-1 DM (Fig. 2), não reduziu a viabilidade e 

diminuiu em 54% o vigor dos embriões (Fig. 3A-B); ψ= -2 MPa foi considerado indutor de 

estresse severo, por reduzir a capacidade hídrica em 1,4 mg H2O mg-1 DM (Fig. 2), reduzir em 

mais de 60% a viabilidade dos embriões e eliminar o seu vigor (Fig. 3A-B). Além disto, o efeito 

da hidratação rápida pôde ser avaliada, pela comparação do efeito da exposição dos embriões 

desidratados diretamente em água destilada (ψ= 0 MPa), enquanto que o efeito da hidratação 

lenta foi avaliado pela comparação entre as condições iniciais (controles), nas condições 

desidratada e hidratada, uma vez que neste caso, a hidratação foi realizada ao longo de 72 

horas e com os embriões inseridos nas sementes.    

 

3.3. Histolocalização de O2
- e quantificação de H2O2 

 

Os embriões de B. capitata apresentam duas regiões morfologicamente distintas: o 

pecíolo cotiledonar, a qual abriga o eixo embrionário e tem papel determinante na germinação 

e o haustório, região responsável pela mobilização de reservas endospérmicas (Fig. 4) 

(Oliveira et al., 2013; Dias et al., 2017).  

 

 

Figura 4 – Imagens de embriões de Butia capitata submetidos à diferentes ψ nas condições 

hidratada (0,11 g H2O g-1 MS) ou hidratada (1,84 g H2O g-1 MS), corados com NBT 

para a histolocalização de O2
- (identificado pela cor púrpura). As linhas em 

vermelho indicam as comparações relacionadas aos processos avaliados. pc: 

pecíolo cotiledonar; ha: hautório 
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Em geral, a produção de O2
- foi expressivamente maior nos embriões hidratados, em 

relação aos desidratados. Nos embriões desidratados, na condição inicial, foi identificado O2
- 

acumulado no ápice do pecíolo cotiledonar e em todo o haustório. A hidratação rápida levou à 

expressiva remoção de O2
- em todo o embrião, enquanto que a hidratação lenta ocasionou 

intensificação da produção do íon nas mesmas regiões em que o mesmo foi observado na 

condição inicial. Nos embriões desidratados, o estresse moderado (ψ= -2 MPa) ocasionou 

produção de O2
- especialmente no pecíolo cotiledonar, o que ocorreu, no caso do estresse 

severo (ψ= -4 MPa) no ápice do pecíolo cotiledonar e em todo o haustório. Nos embriões 

hidratados, tanto a exposição à ψ= 0, quanto o estresse moderado (ψ= -1 MPa), levaram a 

remoção de O2
- no pecíolo cotiledonar e intensa produção do íon no haustório. Sob estresse 

severo (ψ= -2 MPa), houve redução da produção de O2
-, num padrão semelhante ao observado 

para os embriões desidratados sob o mesmo nível de estresse.  

A concentração de H2O2 não foi afetada pela hidratação rápida ou lenta (Fig 5A). Nos 

embriões desidratados os estresses moderados e severos não afetaram a concentração de 

H2O2, a qual teve expressivo aumento, no caso dos embriões hidratados, apenas sob estresse 

moderado.  
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Figura 5 – Concentração de H2O2 (A), atividade de SOD (B) e concentração de MDA (C) em 

embriões de Butia capitata submetidos a diferentes ψ nas condições hidratada (0,11 

g H2O g-1 MS) ou hidratada (1,84 g H2O g-1 MS). As linhas em vermelho indicam as 

comparações relacionadas aos processos avaliados, sendo, hr: hidratação rápida; 

hl: hidratação lenta; es: estresse hídrico. Letras distintas indicam que os 

tratamentos diferiram entre si (teste Tukey, p<0.05). As barras representam o erro 

padrão da média.  

 

3.3. Atividades de enzimas do sistema antioxidante e quantificação de MDA 

 

Não foi detectada atividade da enzima APX e não houve diferença significativa nas 

atividades das enzimas CAT (M=10,44 µmol min-1 mg-1 proteína; P=0,407) entre os tratamentos 



35 

 

 
 

avaliados. A hidratação rápida não afetou atividade SOD, a qual teve incremento com a 

hidratação lenta (Fig. 5B). As condições de estresse moderado e severo, tanto em embriões 

desidratados, quanto em embriões hidratados induziram aumento da atividade SOD. O 

conteúdo do indicador de peroxidação lipídica (MDA) não foi afetado pela hidratação ou pelos 

estresses a que foram submetidos os embriões (Fig. 5C). No entanto, a exposição dos 

embriões hidratados à ψ= 0 MPa reduziu a concentração de MDA, em relação aos demais 

tratamentos. 

 

3.4. Quantificação de ABA 

 

Tanto a hidratação rápida, quanto à lenta, elevaram expressivamente as concentrações 

de ABA nos embriões (Fig. 6). Nos embriões desidratados os estresses moderado e severo 

levaram à redução do conteúdo de ABA, em relação à ψ= 0 MPa, porém, os níveis do 

hormônio permaneceram mais elevados que na condição inicial. Nos embriões hidratados, a 

exposição à ψ= 0 MPa e o estresse moderado (ψ= -1 MPa) elevaram a concentração de ABA, 

em relação ao controle, enquanto que o estresse severo promoveu redução no conteúdo do 

hormônio. 

 

 

Figura 6 – Concentração de ABA (ng g-1 MF) em embriões de Butia capitata submetidos a 

diferentes ψ nas condições hidratada (0,11 g H2O g-1 MS) ou hidratada (1,84 g H2O 

g-1 MS). As linhas em vermelho indicam as comparações relacionadas aos 

processos avaliados, sendo, hr: hidratação rápida; hl: hidratação lenta; es: estresse 

hídrico. Letras distintas indicam que os tratamentos diferiram entre si (teste Tukey, 

p<0.05). As barras representam o erro padrão da média  
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3.5. Integridade de membranas – condutividade elétrica e lixiviação de solutos 

 

Em geral, os embriões desidratados demonstraram menor controle da lixiviação de 

solutos, com maiores níveis de condutividade elétrica e de K+ e Mg2+ lixiviados (Fig. 6A-C). A 

avaliação da condutividade elétrica e a quantificação de K+ apresentaram resultados bastante 

parecidos, o que sugere que este é o íon mais lixiviado. Por outro lado, não houve efeito dos 

tratamentos sobre a concentração de Ca2+ na solução, o que indica que os embriões possuem 

grande capacidade de retenção deste íon. A lixiviação de Mg2+ ocorreu em valores 

aproximadamente 10 vezes menores, em relação ao K+. 

A hidratação rápida não afetou a condutividade elétrica e levou à redução da lixiviação 

de K+, no entanto houve aumento na lixiviação de Mg2+ (Fig. 7A-C). O estresse moderado nos 

embriões desidratados não afetou a condutividade elétrica e a lixiviação de K+, características 

que foram afetadas pelo estresse severo (Fig. 7A-B). A lixiviação de Mg2+ foi aumentada, em 

relação ao controle, tanto no estresse moderado, quanto no severo (Fig. 7C).   
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Figura 7 – Condutividade elétrica (A) e lixiviação de íons K+ (B) e Mg2+ (C) avaliados em 

embriões de Butia capitata submetidos à diferentes ψ nas condições hidratada (0,11 

g H2O g-1 MS) ou hidratada (1,84 g H2O g-1 MS). As linhas em vermelho indicam as 

comparações relacionadas aos processos avaliados, sendo, hr: hidratação rápida; 

hl: hidratação lenta; es: estresse hídrico. Letras distintas indicam que os 

tratamentos diferiram entre si (teste Tukey, p<0.05). As barras representam o erro 

padrão da média.  

 
Nos embriões hidratados, a exposição à ψ= 0 MPa, por 12h, reduziu a lixiviação de K+, 

em relação ao controle, mas não afetou a condutividade e a lixiviação de Mg2+  (Fig. 7A-C). O 

estresse moderado elevou apenas a lixiviação de K+, enquanto que o estresse severo elevou 

tanto a condutividade quanto a lixiviação dos dois íons.   

 

3.6. Avaliações ultraestruturais  

 

As células da protoderme do pecíolo cotiledonar, na condição inicial, apresentaram 

paredes delgadas e levemente sinuosas (Fig. 8A-B); o citoplasma era denso e rico em 

organelas, especialmente mitocôndrias, mas também dictiossomos e proplastídeos. Numerosos 

pequenos vacúolos armazenavam proteína, revelada por teste histoquímico (dados não 

apresentados). Os embriões hidratados (ψ= 0 MPa) apresentaram células túrgidas e sem 

sinuosidade na parede (Fig. 8C). Nessa condição, o citoplasma se manteve denso, porém, com 

número reduzido de mitocôndrias e dictiossomos; observou-se a proliferação de retículo 

endoplasmático, comumente associado a ribossomos (Fig. 7C-D). Houve fusão de vacúolos 

contendo resíduos de proteínas, com aspecto floculado, indicando o início da mobilização de 

reservas; numerosos corpos lipídicos, revelados por teste histoquímico (dados não 

apresentados), encontravam-se organizados em torno dos vacúolos. A imersão em solução 

dos embriões em solução com a ψ= -1 MPa não provocou danos aparentes às células da 

protoderme (Fig. 8E-F). O depósito de proteínas era mais abundante no interior dos vacúolos, 

em relação ao observado no tratamento ψ= 0 MPa, indicando que houve restrição à 

mobilização. Os vacúolos comumente apresentavam resíduos de membranas em seu interior. 

Glioxissomos, com matriz granular ocorreram no citoplasma, usualmente próximos a 

mitocôndrias e corpos lipídicos (Fig. 8F). O estresse gerado pela imersão dos embriões em 

solução com ψ= -2 MPa proporcionou danos severos às células da protoderme. A parede 

celular apresentou elevada sinuosidade e o protoplasto sofreu forte retração (Fig. 8G). 

Notadamente houve acúmulo de substâncias no espaço periplasmático, tais como lipídeos e 

resíduos de membrana. O citoplasma apresentou-se pouco denso, com baixa população de 

organelas, sendo ausentes mitocôndrias, retículos endoplasmáticos, dictiossomos, 

glioxissomos e plastídeos. A proteína se manteve acumulada em pequenos vacúolos, porém, 

indicando que a mobilização foi restringida (Fig. 8H). Os corpos lipídicos estavam distribuídos 

aleatoriamente no citoplasma, sendo que muitos se apresentavam, parcialmente, degradados. 
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O núcleo encontrava-se localizado na periferia da célula e estava notadamente contraído, sem 

o envoltório nuclear (Fig. 8G).  

As células do meristema fundamental do pecíolo cotiledonar exibiram diferenças 

significativas em relação aquelas da protoderme. Na condição inicial, a proteína (evidenciada 

por testes histoquímicos - dados não apresentados) estava armazenada em vacúolos de 

tamanhos variáveis e também distribuída no citoplasma (Fig. 9A-B). Corpos lipídicos, de 

contorno irregular, encontravam-se posicionados perifericamente e havia pequenos grãos de 

amido no citoplasma. A hidratação dos embriões ocasionou intensa mobilização protéica e a 

formação de grandes vacúolos apresentando resíduos protéicos, os quais estavam ladeados 

por pequenos corpos lipídicos, de contorno esférico (Fig. 9C-D). Embriões submetidos a ψ= -1 

MPa também apresentavam evidência de intensa mobilização protéica (ao contrário do 

observado nas células protodérmicas) (Fig. 9E), além da presença de glioxissomos, 

comumente associados à mitocôndrias (Fig. 9F). Sob WS (ψ= -2 MPa), as células 

apresentaram-se parcialmente colapsadas, com conspícuas invaginações na parede (Fig. 9G-

H). A proteína não havia sido mobilizada e estava distribuída no citoplasma e no interior de 

vacúolos, dentro dos quais frequentemente havia corpos lipídicos e resíduos de membranas.  
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Figura 8 – Imagens obtidas por MET da protoderme do pecíolo cotiledonar de embriões de 

Butia capitata desidratados (0,11 g H2O g-1 MS) (A-B) ou hidratados (1,84 g H2O g-1 

MS) e submetidos à diferentes ψ (indicados na coluna à esquerda) (C-H). A, B) 

Célula com parede delgada; citoplasma denso, rico em organelas, contendo 

pequenos vacúolos proteicos. C, D) Região mediana da célula mostrando vacúolos 

contendo resíduos de proteínas, indicando início da mobilização proteica durante a 

embebição. E) Célula contendo vacúolos proteicos ladeados de corpos lipídicos 

esféricos. F) Periferia da célula destacando os glioxissomos e resíduos de 
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membranas (pontas de setas brancas) dentro dos vacúolos proteicos. G) Célula 

com notável contração do protoplasto e acúmulo de substâncias no espaço 

periplasmático (pontas de setas pretas); núcleo contraído e sem o envoltório. H) 

Periferia da célula indicando intensa mobilização lipídica (setas pretas) e vacúolos 

proteicos íntegros. cw, parede celular; di, dictiossomo; er, retículo endosplasmático; 

gl, glioxissomo; lb, corpos lipídicos; mi, mitocôndria; nu, núcleo; pp, proplastídeo; 

va, vacúolo proteico  
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Figura 9 – Imagens obtidas por MET de células do meristema fundamental do pecíolo 

cotiledonar de embriões de Butia capitata desidratados (0,11 g H2O g-1 MS) (A-B) 

ou hidratados (1,84 g H2O g-1 MS) e submetidos à diferentes ψ (indicados na coluna 

à esquerda) (C-H). A, B) Células com parede delgada, citoplasma denso, rico em 

mitocôndrias, grandes vacúolos protéicos, corpos lipídicos e amido. C, D) Células 

com vacúolo contendo resíduos de proteína, de aspecto floculado, ladeado por 

pequenos corpos lipídicos esféricos. E) Célula com vacúolos proteicos contendo 

resíduos de proteína e resíduos de membrana (pontas de setas brancas). F) 
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Periferia da célula mostrando glioxissomos associados a mitocôndrias e corpos 

lipídicos. G, H) Células com parede fortemente sinuosa (seta branca), conspícua 

contração do protoplasto e acúmulo de substâncias no espaço periplasmático 

(pontas de setas pretas); proteína em vacúolos e no citoplasma. cw, parede celular; 

di, dictiossomo; er, retículo endosplasmático; gl, glioxissomo; is, espaço intercelular; 

lb, corpos lipídicos; mi, mitocôndria; nu, núcleo; pi, campo de pontoação primário; 

pp, proplastídeo; st, amido; va, vacúolo proteico.  

 

As principais alterações citológicas evidenciadas nos embriões em reposta aos ψ estão 

resumidas na Figura 10. 

 

 

Figura 10 – Esquema ilustrando alterações celulares na protoderme e no meristema 

fundamental do pecíolo cotiledonar de embriões de Butia capitata desidratados 

(controle) ou hidratados e submetidas a diferentes ψ 

 

4. Discussão 

 

O diásporo da palmeira B. capitata é constituído pelo pirênio (semente envolvida pelo 

endocarpo), o qual, normalmente, é introduzido em bancos de sementes no solo, após o 

consumo do mesocarpo carnoso pelos dispersores (Oliveira et al., 2013). Apesar do endocarpo 

ser rígido e proteger a semente, o embrião mantém contato com o ambiente por meio de um 

poro germinativo, que estabelece uma via para o fluxo de água e ar (Fig. 11). As sementes da 

espécie podem permanecer longos períodos em bancos de sementes, devido seu alto nível de 

dormência e tolerância à dessecação (Dias et al., 2015, 2017). B. capitata ocorre na transição 

entre os biomas Cerrado e Caatinga, na região central do Brasil, caracterizada pelo clima semi-

árido, com precipitação sazonal e irregular e solos arenosos (Carvalho et al., 2015). Neste 

ambiente, as sementes passam por ciclos de hidratação e desidratação até que a dormência 



43 

 

 
 

seja superada (Oliveira et al., 2013; Dias et al., 2017). Além disso, o bioma Cerrado é marcado 

pela incidência de incêndios, que podem contribuir para a redução do ψ do solo a níveis 

extremamente baixos (Fichino et al., 2016). Nesse contexto, no presente trabalho, procurou-se 

caracterizar as respostas fisiológicas e ultraestruturais de embriões desidratados e hidratados 

de B. capitata submetidos a condições de WS moderado e severo, além da hidratação rápida e 

lenta, simulando condições de ocorrência nos ciclos de hidratação nos bancos de semente.  

  

 
 
Figura 11 – Esquema ilustrando o pirênio Butia capitata (canto superior esquerdo), com 

destaque para o poro germinativo (seta), as principais causas de estresse hídrico a 

que são submetidos os embriões em bancos de sementes e as respostas 

fisiológicas associadas. No quadro, as cores vermelha e azul indicam, 

respectivamente aumento ou diminuição da resposta, em relação aos controles 

(embriões desidratados ou hidratados nas condições iniciais), em condição de 

estresse moderado. em, embrião; en, endocarpo; se, semente.  

 

4.1. Aspectos da tolerância ao WS em embriões desidratados 

  

Embriões desidratados de B. capitata têm elevada capacidade de resistência ao WS em 

bancos de semente, devido à capacidade hídrica associada à abundância de reservas, controle 

do estresse oxidativo e elevado conteúdo de ABA.  No momento da abscisão, os embriões de 

B. capitata apresentam conteúdo de água próximo de 1,8 g H2O g MS-1. Durante a dispersão os 

embriões passam por processo de desidratação, atingindo, nos bancos de semente, equilíbrio 

hídrico com o ambiente com teor de água próximo à 0,1 g H2O g MS-1 (Carvalho et al., 2015). 
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No presente trabalho, evidenciou-se que os embriões desidratados apresentam baixo ψ (-8,5 

MPa) e elevada capacidade hídrica (Fig. 2). O WS proporcionado por ψ= -2 MPa, o qual, 

normalmente, não ocorre no solo (Kirkham, 2005), mas que pode ocorrer, por exemplo, em 

caso de incidência de fogo, não afetou a viabilidade dos embriões. Esta condição está 

associada à abundância de reservas embrionárias (proteínas, lipídios e amido), já evidenciadas 

em outros estudos (Magalhães et al., 2013; Oliveira et al., 2013). As reservas proteicas e 

amiláceas influenciam diretamente o ψ matricial, principal componente do ψ relacionado à 

capacidade hídrica das sementes desidratadas (Nonogaki et al., 2010; Beewley et al., 2013). 

Além disto, diversas proteínas e carboidratos têm papel crucial na proteção das membranas 

celulares em condição de desidratação intensa (Berjak and Pammenter, 2008; Marques et al., 

2018). A capacidade de preservação das membranas refletiu no baixo nível de lixiviação de 

solutos observados nos embriões desidratados sob estresse moderado (Fig. 11). Outro aspecto 

a ser considerado é que o estresse hídrico restringe o metabolismo. Nesta condição, a 

produção de ROS é limitada (Apel e Hirt, 2004; Bailly, 2004), como nós evidenciamos pela 

baixa produção de O2
- e H2O2. Além disto, a atividade SOD, relacionada à limpeza de O2

-, 

aumentou nas condições de WS. Deste modo, a peroxidação lipídica (avaliada pela 

quantificação de MDA), potencialmente danosa às membranas celulares, permaneceu em 

níveis estáveis mesmo no caso de WS severo.  

Merece destaque o elevado conteúdo de ABA presente nos embriões de B. capitata e 

sua síntese, mesmo em condição de baixo metabolismo (Fig. 11). Altas concentrações de ABA 

também foram observadas em embriões de Acrocomia aculeta (Ribeiro et al., 2015) e Attalea 

vitrivir (Dias et al., 2017), palmeiras com sementes altamente tolerantes à dessecação e que 

também ocorrem no bioma Cerrado.  O ABA é considerado um hormônio-chave na tolerância 

ao estresse hídrico, condição que, comumente, promove aumento na biossíntese (Ozfidan et 

al., 2012). O fitormônio atua como mensageiro de diversas redes de sinalização celular que 

desencadeiam a expressão de genes relacionados com a tolerância ao estresse e na ativação 

do sistema antioxidante, resultando na redução de ROS e MDA (Ozfidan et al., 2012; Souza et 

al., 2017). A capacidade de síntese de ABA, mesmo em condição de estresse hídrico severo, 

evidenciado no presente trabalho, pode ser considerado um aspecto chave da tolerância à 

dessecação em embriões de B. capitata. 

 

4.2. Efeitos da hidratação sobre a fisiologia e ultraestrutura dos embriões 

 

Os embriões de B. capitata toleram a hidratação rápida e a elevação do ψ está 

associada à mobilização de reservas, restauração da funcionalidade das membranas e ao 

controle do estresse oxidativo. Em condições ambientais, as sementes de B. capitata podem 

permanecer vários meses em solo seco durante o inverno e chuvas torrenciais na primavera 

podem alterar drasticamente o status hídrico (Carvalho et al., 2015). Nós observamos 

considerável elevação do ψ (de -8,5 para -0,2 MPa) com a hidratação dos embriões. A 



45 

 

 
 

avaliação do vigor, pelo teste de tetrazólio, evidenciou aumento da atividade respiratória com a 

hidratação e as avaliações ultraestruturais mostraram intensa mobilização de proteínas, além 

de mobilização de amido, apesar de a massa seca dos embriões não ter sido alterada 

significativamente (Fig. 1; 9C; 11). Estas observações sugerem que a expressiva redução do ψ 

dos embriões seja devida, além da hidratação de proteínas, amido e celulose (ψ matricial), à 

redução do ψ osmótico relacionado à rápida mobilização de reservas. 

A hidratação constitui a primeira etapa do processo germinativo, no entanto, em 

sementes de diversas espécies, a hidratação rápida pode causar danos celulares severos 

(Bewley et al., 2013). No presente trabalho evidenciou-se que tanto a hidratação rápida quanto 

a lenta não afetaram a viabilidade dos embriões (Fig. 11). Com a hidratação lenta a 

funcionalidade das membranas foi restaurada, sendo constatada expressiva redução na 

lixiviação de solutos, em relação à condição desidratada. Embora a hidratação rápida em 

embriões de B. capitata tenha promovido aumento na atividade respiratória, houve redução na 

produção de O2
-, enquanto a produção de H2O2 não foi afetada, o que sugere que o 

metabolismo ainda esteja em ajuste, nesta condição. Em decorrência da hidratação lenta, nós 

observamos expressivo aumento na produção de O2
-, o que esteve relacionado ao aumento da 

atividade SOD. A atividade enzimática possivelmente contribuiu para estabilidade da 

peroxidação lipídica (avaliada pelo nível de MDA) (Fig. 11).  

A embebição está relacionada à preparação para o processo germinativo por meio da 

retomada do metabolismo e remoção de inibidores (Finch-Savage e Leubner-Metzger, 2006; 

Bewley et al., 2013). No presente trabalho evidenciou-se que a concentração de ABA (um dos 

principais inibidores da germinação) aumentou com a embebição. A síntese de ABA pelos 

embriões é reconhecida como um mecanismo de manutenção da dormência (Bewley et al., 

2013), sendo que o hormônio é considerado chave para o controle da germinação de B. 

capitata e outras palmeiras do Cerrado (Ribeiro et al., 2015; Dias et al., 2017).  Consideram-se 

que a rápida síntese de ABA em resposta à hidratação por embriões de B. capitata constitua 

um mecanismo de prevenção da germinação em condições instáveis produzidas, por exemplo, 

pelas chuvas esparsas que são típicas da primavera do Cerrado. 

 

4.3. Respostas fisiológicas e ultraestruturais ao WS em embriões de sementes hidratadas 

 

Embriões de B. capitata quando hidratados tem elevada tolerância ao estresse hídrico, o 

que está relacionado ao controle do estresse oxidativo e da funcionalidade das membranas, 

além da elevação do conteúdo de ABA. Sob estresse severo a perda da viabilidade dos 

embriões está associada ao bloqueio da mobilização proteica, perda da funcionalidade das 

membranas e desestruturação celular. Em condições naturais, a dormência impede a 

germinação da maioria das sementes de B. capitata hidratadas após as primeiras chuvas da 

primavera, e elas ficam sujeitas ao novo WS (Oliveira et al., 2013; Mazzottini-dos-Santos et al., 

2018). No presente trabalho, evidenciou-se que os embriões hidratados da espécie apresentam 
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considerável capacidade hídrica, com resistência à perda de água e manutenção da viabilidade 

mesmo sob ψ= -1 MPa, o qual não ocorre comumente nos solos (Kirkham, 2005). 

Em condição de estresse moderado ou severo, observou-se incremento na atividade 

SOD, o que, possivelmente contribuiu para o controle dos níveis de O2
-, que inclusive caíram, 

no caso de estresse severo (Fig. 11). Por outro lado, observou-se que a produção de H2O2 foi 

expressivamente aumentada nos embriões submetidos ao estresse moderado. O evento 

esteve relacionado a proliferação de glioxissomos (evidenciada nas avaliações ultraestruturais; 

Fig. 9F), organela envolvida na produção desta substância pela beta oxidação de lipídios 

(Bailly, 2004; El-Maarouf-Bouteau and Bailly, 2008). Apesar de que níveis elevados de H2O2, 

comumente, estarem relacionados a danos celulares (Bailly, 2004; Diaz-Vivancos et al., 2013), 

constatou-se que a peroxidação lipídica, a funcionalidade das membranas e a estrutura celular 

não foram afetadas (Fig. 11). Como o sistema antioxidante enzimático relacionado à remoção 

de H2O2 (atividade CAT e APX) não foi ativado, é possível que mecanismos alternativos de 

proteção contra o estresse oxidativo sejam efetivos, assim como a elevação da concentração 

de ABA, num padrão próximo ao observado, no caso dos embriões desidratados. Alguns 

estudos demostraram que embriões de espécies de palmeiras da tribo Cocoseae, como B. 

capitata, acumulam os potentes antioxidantes tocoferois e tocotrienois (Siles et al., 2013; 

Barreto et al., 2014). Outros trabalhos têm evidenciado que formas oxidadas de proteínas têm 

papel destacado na limpeza de ROS (Job et al., 2005; Barba-Espín et al., 2012). Além disto, 

merece consideração o fato de que as reservas lipídicas podem competir com ácidos graxos 

poliinsaturados das membranas como alvos de ataque de ROS (Wojtyla et al., 2016), 

atenuando os efeitos do estresse oxidativo. A elucidação da composição das abundantes 

reservas proteicas evidenciadas nos embriões de B. capitata (Oliveira et al., 2013), além da 

investigação sobre mecanismos antioxidantes não enzimáticos poderão, em trabalhos futuros, 

contribuir para o aprofundamento do conhecimento sobre a tolerância ao estresse oxidativo na 

espécie.  

Quando se aplicou WS severo (ψ= -2 MPa) os embriões perderam completamente o 

vigor e apresentaram declínio de 56% na viabilidade, o que esteve associado ao expressivo 

aumento na lixiviação de íons (Fig. 11). A isso também se associa ao bloqueio da mobilização 

de proteínas e desestruturação celular, visível pela invaginação da parede celular, redução da 

população de organelas, retração do protoplasto, presença de resíduos e membrana no espaço 

periplasmático, perda do envoltório nuclear, degradação de lipídeos (Fig. 8G; 9G). Em conjunto 

estes processos são comuns à resposta ao WS decorrente de danos biofísicos aos 

componentes celulares (Berjak and Pammenter, 2008).  

A partir dos resultados do presente trabalho é possível concluir que os embriões 

desidratados de B. capitata possuem grande resistência ao estresse hídrico, devido à 

capacidade hídrica, abundância de reservas, mecanismos de controle do estresse oxidativo e 

elevado conteúdo de ABA. O embrião desidratado apresenta baixo ψ e tolerância à hidratação 

rápida. A elevada tolerância ao WS está relacionada ao controle do estresse oxidativo, 
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preservação da funcionalidade das membranas e elevada capacidade de síntese de ABA. A 

perda da viabilidade sob estresse severo ocorre por danos biofísicos à estrutura celular. 
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realizaram as avaliações ultraestruturais e citoquímicas e interpretaram os resultados 

relacionados.  LMR e PSNL interpretaram os dados sobre relações hídricas. LMR redigiu o 

texto final. Todos os autores leram e concordaram com a versão final do manuscrito. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O intuito deste trabalho não foi o de esgotar todas as abordagens aplicáveis em estudos 

relacionados às relações hídricas na germinação. Esta pesquisa ainda é um dos prelúdios para 

compreender as respostas fisiológicas e citológicas envolvidas na germinação de B. capitata. 

Os resultados encontrados poderão ser úteis para esforços futuros em relação à adoção 

de iniciativas de conservação de populações naturais de B. capitata, pela sua relevância 

econômica, social, ecológica e ambiental. Além disso, através da agregação de conhecimentos 

científicos que instiguem a compreensão do comportamento do embrião e da plântula ao longo 

do processo germinativo e pós-germinativo e subsidiem o desenvolvimento de tecnologias de 

propagação para esta espécie.  

Os resultados também podem ser úteis para direcionar pesquisas futuras em uma 

abordagem mais avançada, como no emprego de técnicas moleculares para classificação e 

identificação de proteínas e, por que não, prospecção de genes que conferem tolerância ao 

estresse abiótico com potencial de uso agrícola.  

 


