U

UNIVERSIDADE FECERAL DE LAYRAZ

MARIA CECILIA DIAS COSTA

ARMAZENAMENTO DE PLANTULAS DE
Sesbania virgata

LAVRAS - MG
2011



MARIA CECILIA DIAS COSTA

ARMAZENAMENTO DE PLANTULAS DE Sesbania virgata

Orientador:

Dissertagdo apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em
Engenharia Florestal, area de
concentracao em Ciéncias
Florestais, para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Dr. José Marcio Rocha Faria

Coorientadores:
Dr. Anderson Cleiton José
Dr. Joeferson Reis Martins

LAVRAS - MG

2011



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Costa, Maria Cecilia Dias.

Armazenamento de plantulas de Sesbania virgata / Maria Cecilia
Dias Costa. — Lavras : UFLA, 2011.

78 p. 1 il

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2011.
Orientador: José Marcio Rocha Faria.
Bibliografia.

1. Sementes germinadas. 2. Estresse osmético. 3. Tolerancia a
dessecacdo. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 634.973322




MARIA CECILIA DIAS COSTA

ARMAZENAMENTO DE PLANTULAS DE Sesbania virgata

Dissertagao apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Engenharia Florestal,
area de concentragdo em Ciéncias
Florestais, para a obtengdo do titulo de
Mestre.

APROVADA em 08 de novembro de 2011.

Dr. Renato Mendes Guimaraes UFLA
Dr. Anderson Cleiton José UFLA
Dr. Jessé Marques da Silva Junior UFLA

Dr. José Marcio Rocha Faria

Orientador
Dr. Joeferson Reins Martins

Coorientador

LAVRAS- MG

2011



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras, em especial ao Programa de Pos-
Graduagdo em Engenharia Florestal, pela oportunidade de realizacdo do curso.

A CAPES, pela concessdo da bolsa de estudos.

Ao professor Jos¢ Marcio Rocha Faria, orientador e amigo, pelas ideias,
incentivos, ensinamentos e confianca.

Aos professores Anderson Cleiton José e Joeferson Reis Martins, co-
orientadores, pela parceria e contribui¢des fundamentais.

Ao professor Renato Mendes Guimaraes, pela disposi¢do em participar
nas bancas (qualifica¢do e defesa) e contribuir com o trabalho.

Aos professores, técnicos e alunos dos Laboratorios de Andlise e
Biotecnologia de Sementes, de Conservacdo Genética de Espécies Arboreas e de
Microscopia Eletronica.

A todos os colegas, funcionarios, estagiarios ¢ alunos do Laboratorio de
Sementes Florestais ¢ do Programa de Pds-Graduagdao em Engenharia Florestal,
pelas sugestoes e pelo agradavel ambiente de trabalho.

Aos professores Ary Teixeira de Oliveira Filho e Queila Souza Garcia,
pela amizade e apoio.

A minha familia, pelos modelos a seguir, estimulos e suportes
imprescindiveis.

Aos queridos amigos, pela diversdo, descontracdo, cumplicidade e

acolhimento.



“We botanists attempt to explain the
plants we find in nature and to ask
questions and seek answers wherever
they may be found (e.g. field and lab
experimentation, ultrastructure, DNA,
etc.)”.

“Plants can be interesting if only you
observe them”.

D. W. Woodland



RESUMO

Estudos utilizando sementes sensiveis a dessecagdo encontram diversos
obstaculos, como a perda rapida da viabilidade no armazenamento. Assim,
plantulas de espécies com sementes ortodoxas, como Sesbania virgata, t€ém sido
usadas em estudos da sensibilidade a dessecacdo e comportamento no
armazenamento. Objetivou-se avaliar a longevidade no armazenamento de
plantulas de S. virgata submetidas a tratamentos de restri¢ao hidrica e secagem.
Foram realizados: curvas de secagem em diferentes velocidades; avaliagdo da
sobrevivéncia apos secagem direta em silica gel at¢ 10% de grau de umidade
precedida ou ndo por incubagdo em PEG (-2,04 MPa) ou PEG+ABA (-2,04 MPa
e 100uM); armazenamento das plantulas por 0, 30, 60, 90, 180 ¢ 240 dias a -15,
5 e 22°C; teste de condutividade elétrica; analise de imagens de microscopia
eletronica de varredura; avaliacdo da integridade do DNA; andlise de padrao
eletroforético de proteinas resistentes ao calor e catalase; e observacao
anatomica da formacao de raizes laterais. A maioria (94%) das plantulas de S.
virgata com raiz primdria de 1 mm de comprimento se mostrou tolerante a
dessecacdo, enquanto somente 16% daquelas com raiz de 2 ¢ 3 mm de
comprimento permaneceram tolerantes apds a secagem em silica gel. A secagem
rapida favoreceu a sobrevivéncia das plantulas com raiz de 2 mm em relacdo a
secagem lenta, enquanto nas com raiz de 1 mm a velocidade ndo produziu
diferengas. Nenhum dos tratamentos adotados foi efetivo em restabelecer a
tolerancia a dessecacao (TD) em plantulas com raiz de 3 mm, que apresentaram
alta lixiviagao de solutos e desestruturagdo irreversivel de membranas, embora a
integridade do DNA ndo tenha sido alterada. Por outro lado, aquelas com raiz de
1 mm mantiveram elevadas as porcentagens de reindugdo do crescimento, sem
aumento significativo na condutividade elétrica, alteracdes ultraestruturais nas
paredes celulares ou degradagdo do DNA. Quando armazenadas por 240 dias,
temperaturas mais baixas foram mais propicias as plantulas com 1 mm de raiz.
Houve reducao no numero e na intensidade das bandas referentes a proteinas
resistentes ao calor entre sementes secas e plantulas com 1 e 3 mm de raiz. A
atividade da catalase também apresentou reducdo com o aumento do
comprimento da raiz, embora tenha permanecido aparentemente inalterada nas
sementes secas e nas plantulas com raiz de 1 mm e durante o armazenamento
por 90 dias. A emissdo de raizes laterais pode ser considerada um fenémeno
normal e decorrente da propria formagao do sistema radicular mesmo quando o
meristema apical da raiz esta inativado. Assim, ¢ possivel o armazenamento por
240 dias a temperaturas até 5°C de plantulas de S. virgata com raiz de 1 mm de
comprimento submetidas a secagem até 10% de grau de umidade.

Palavras-chave: Tolerancia a dessecagdo. Sementes germinadas. Estresse

osmotico.



ABSTRACT

The extent to which desiccation can be tolerated varies among species.
Desiccation tolerance (TD) is acquired late in orthodox seeds development and
is considered an important trait to enable seed survival during storage or
environmental stress. Studies employing desiccation sensitive seeds are hindered
due their inherent characteristics (e.g. short storage life span). Seedlings of
orthodox-seed species, as Sesbania virgata, have being used in desiccation
sensitivity and storage behavior studies. The aim of this work was to evaluate
the storage longevity of S. virgata seedlings treated with osmotic solutions and
dried. Were performed: slow and fast dry test; survival evaluation after
dehydration in silica gel and incubation in PEG (-2,04 MPa) and PEG+ABA (-
2,04 MPa and 100uM) + dehydration in silica and storage (0, 30, 60, 90, 180 and
240 days) in -15, 5 and 22 °C; electrical conductivity test; scanning electron
microscopy image analysis; DNA integrity analysis; electrophorectic patterns of
heat resistant proteins and catalase analysis; and anatomical observations of
lateral root formation. Most (94%) of S. virgata seedlings dried in silica gel
exhibiting primary root with 1 mm were still able to tolerate drying, whereas
only 16% of the ones with 2 or 3 mm primary root were desiccation tolerant.
Fast dry was better than slow dry to seedlings with 2 mm primary root, but both
had the same effect in seedlings with 1 mm primary root. None of the treatment
was effective in re-establish TD in stored seedlings with 3 mm primary root,
which presented high solute leakage and membrane disruption, but didn’t show
DNA degradation. On the other hand, seedlings with 1 mm primary root
presented high percentage of growth re-induction, without raise the electrical
conductivity, show ultrastructural damage or DNA degradation after desiccation
preceded or not by PEG or PEG+ABA incubation. After 240 days of storage,
low temperatures were more favorable to seedlings with 1 mm primary root.
There was reduction in number and intensity of the heat resistant proteins bands
when comparing dry seeds and seedlings with 1 mm primary root and seedling
with 1 and 3 mm primary root. Catalase activity decreased in seedlings with 3
mm primary root when compared with 1 mm, but remained unaltered in dry
seeds and seedlings with 1 mm root and during storage. Lateral root formation
was considered a regular phenomenon of the root system formation, operating
even if the root apex meristem is inactivated. Finally, the storage of S. virgata
seedlings dehydrated to 10% water content during 240 days in temperatures at
least 5°C is possible.

Key-words: Desiccation tolerance. Germinated seeds. Osmotic stress.
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1 INTRODUCAO

A tolerancia a dessecagdo (TD) é uma caracteristica complexa que
envolve diversos genes e baseia-se na fungdo bioquimica desses genes e em
como sua transcri¢io é regulada (BARTELS, 2005, p. 699). E amplamente
verificada em graos de pdlen, esporos e sementes tanto de espécies de plantas
sensiveis como daquelas tolerantes a dessecacdo dos tecidos vegetativos
(BLACK; PRITCHARD, 2002). Isso significa que a informagao genética para a
TD esté presente no genoma da maioria, sendo de todas, as plantas vasculares, e
que o controle da expressdo génica € o provavel responsavel por diferengas na
tolerancia entre os estagios do desenvolvimento das plantas (BARTELS;
SALAMINI, 2001). Sendo assim, talvez a causa imediata da sensibilidade a
dessecacdo seja a inabilidade dos tecidos de desligarem os programas de
desenvolvimento, desdiferenciarem estruturas subcelulares e se protegerem
adequadamente contra as consequéncias da desidratacdo de um tecido
metabolicamente ativo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Entre as sementes, podem ser constatados diferentes graus de TD,
formando um gradiente das tipicamente tolerantes as extremamente sensiveis
(PAMMENTER; BERJAK, 1999). As tipicamente tolerantes sdo chamadas
ortodoxas e podem ser secas até graus de umidade de cerca de 7% e
armazenadas por longos periodos sem danos ao metabolismo (ROBERTS, 1973,
p- 500). Seu potencial de conservacdo tende a ser inversamente proporcional ao
grau de umidade e a temperatura ambiente dentro de limites (MARCOS FILHO,
2005, p. 360). Por outro lado, as sementes extremamente sensiveis sao
conhecidas como recalcitrantes ¢ ndo toleram grandes reducdes no grau de
umidade ou o armazenamento por periodos que excedam algumas semanas ou

meses (DAWS, GARWOOD; PRITCHARD, 2006; ROBERTS, 1973, p. 500).



Diversos fatores tém sido relacionados a TD, como a velocidade de
secagem, a manuten¢do da integridade de membranas e acidos nucleicos, a
presenca de protetores e a atuacdo de mecanismos antioxidantes e de reparo
(BLACK; PRITCHARD, 2002; KALEMBA; JANOWIAK; PUKACKA, 2009;
KRANNER et al., 2011; SPANO et al., 2007; VERTUCCI; FARRANT, 1995).
Acredita-se que, isoladamente, nenhum desses fatores seja capaz de conferir a
TD, mas, sim, sua atuagdo em conjunto (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Por
outro lado, a auséncia de um ou mais desses fatores pode significar perda ou
redu¢do acentuada na TD (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Em sementes ortodoxas, a TD comeca a ser perdida com a protrusao da
radicula, e o comprimento da raiz primaria no qual as plantulas a perdem
irreversivelmente varia de acordo com a espécie (FARIA et al., 2005;
GUTTERMAN; HUANG, 2004; VIEIRA et al., 2010).

A partir disso, compreender a TD representa um campo fértil para
pesquisas sobre seus limites, suas implicagdes ecologicas e sobre como induzi-la
ou reproduzi-la em organismos sensiveis, como grandes culturas sensiveis a seca
(CROWE et al., 2005; DAWS et al., 2007a; TOLDI; TUBA; SCOTT, 2009).
Contudo, estudos utilizando sementes sensiveis a dessecagdo encontram diversos
obstaculos, como a perda rapida da viabilidade no armazenamento. Assim,
sementes ortodoxas germinadas (plantulas) t€ém sido propostas como modelos
convenientes e confiaveis para estudos de sensibilidade a dessecacdo e
comportamento no armazenamento por proporcionarem mais flexibilidade ao
planejamento de experimentos (SUN, 1999, p. 32). Esses estudos tém utilizado
toda a gama de ferramentas disponiveis (fisioldgicas, anatdmicas e moleculares)
para elucidar questdes acerca dos processos envolvidos. Buscar essas respostas
utilizando modelos, como plantulas de Sesbania virgata, pode fornecer

informagdes Uteis no prolongamento da viabilidade no armazenamento de
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sementes recalcitrantes, plantulas em estadios iniciais de desenvolvimento e
sementes sintéticas

Sementes de S. virgata (Cav.) Pers. (Fabaceae — Faboideae), uma
espécie arborea tropical (POTOMATI; BUCKERIDGE, 2002), t€ém se mostrado
modelos eficientes em estudos da fisiologia da germinagdo e do crescimento de
plantulas (LISBOA et al., 2006; POTOMATI; BUCKERIDGE, 2002; SIMOES
et al., 2008; TONINI et al., 2006, 2007; TONINI; PURGATTO; BUCKERIDGE,
2010; VEASEY et al., 1999). Nessa espécie, os mecanismos de tolerancia e
sensibilidade a dessecacdo foram investigados por Masetto (2008, p. 21), que
analisou as alteragdes citoldgicas durante a perda e o restabelecimento da TD em
plantulas.

Contudo, alguns fatores relacionados a manutencdo e a reindugdo da TD
em plantulas ainda precisam ser mais bem elucidados, como a longevidade no
armazenamento das plantulas, o efeito de tratamentos de restricdo hidrica na
armazenabilidade dessas plantulas e a influéncia do armazenamento na
manutengdo da integridade do DNA e das membranas, na persisténcia das
proteinas resistentes ao calor e na atividade da catalase.

Portanto, no presente trabalho, teve-se como objetivo geral avaliar a
longevidade no armazenamento de plantulas de Sesbania virgata submetidas a
restricdo hidrica e secagem, identificando tratamentos que favorecam seu
armazenamento, sob diferentes temperaturas; e como objetivos especificos:
avaliar o efeito da velocidade de secagem na manuten¢do da TD, examinar a
integridade de membranas e do DNA ap6s o armazenamento, caracterizar os
padrdes eletroforéticos para catalase e proteinas resistentes ao calor, e analisar a

formacgdo de raizes laterais apos a reindug@o do crescimento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A espécie — Sesbania virgata (Cav.) Pers

Sesbania virgata (Fabaceae — Faboidea) ¢ uma espécie arbdrea, que
ocorre naturalmente em formagdes campestres de quase todo o Brasil (exceto na
regido Norte), na Argentina, no Paraguai e no Uruguai (IGNACI;, MIOTTO,
2010). Atinge cerca de 6 m de altura, 25 cm de didmetro a altura do peito e 5 m
de diametro de copa, tem vida curta (oito a nove anos) e capacidade moderada
de competir com gramineas e rebrotar da cepa apés corte ou fogo (ARAUJO et
al., 2004). Desenvolve-se naturalmente em terrenos umidos, associa-se a
bactérias fixadoras de nitrogé€nio do género Rhizobium, esta relacionada aos
primeiros estagios da sucessdo ecoldgica e é indicada para revegetacdo de areas
de cava com extragdo de argila e recuperagdo de areas degradadas (COUTINHO
et al, 2006; POTOMATI, BUCKERIDGE, 2002). Seus principais usos
econdmicos sdo o fornecimento de pasto apicola, lenha e forragem (POTT;
POTT, 1994).

Os frutos de S. virgata contém entre duas e seis sementes com
dorméncia fisica devido & impermeabilidade do tegumento a agua (ARAUJO et
al., 2004). Isso significa que, para que se inicie o processo germinativo, €
necessaria a superacdo dessa dorméncia. O método mais recomendado ¢ o
tratamento com acido sulfarico (VARI et al., 2007; VEASEY; TEIXEIRA DE
FREITAS, 2002), que proporciona rapida escarificagdo, embora possa causar
lesdes no hipocotilo e na radicula se a exposi¢do ao acido ocorrer por tempo
excessivo (CAMARGOS et al., 2008).

Existem evidéncias de que a testa das sementes de S. virgata participe
do controle da mobiliza¢do de proteinas de armazenamento e da degradacdo de

galactomananos, controlando a produ¢do, a modificacdo ¢ o armazenamento de
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hidrolases (TONINI et al., 2007). No tegumento dessas sementes, foram
encontrados bioflavonoides, acido abscisico (ABA), catequinas e quercetinas
(SIMOES et al., 2008; TONINI et al., 2006). No endosperma, foi verificada a
existéncia de endo-B-mananase, atuando (dependendo da localizagdo) na
emergeéncia da radicula e na mobilizagdo de reservas (galactomananos) apos a
germinacao (LISBOA et al., 20006).

A escolha da espécie S. virgata esta relacionada a sua alta produ¢do de
sementes viaveis por longos periodos e a quantidade de informacdes disponiveis
sobre essa espécie, como aquelas fornecidas por estudos realizados por Coutinho
et al. (2006), Masetto (2008), Potomati e Buckeridge (2002) e Simdes et al.
(2008).

2.2 Tolerancia a dessecagao (TD)

A TD ¢ a habilidade de as células de um organismo equilibrarem seu
potencial hidrico com o ar moderada a extremamente seco (50% de umidade
relativa e 20°C) e, entdo, retomarem suas fungdes normais apds a reidratacdo
(ALPERT, 2000, p. 5). E mediada por mecanismos celulares de prevengio e
reparo de danos bioquimicos, que agem em sinergia e previnem danos letais aos
diferentes componentes celulares, incluindo membranas, proteinas e
componentes do citosol (ALPERT, 2000, p. 11; HOEKSTRA; GOLOVINA;
BUITINK, 2001).

Os principais mecanismos de aquisi¢do da TD incluem: formagao de um
estado vitreo, acumulagdo de di- e oligossacarideos, ativagdo de sistemas
antioxidantes, mudancas na estrutura fisica das células e sintese de proteinas de
armazenamento ¢ de “proteinas resistentes ao calor” (Heat Stable Proteins —
HSPs) (ANGELOVICI et al., 2010, HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001).
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As proteinas Late Embryogenesis Abundant (LEA) integram as HSPs e
foram identificadas em tecidos vegetativos de todas as plantas tolerantes a
dessecacdo ja estudadas, além de bactérias, cianobactérias, protozoarios, fungos
e alguns procariontes (por exemplo: rotiferos, nematoides, colembolas e
tardigrados) (HAND et al., 2011). Sdo ricas em glicina e outros aminodcidos
hidrofilicos, capazes de permanecer soliveis a elevadas temperaturas, varidveis
em tamanho (8 a 77 kDa) e podem ou nio apresentar carga (JOSE et al., 2005;
TUNNACLIFFE; WISE, 2007). As LEA s3o frequentemente associadas a
tolerancia ao estresse hidrico e/ou por baixas temperaturas (TUNNACLIFFE;
WISE, 2007) e desempenham um papel valioso na TD, protegendo proteinas-
alvo da inativagdo e da agregacdo durante o estresse hidrico (HAND et al., 2011).
Proteinas LEA sfo intrinsecamente desestruturadas em solu¢do aquosa, porém
tétm a habilidade de se tornarem mais ordenadas e estaveis enquanto a
desidratacdo prossegue (HAND et al., 2011).

A dessecagdo induz a acumulacdo de espécies de radicais livres
associadas a peroxidacdo lipidica (NTULI et al., 2011). Assim, a TD pode ser
relacionada, a0 menos em parte, a capacidade de as plantas eliminarem o
excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) e, como consequéncia,
atenuarem o ambiente oxidante dentro das células e minimizarem os danos
causados pelo excesso de ROS (CONTRERAS-PORCIA et al., 2011). Em
tecidos ndo fotossintetizantes, incluindo tecidos das sementes, a respiracdo ¢ a
maior produtora intracelular de ROS, sendo que essa produgdo ¢ amplificada
pela interrupcdo da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria durante a
dessecacdo (ROACH et al., 2010).

Um dos fatores que afetam a resposta a desidratagdo ¢ a taxa de secagem
(PAMMENTER; BERJAK, 1999). Sementes sensiveis a dessecacdo ou
embrides isolados dessas sementes, quando secos rapidamente, toleram graus de

umidade mais baixos do que quando secos lentamente, pois passam pelos graus
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de umidade intermediarios tdo rapido que os danos causados por reagdes
deletérias associadas a agua nao se acumulam (BLACK; PRITCHARD, 2002;
PAMMENTER; BERJAK, 1999). Por outro lado, sementes ortodoxas, antes de
adquirirem a TD, respondem melhor a secagem lenta, ja que a baixa velocidade
oferece tempo suficiente para a inducdo de mecanismos de tolerancia (BLACK;
PRITCHARD, 2002).

Tratamentos de restricdo hidrica empregando o agente osmdtico
Polietileno-glicol (PEG) tém alcancado éxito em reduzir os danos causados pela
desidratacdo. A incubacdo em solu¢des contendo PEG tem sido utilizada em
procedimentos de desidratagdo e reidratacdo controladas (BLACK;
PRITCHARD, 2002). As moléculas de PEG formam pontes de hidrogénio com
a agua, reduzindo o potencial matrico do substrato (BURNETT et al., 2005).
Dessa forma, o tratamento com PEG gera uma significativa reducdo do potencial
hidrico semelhante a produzida pelo estresse por seca, induzindo um ajuste
osmotico por meio do rearranjo das membranas e servindo como inibidor do
crescimento da raiz primaria enquanto o ABA se acumula e comega a agir
(AVELANGE-MACHEREL et al., 2006; BUITINK et al., 2003; CARUSO et al.,
2008).

Em plantulas de S. virgata submetidas a incuba¢do em PEG e PEG
combinado com acido abscisico (PEG+ABA) seguida de secagem até 10% de
grau de umidade, foram alcangados niveis de reindu¢do do crescimento
proximos a 100 e a 50% para plantulas com raiz primaria de 1 e 3 mm,
respectivamente (MASETTO, 2008, p. 21).

O fitormonio 4cido abscisico, um sesquiterpeno sintetizado durante a
fase de maturagdo das sementes, aumenta a capacidade de reindugdo da TD
(MASETTO, 2008, p. 23; VIEIRA, 2008, p. 25). O ABA induz a expressao de
genes relacionados as proteinas LEA durante o desenvolvimento das sementes,

bloqueia a replicacdo do DNA e inibe a acumulagdo de B-tubulina, a organizacao
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transversal de microtubulos e a replicagio do DNA durante a embebigao
(BECKETT; CSINTALAN; TUBA, 2000; SILVA et al., 2008; DALAL et al.,
2009). O bloqueio da replicagdo do DNA paralisa o ciclo celular, fazendo com
que haja acimulo de células na fase G1, que, comparadas as células nas fases S
e M/G2, sdao mais resistentes a estresses e capazes de se manter viaveis por mais

tempo (SILVA et al., 2008; DELTOUR, 1985, p.46).

2.2.1 Aspectos anatomicos e ultraestruturais da TD

A dessecagdo causa diversos estresses subcelulares e as plantas
respondem a eles de forma variada e dependente do tecido ou 6rgao considerado
e de caracteristicas adaptativas (PENA-VALDIVIA et al., 2010). Exemplos
dessas perturbacdes sdo: o estresse mecanico, associado ao dobramento da
parede celular em resposta a redugdo do volume; o estresse oxidativo, devido a
acdo dos radicais livres gerados pelo metabolismo desregulado; e a
desestabilizagdo ou perda da integridade de membranas e macromoléculas
(CONTRERAS-PORCIA et al., 2011; FARRANT, 2000, p. 30).

Nas membranas, Black e Pritchard (2002) citam que a desidratacao tem
dois efeitos principais. O primeiro, direto e reversivel, estd relacionado a
separagdo lateral de fases dentro do plano da membrana e ao dominio da fase de
gel, o que pode ocasionar sérios danos tanto para a membrana quanto para a
organizagdo das proteinas de membrana, para o suporte da atividade enzimatica,
a permeabilidade seletiva ¢ a compartimentagdo. O segundo, indireto e
irreversivel, se refere ao aumento da viscosidade e a alteragdo da temperatura de
transicdo de fase da membrana de tecidos sensiveis como consequéncia de
mudangas no grau de insaturagdo dos fosfolipidios sob condigdes de severa

dessecacdo.
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Em tecidos vegetativos, diversas alteracdes morfologicas ¢
ultraestruturais t€m sido atribuidas a dessecagdo, como: volume celular reduzido;
citoplasma mais condensado, opaco e pigmentado; contorno irregular das células;
dobramentos na membrana plasmadtica, ganhando aspecto convoluto; sistema
vacuolar tipico do estado hidratado substituido por vacuolos menores e
numerosos; agrupamento dos ribossomos; condensacdo da cromatina e
justaposicdo das mitocdndrias e cloroplastos; reducdo da secdo transversal da
raiz, da espessura da epiderme, da exoderme e do cortex; diminui¢do do niimero
de vasos de metaxilema; e aumento no numero de células do parénquima
(CONTRERAS-PORCIA et al, 2011; PENA-VALDIVIA et al., 2010;
PROCTOR; LIGRONE; DUCKETT, 2007).

Para prevenir ou reduzir danos, as células podem ativar mecanismos que
possibilitam sua sobrevivéncia no estado desidratado. Alguns dos processos ou
mecanismos utilizados sdo: aumento da vacuolizagdo, deposicdo de reservas
insoliveis, mudangas no citoesqueleto e na conformagdo do DNA,
desdiferenciacdo intracelular, reducdo do metabolismo, operagdo de sistemas
antioxidantes eficientes, sintese e acumulagdo de moléculas protetoras,
acumulagdo de moléculas anfipaticas, dobramento das membranas e formagao
de vesiculas para acomodar mudangas de volume (BERJAK; PAMMENTER,
2000; FARRANT, 2000, p. 33; WALTERS; WHEELER; GROTENHUIS,
2005).

Estudos sobre o restabelecimento da TD em plantulas relatam o
aparecimento de primoérdios de “raizes adventicias” ao redor da por¢ao final do
hipocotilo (GUTTERMAN; GOZLAN, 1998; GUTTERMAN; HUANG, 2004;
MASETTO, 2008, p.22; VIEIRA et al., 2010). O surgimento dessas raizes
ocorreu apos o apice da raiz primaria apresentar aspecto necrético, caracterizado
pelo escurecimento dos tecidos, ou quando a raiz primdria sobreviveu totalmente

(GUTTERMAN; HUANG, 2004; MASETTO, 2008, p. 22; VIEIRA et al.,
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2010). Em todos os casos, as plantulas formadas n3o apresentaram sinais
visiveis de baixa qualidade, indicando que essas raizes aumentam suas chances
de sobrevivéncia (EHLERS; GOSS, 2003; MASETTO, 2008, p. 22; VIEIRA et
al., 2010).

2.2.2 Aspectos moleculares da TD

Estudos sobre o programa genético utilizado por sementes ortodoxas na
aquisicio da TD durante seu desenvolvimento empregam frequentemente
técnicas de transcriptdmica e protedmica (BAI et al., 2011; BOUCHER et al.,
2010; OLVERA-CARRILLO et al., 2010; ROHRIG et al., 2006). Em sementes
maduras secas, tais analises tém revelado alta abundancia de transcritos
codificando para proteinas LEA, HSPs e peroxirredoxinas e envolvidos na
transducdo de sinais, desenvolvimento, metabolismo de carboidratos, sintese de
proteinas de armazenamento, metabolismo de lipideos, resposta a estresses
abioticos e fotossintese (FARRANT; MOORE, 2011; RODRIGUEZ et al., 2010;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006; ZHOU et al., 2008).

Marcadores bioquimicos de proteinas também podem ser empregados no
estudo de mudancas no programa genético relacionado a TD. A utilizacao desses
marcadores oferece vantagens, como a obten¢do de resultados em curto prazo
(72-96 h) e a simplicidade de operagdo (VIEIRA et al., 2009). Os marcadores
bioquimicos mais utilizados sdo os sistemas enzimaticos antioxidantes (por
exemplo: superoxidos dismutase, catalase, glutamato peroxidase e glutamato
redutase) e as proteinas resistentes ao calor (BONOME, 2006, p. 89; CAIXETA,
2009, p. 42; JOSE et al., 2005; VIEIRA et al., 2009).

As superoxido dismutases sdo metaloenzimas que catalisam a
transformacdo de duas moléculas de superéxido livres em oxigénio molecular e

peroxido de hidrogénio (BLACK; PRITCHARD, 2002). Entretanto, o peréxido
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de hidrogénio, que também ¢ toxico para as células, pode originar o radical
hidroxila, que ¢ muito reativo e leva a oxidacdo dos fosfolipidios de membranas,
do DNA e das proteinas (BAILLY et al., 2004). A catalase, presente nos
peroxissomas, ¢ uma das enzimas responsaveis por promover a desintoxicagdo
celular mediante a decomposi¢do desse peroxido de hidrogénio em oxigénio
molecular e 4dgua sem a producdo de radicais livres (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).

Outro aspecto relacionado a sobrevivéncia das sementes no estado
dessecado e durante a reidratacdo ¢ a manutencdo da integridade e da
conformacdo do DNA. O reparo eficiente do DNA assume papel de componente
critico da maquinaria celular e seu alcance pode ser visto como um fator
determinante do sucesso das células vegetais nos ciclos de
desidratacao/reidratacdo (BLACK; PRITCHARD, 2002).

Um indicativo da perda da integridade do DNA e da morte celular
programada ¢ a observac¢do de fragmentos de aproximadamente 180 pares de
bases em gel de eletroforese (BLACK; PRITCHARD, 2002; KRANNER et al.,
2011). Esses fragmentos sdo formados quando o Citocromo ¢ ativa a cascata da
para- ou metacaspase, resultando em ativagdo de DNAses, que sdo as
responsaveis pela geragdo dos fragmentos (KRANNER et al., 2011). Um
exemplo ¢ a formagdo de fragmentos de cerca de 200 pares de bases em
plantulas de Medicago truncatula com raiz primaria de 2 mm submetidas a

secagem (FARIA et al., 2005).

2.2.3 Perda e Restabelecimento da TD

Plantulas originadas de sementes ortodoxas perdem a TD primeiro na
raiz primaria. O ponto de inicio dessa perda, quando analisado em termos de

tempo de embebi¢do ou de comprimento de raiz primdria, varia entre espécies
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(FARIA et al., 2005; GUTTERMAN; HUANG, 2004; MASETTO, 2008, p. 23;
VIEIRA et al., 2010). Entretanto, independentemente da espécie, a perda da TD
coincide com a retomada da divisdo celular e da sintese de DNA e esta
relacionada a incapacidade das células de reconstituir o citoesqueleto
microtubular (FARIA et al., 2005).

A manutencdo da TD apds a germinagdo e durante a fase inicial do
desenvolvimento ¢ do crescimento talvez reduza a vulnerabilidade que existe
entre o estidio de plantula e planta estabelecida (BUITINK et al., 2003). E
provavel que o papel ecologico desse fendmeno seja a adaptacdo a
disponibilidade limitada de 4gua no solo resultante, por exemplo, de precipitacao
irregular (DAWS et al., 2007a; VIEIRA et al., 2010). Além disso, possivelmente,
a reaquisicdo da TD capacita as plantulas a uma rapida adaptacdo a condigdes
adversas durante as primeiras fases de seu estabelecimento, assegurando a
sobrevivéncia da progénie (BUITINK et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que tratamentos osmoticos sdo capazes de
restabelecer a TD em raizes primarias de plantulas submetidas a dessecagao e a
reidratagdo (BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005; LEPRINCE et al., 2000).
Em M. truncatula, a TD foi reinduzida em 84% das plantulas com raiz primaria
de at¢ 2 mm de comprimento tratadas com PEG e secas (as plantulas ndo
tratadas perderam irreversivelmente a TD) (FARIA et al., 2005). Plantulas de
Tabebuia impetiginosa, com raiz de 2,5 mm, tratadas com PEG e secas até 20%
de grau de umidade sdo capazes de manter a viabilidade em 31% dos casos,
enquanto o controle perdeu totalmente a viabilidade (VIEIRA et al., 2010). Em S.
virgata, o tratamento osmotico com PEG foi capaz de prevenir a morte de 45%
das plantulas com raiz priméaria de 3 mm de comprimento secas até¢ 10% de grau
de umidade (ndo houve sobrevivéncia entre as plantulas ndo tratadas)
(MASETTO, 2008, p.25). Acredita-se que os efeitos da incubacdo em PEG

sejam devidos ao fato de as plantulas tratadas permanecerem capazes de
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reconstruir o citoesqueleto microtubular, manter a integridade do DNA e seguir
seu desenvolvimento normal (FARIA et al., 2005).

Aplicagdes de ABA exdgeno, juntamente com o tratamento osmotico,
também produziram resultados positivos no restabelecimento da TD
(MASETTO, 2008, p. 39; VIEIRA et al., 2010). Nesse caso, acredita-se que o
tratamento osmotico ¢ o ABA operem na forma de estimulos independentes e

necessarios a reinducdo da TD (BUITINK et al., 2003).

2.2.4 Uso de plantulas no estudo da TD

Plantulas de espécies com sementes ortodoxas tém sido utilizadas como
modelos no estudo da sensibilidade a dessecacao (BUITINK et al., 2003, 2006;
FARIA et al., 2005; GUTTERMAN; HUANG, 2004; LEPRINCE et al., 2000;
MASETTO, 2008, p. 24; PUKACKA, 2001, p. 44; VIEIRA et al., 2010;
WHALLEY et al., 2001).

O uso desses modelos foi proposto com base em semelhangas entre
essas plantulas e sementes recalcitrantes: sensibilidade a dessecacgdo; conteudo
critico de 4gua tolerado, afetado pela fase do desenvolvimento, pela taxa de
secagem e pela temperatura de secagem; perda rapida da viabilidade quando
armazenadas hidratadas; e caracteristicas ultraestruturais, como alto grau de
desenvolvimento subcelular e de vacuolizagdo (SUN, 1999, p. 32).

O emprego de plantulas facilita estudos comparativos, garante maior
flexibilidade ao planejamento de experimentos e possibilita, por meio da
manipulagdo do tempo, da temperatura e da umidade, o controle da sensibilidade
a dessecacdo, da cinética da germinacdo e dos eventos do desenvolvimento
(BERJAK; PAMMENTER, 2008; SUN, 1999, p. 32).

Contudo, ha certa dificuldade em definir precisamente o que é uma

plantula. Com base no proposto por Fenner (1987, p. 35), este estudo considerou
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que uma plantula comega a existir no momento em que a semente germina, ou

seja, a partir da protrusdo radicular.

2.3 Armazenamento de sementes

O armazenamento ex sifu em bancos de sementes ¢ uma das melhores
estratégias para a conservagdo da diversidade genética vegetal e ¢ influenciado
por fatores genéticos, por condigdes ambientais durante o desenvolvimento das
sementes, por caracteristicas do ambiente de armazenamento ¢ pelo grau de
umidade e qualidade da semente (RAJJOU; DEBEAUJOUN, 2008). Nesse
sentido, o armazenamento bem conduzido preserva a qualidade e permite o uso
multiplo do material tendo decorrido longo tempo (BONOME, 2006, p. 5;
LEINO; EDQVIST, 2010). Em contraste, o armazenamento malconduzido pode
levar a deterioracdo das sementes, que perdem seu vigor e se tornam mais
sensiveis a estresses durante a germinagdo, podendo até perder a capacidade de
germinar (RAJJOU; DEBEAUJOUN, 2008).

Para o armazenamento bem-conduzido, devem ser levados em conta
fatores como a temperatura, a umidade relativa do ar e o grau de umidade das
sementes. A importancia desses fatores e suas interagdes sdo prioritarias para o
entendimento das exigéncias das espécies quanto & manutengdo da viabilidade
das sementes (BONOME, 2006, p. 6).

Além disso, as espécies se comportam de maneiras diferentes quando
mantidas sob as mesmas condi¢cdes. Sementes ortodoxas respondem
positivamente ao armazenamento ex sifu em ambiente frio e seco, sendo que
alguns registros apontam para a sobrevivéncia de sementes armazenadas por
cerca de 200 anos em condi¢des subotimas (DAWS et al., 2007b; LEINO;

EDQVIST, 2010). Contudo, o mesmo ndo ¢ verificado nas sementes
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recalcitrantes ou intermediarias, que nao sobrevivem se mantidas da mesma
forma (HONG; ELLIS, 1996; RAJJOU; DEBEAUJON, 2008).

Para as sementes com comportamento intermediario, a desidratagdo
pode, inicialmente, aumentar a longevidade no armazenamento, porém algumas
espécies sao sensiveis & desidratagdo e outras, a temperaturas abaixo de zero
(PRITCHARD, 2004, p. 140).

A manutencdo do vigor e da viabilidade de sementes recalcitrantes
durante o armazenamento requer a menor temperatura possivel que ndo cause
danos por congelamento. Mesmo assim, armazena-las inteiras somente ¢
possivel por médio e curto prazos, j4 que permanecem metabolicamente ativas e
tendem a progredir rumo a germinagdo se mantido o grau de umidade em que
sdo dispersas. Ainda, o grau de umidade pode favorecer a proliferagdo de fungos,

que também afetam a qualidade das sementes (BERJAK; PAMMENTER, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados nos Laboratorios de Sementes Florestais e
de Conservacdo Genética de Espécies Arboreas, ambos do Departamento de
Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
Laboratorio de Analise e Biotecnologia de Sementes, do Departamento de

Agricultura da UFLA e no Laboratério de Microscopia Eletronica da UFLA.

3.1 Coleta e beneficiamento de sementes

Frutos maduros (coloragdo marrom-escura) de 12 matrizes de Sesbania
virgata foram coletados, na regido de Lavras (21°22°°S, 45°1°’W), Minas Gerais,
em abril de 2010. O beneficiamento ocorreu no Viveiro Florestal do DCF/UFLA
e consistiu na quebra dos frutos no interior de sacos de aniagem com martelo de
borracha, seguindo as recomendagdes de Davide et al. (1995), e na separagdo
das sementes ¢ do material inerte (BRASIL, 2009, p. 93). Foram descartadas as
sementes de coloracdo marrom-escura, por terem supostamente sido produzidas
no ano anterior, ja que a espécie forma banco de sementes aéreo.

As sementes foram pesadas, colocadas em sacos plésticos selados (nao-
herméticos) ¢ armazenadas em cdmara fria a 5°C, onde permaneceram até o

inicio dos experimentos.

3.2 Determinacio do grau de umidade

A determinacdo do grau de umidade foi realizada com base nas Regras
para a Analise de Sementes (BRASIL, 2009, p. 214), ou seja, pelo método da
estufa, a 103+2°C, por 17+1 h, utilizando-se quatro repetigdes de 2 g de
sementes. Os resultados foram calculados com base no peso das sementes

umidas.
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3.3 Testes de germinacio

A dorméncia tegumentar das sementes foi superada por escarificagdo
quimica com uso de acido sulfirico concentrado por 60 min (VEASEY;
TEIXEIRA DE FREITAS, 2002). Em seguida, as sementes foram lavadas em
agua corrente por 10 min, desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2% por 5
min e dispostas em rolos de papel de filtro umedecidos. Os testes foram
conduzidos durante aproximadamente 36 h, em cdmaras de germinagdo do tipo

BOD, a 30°C, sob luz branca constante.

3.4 Perda e Restabelecimento da TD

3.4.1 Secagem rapida

Plantulas com raiz primaria de 1 e 2 mm de comprimento foram secas
em caixas do tipo gerbox, contendo, na parte inferior, silica gel ativada e a
reducdo em seu peso acompanhada por pesagens periddicas (0, 1, 2, 3, 6,9, 12,
18 € 24 h).

Ao final da desidratacdo, as plantulas foram pré-umidificadas em
atmosfera imida (100% UR) por 24 h, a 30°C no escuro, ¢ colocadas nas
mesmas condigdes usadas para a germinagao.

Paralelamente, antes e apos a secagem, foi determinado o grau de
umidade das plantulas, aplicando o método da estufa a 103+2°C durante 17 h. Os
graus de umidade foram expressos na base imida.

Para a redugdo do erro derivado da precisdo da balanga, foram utilizadas

quatro repeticdes de 25 plantulas por comprimento de raiz.
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3.4.2 Secagem lenta

Plantulas com raiz primaria de 1 e 2 mm de comprimento foram secas
em caixas de secagem, contendo, na parte inferior, solugdes salinas concentradas
de NaCl e Mg(NO3),, as quais mantiveram as umidades relativas de 76 ¢ 53%,
respectivamente. Nessas condigdes, as sementes foram conservadas a 20°C, por
quatro dias, no meio com umidade relativa mais alta, e depois, transferidas para
o meio com umidade relativa mais baixa, onde permaneceram por mais quatro
dias. A redugdo em seu peso foi acompanhada por pesagens diarias.

Ao final da desidratagdo, as plantulas foram pré-umidificadas em
atmosfera imida (100% UR) por 24 h, a 30°C no escuro, e colocadas nas
mesmas condicdes usadas para a germinacdo. Paralelamente, foi determinado o
grau de umidade das plantulas, aplicando o método ja descrito.

Para a reducgdo do erro derivado da precisdo da balanga, foram utilizadas

quatro repeticdes de 25 plantulas por comprimento de raiz.

3.4.3 Perda da TD

Para a avaliacdo da perda da TD apds a germinacdo, plantulas com raiz
primaria com 1, 2, 3 ¢ 5 mm de comprimento foram submetidas a secagem
rapida (até que atingissem seu teor de agua original (aproximadamente 10% de
grau de umidade). Durante a desidratacdo, foram realizadas pesagens periddicas
até que o peso coincidisse com o peso desejado, correspondente ao grau de
umidade almejado e calculado por meio da expressdo proposta por Cromarty,
Ellis e Roberts (1985).

_ M,(100-U))

M, =—————,onde
100-U,
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My = massa da amostra (g) no grau de umidade desejado apds a
secagem;

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

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

Uq = grau de umidade desejado (%) ap0s a secagem.

Apo6s a desidratacdo, as plantulas foram pré-umidificadas em camara
umida (100% UR), durante 24 h, a 30°C, e colocadas nas mesmas condi¢des
usadas para a germinacdo. Aquelas que retomaram seu desenvolvimento e
originaram plantulas normais foram consideradas tolerantes a dessecacao.

O experimento foi conduzido com 4 repeti¢des de 20 plantulas para cada

comprimento de raiz.

3.5 Armazenamento de plintulas

Plantulas com 1 mm de raiz primaria foram submetidas a trés
tratamentos previamente ao armazenamento: secagem direta em silica gel
(umidade relativa do ar no interior da caixa de 8%), até atingirem 10% de grau
de umidade; incubacdo em PEG + secagem em silica gel; e incubagdo em

PEG+ABA + secagem em silica gel (Figura 1).
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TEMPO 0 (ZERO) DE REIDRATAGAO -
ARMAZENAMENTO ’ GERMINACAO

Figura 1: Fluxograma da metodologia adotada para a avaliagdo da tolerancia das
plantulas de Sesbania virgata ao armazenamento.

Plantulas com 3 mm de raiz primaria foram submetidas a dois
tratamentos antes do armazenamento: incubagdo em PEG + secagem em silica
gel até atingirem 10% de grau de umidade e incubagdo em PEG+ABA +
secagem em silica gel (Figura 1).

As plantulas foram colocadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro,
contendo uma folha de papel de germinacdo umedecida com 12 mL de solucao
PEG 8000 (380 g de PEG 8000 dissolvidos em 1 L de agua). No caso de
PEG+ABA, foi utilizada solugdo com a mesma concentragdo de PEG acrescida
de solugdo de ABA (100 uM). Em ambos os casos, as plantulas permaneceram

nessas condi¢des durante 72 h, a 5°C, o que implicou um potencial osmotico de
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-2,04 MPa, suficiente para impedir a continuacdo do crescimento das raizes
(MASETTO, 2008, p. 16). Para o preparo da solucdo estoque de ABA, o
composto foi dissolvido em KOH 1N e, em seguida, neutralizado em HCI 1N.

Ap6s esse periodo, as plantulas foram lavadas durante 10 min em agua
corrente para a remog¢ao dos residuos de solucao e secas superficialmente sobre
papel toalha para eliminar o excesso de 4gua. Paralelamente, foi determinado o
grau de umidade das plantulas.

Em seguida, as plantulas (incluindo aquelas sem incubag¢dao em PEG ou
PEG+ABA) foram desidratadas em caixa gerbox contendo silica gel ativada até
que atingissem seu teor de 4gua original. Durante a desidratacdo, foram
realizadas pesagens periddicas até que o peso coincidisse com o peso desejado,
correspondente ao grau de umidade almejado e calculado por meio da expressao
proposta por Cromarty, Ellis e Roberts (1985).

As plantulas foram entdo armazenadas em sacos plasticos selados, ao
abrigo da luz, em camara fria (5°C e 35-40% UR), freezer (-15°C e 59+7% UR)
e sala climatizada (22°C e 35+1,6%UR), por 30, 60, 90, 180 e 240 dias. Devido
a disponibilidade de plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento
incubadas em PEG, secas e armazenadas a -15°C e a 22°C e incubadas em
PEG+ABA, secas e armazenadas a 5°C, realizou-se o armazenamento dessas
plantulas até os 400 dias.

Com o objetivo de verificar a viabilidade das plantulas logo apds a
desidratacdo (tempo 0 de armazenamento), amostras foram retiradas, pré-
umidificadas em cAmara imida (100% UR), durante 24 h, a 30°C, no escuro, €
reidratadas sobre papel umedecido, a 30°C e luz branca constante. Plantulas que
retomaram o crescimento normal, com hipocoétilo reto, delgado e alongado e
epicdtilo bem desenvolvido, com folhas primarias verdes e em expansdo

(BRASIL, 2009, p. 166), foram consideradas tolerantes a dessecacdo.
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Apos cada periodo de armazenamento, amostras foram pré-umidificadas
e reidratadas como descrito anteriormente. Plantulas que retomaram o
crescimento normal foram consideradas tolerantes a dessecacdo ¢ ao
armazenamento.

Para efeito de comparagdo, sementes secas (ndo submetidas a
germinacdo e desidratagdo) também foram armazenadas nas mesmas condigdes
e pelos mesmos periodos de tempo descritos anteriormente. Ao fim de cada
intervalo de armazenamento, amostras tiveram a viabilidade avaliada por meio
de testes de germinagao.

O experimento foi conduzido com quatro repeticdes de 20 plantulas

(sementes, no caso do controle) por tratamento.

3.6 Avaliacao da integridade de membranas

Para a avaliagdo da integridade de membranas, foram realizados testes
de condutividade elétrica e andlise de imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV).

O teste de condutividade elétrica foi efetuado, utilizando quatro
repetigoes de 25 sementes ou plantulas para cada tratamento:

1. Controle: sementes imersas em acido sulfurico por 1 min e lavadas em
agua corrente por 10 min. As sementes passaram por rapida exposicdo
em acido com o objetivo de reduzir o erro derivado do uso do acido nos
outros tratamentos;

2. Sementes escarificadas em acido sulfirico por 60 min e lavadas em agua
corrente por 10 min;

3. Plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento submetidas a
secagem em silica gel e pré-umidificagdo conforme descrito

anteriormente;
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4. Plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento incubadas em
solugdo de PEG+ABA, a 5°C, por 72 h, secas em silica gel e pré-
umidificadas, como descrito anteriormente;

5. Plantulas com raiz primaria de 3 mm de comprimento submetidas a
secagem em silica gel e pré-umidifica¢do da forma j4 apresentada.

As amostras correspondentes a cada tratamento foram pesadas em
balanca analitica com precisdo de 0,001 g e colocadas em beckers plésticos
contendo 150 mL de 4gua deionizada, permanecendo por um periodo de 24 h a
temperatura constante de 25°C. Com um condutivimetro de massa (DIGIMED,
DM31), foi efetuada a leitura em puS/cm/g e os resultados expressos com base no
peso da amostra por meio da féormula:

Condutividade lida — condutividade da  dgua

Condutividade(uS /cm/ g) =
(u g) Peso das sementes (g)

O peso das sementes “duras” nos tratamentos “Controle” e “Sementes
escarificadas por 60 minutos” foi descontado do peso total da amostra na
realizagao dos calculos.

Para as analises de MEV, foram isoladas de quatro a seis radiculas ou
raizes primarias de cada um dos seguintes tratamentos:

- Controle: radiculas de sementes frescas (ndo escarificadas ou
embebidas);

- Plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento secas em silica
gel;

- Plantulas com raiz primaria de 3 mm de comprimento secas em silica
gel;

As raizes foram imersas em solucdo fixativa Karnovisky modificado
(Glutaraldeido 2,5%, Paraformaldeido 2,0%, Tampao Cacodilato 0,05M, pH 7,2)

por, no minimo, uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram
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transferidas para liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30 min e cortadas
longitudinalmente em nitrogénio. Os fragmentos obtidos foram transferidos para
uma solucao de tetroxido de ésmio 1% (3 gotas) e 4gua suficiente para cobri-los
por uma hora, lavados trés vezes em agua destilada, desidratados em série de
acetona (25, 50, 75, 90 e 100%) e levados para o aparelho de ponto critico. O
material foi montado em suportes de aluminio stubs, coberto com ouro e
observado em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP. Foram

geradas e registradas digitalmente varias imagens para cada amostra.

3.7 Avaliacao da integridade do DNA

A avaliacdo da integridade do DNA foi feita em radiculas e raizes

primdrias conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos para avaliacio da integridade do DNA.

Comprimento  Tratamento para Tempo de Temperatura de
da radicula / restabelecimento armazenamento armazenamento
raiz primaria da TD
controle - 240 dias 5°C
Sem armazenamento -
Secagem direta 90 e 240 dias 5°C
1 mm 22°C
Sem armazenamento -
PEG -
90 e 240 dias 5°C
Secagem direta Sem armazenamento -
3 mm Sem armazenamento -
PEG

90 e 240 dias 5°C
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O controle consistiu de sementes secas, ou seja, nao submetidas a
qualquer tipo de tratamento.

A porgdo distal (aproximadamente 1 mm) das radiculas ou raizes
primarias foi retirada, acondicionada imediatamente em microtubos imersos em
nitrogénio liquido e armazenada em freezer (-15°C) até o momento da extragdo.

As amostras (trés repeticdes de 25 pontas de radicula / raiz primaria por
tratamento) foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido até a
obtenc¢dao de um po6 bem fino e misturadas com 600 pL de tampao de extracao
(0,6 M NaCl; 0,1 M Tris HCI; 0,04M EDTA; 2% Sarcosyl; 0,5% SDS; 40%
Ureia 12 M; 5% fenol equilibrado). Os microtubos foram agitados em vortex e
acrescentaram-se 600 pL de fenol-cloroférmio (1:1 v/v). Em seguida, foram
levados a centrifuga por 20 min a 4.000 rpm a 20°C. O volume da fase aquosa
foi determinado e adicionaram-se 80% do volume de isopropanol. Os
microtubos foram agitados gentilmente e deixados em temperatura ambiente por
10 min. Decorrido esse tempo, foram centrifugados por 10 min a 35.000 rpm a
20°C. A fase aquosa foi descartada, o pélete lavado com etanol 80%, dissolvido
em TE pH 8,0 (10 mM TRIS-HCl e 1 mM EDTA) e armazenado a 4°C.

Para a avaliagdo por eletroforese, foram utilizados o marcador 1Kb Plus
DNA Ladder (1 pg/uL) e 5 uL de cada amostra em um gel de agarose 1% com
coloracdo de brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no
equipamento EDAS 290 (Kodak®).

A integridade do DNA foi atestada quando a amostra originou uma
banda integra na parte superior do gel, sem sinais de degradagdo ou formagao de
diversas bandas com fragmentos menores em intervalos de, aproximadamente,

200 pb (DNA laddering).
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3.8 Padraes eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor e catalase

Os padroes eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor e catalase
foram caracterizados em pontas de raizes primarias de plantulas submetidas aos
mesmos tratamentos adotados para a avaliacdo da integridade do DNA (Tabela
1), exceto nos tratamentos que envolveram o armazenamento das plantulas por
240 dias. O controle utilizado e a forma de isolamento e armazenamento do
material também foram idénticos.

As extragdes foram realizadas em trés repeticdes biologicas de 25 pontas

de raiz primaria por tratamento.

3.8.1 Proteinas resistentes ao calor (HSP)

As amostras foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido, até
a obtengdo de um pd bem fino, e misturadas com tampao de extragdo (50 mM
Tris HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,005 M MgCl,; 0,001 M PMSF; ¢ 0,1% pB-
mercaptoetanol) na propor¢do 1:10 (peso da amostra:volume do tampdo). Os
microtubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 min a 4°C. O sobrenadante
foi recolhido para novos microtubos, que foram colocados em banho-maria por
15 min a 85°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas da mesma forma
como anteriormente. Foram pipetados 70 pL. do extrato para novos microtubos,
aos quais foram adicionados 40 pL de tampao da amostra (2,5 mL glicerol; 0,46
g SDS; 20 mg azul de Bromofenol e tampéao de extracdo em q.s.p. 20 mL). Os
microtubos foram entdo imersos em agua fervente por 5 min e 50 pL da amostra
foram aplicados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e
6% (gel concentrador). Promoveu-se a corrida eletroforética, realizada a 150 V
por 5 h. A coloragdo do gel foi feita, utilizando-se solugdo de 0,05% Coomassie

Brilhante Blue R 250 por 12 h e solugao de acido acético para descoloragdo.



34

A imagem do gel foi feita, utilizando-se scanner Umax, modelo
PowerLook 1120. A analise das bandas e os calculos de seu peso molecular e de
seu volume bruto foram realizados com o auxilio do programa GelAnalyzer

2010 (LAZAR; LAZAR, 2010).

3.8.2 Catalase

Para a extragdo da catalase, as amostras foram maceradas separadamente
em nitrogénio liquido até a formacdo de um p6 bem fino e misturadas com 250
uL de tampao Tris HCl 0,2M pH 8,0 + (0,1% de B-Mercaptoetanol, 0,4% de
PVP, 0,4% de PEG e 1 mM EDTA). O material foi homogeneizado em vortex e
mantido por 12 h a 4°C. Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas
a 16.000 rpm por 30 min a 4°C e 50 pL de sobrenadante foram aplicados em gel
de poliacrilamida NATIVA PAGE a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel
concentrador). Promoveu-se a corrida eletroforética a 110 V por 6 h. O sistema
gel / eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. pL.

Terminada a corrida, os géis foram revelados para o sistema enzimatico
catalase, conforme Alfenas (1998), e a imagem do gel foi feita utilizando

scanner (Umax, PowerLook 1120).

3.9 Formacao de raizes laterais

Plantulas com 1 mm de raiz primaria foram submetidas a secagem direta
em silica gel ativada (8%) até que fossem atingidos 10% de grau de umidade.
Apoés a desidratagdo, as amostras foram pré-umidificadas em cdmara Umida
(100% UR), durante 24 h, a 30°C, no escuro, e reidratadas sobre papel
umedecido, em placas de Petri, a 30°C e luz branca constante.

Nos casos em que houve retomada do crescimento, o hipocotilo foi

retirado, fixado em FAA 70 (formaldeido + acido acético + 70% de alcool
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etilico) por 72 h e mantido em solucdo de 70% de alcool etilico até o0 momento
da realizagdo dos cortes.

Os cortes foram realizados a mao livre, com lamina cortante, em suporte
de medula de peciolo de Cecropia sp., seguindo-se a metodologia usual. As
secoes foram clarificadas em solucao de hipoclorito de so6dio (20%), lavadas em
dgua destilada e coradas com solucdo de safranina (0,1%) e azul de Astra (1%).
Em seguida, os cortes foram montados entre lamina e laminula, em agua
glicerinada (1:1). Os registros fotograficos foram realizados em fotomicroscopio

(Olympus, BX 51), no Laboratério de Anatomia da Madeira do DCF/UFLA.

3.10 Analise dos dados

Os dados percentuais de retomada do crescimento apds o
armazenamento ¢ de sobrevivéncia apds a realizagdo das curvas de secagem em
diferentes velocidades e os valores de condutividade elétrica foram submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Quando constatada distribuigdo nao-
normal (p<0,05), os dados foram convertidos ao arco seno da raiz quadrada de
x/100. Em seguida, foram submetidos a analise de varidncia (ANAVA) e ao
teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%, exceto os dados de
sobrevivéncia apds diferentes velocidades de secagem, que foram comparados
pelo teste t ao nivel de significancia de 5%.

As andlises foram realizadas, utilizando o programa SISVAR 5.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da velocidade de secagem

O progresso da secagem foi semelhante em plantulas de Sesbania
virgata com raiz primdria de 1 e 2 mm de comprimento, independentemente do
método empregado (Figura 2). O método de secagem lenta permitiu reducdo no
teor de 4gua de 57 para 13% nas primeiras 145 h (Figura 2A). Nas 48 h
seguintes, essa reducdo foi menor, com o grau de umidade chegando a 12%. A
porcentagem de reinducdo do crescimento apdés a secagem lenta variou
drasticamente entre os comprimentos de raiz (Figura 2B). Enquanto houve
reindu¢do em 65% das plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento,
ndo foi observada reindugdo nas plantulas com raiz de 2 mm secas lentamente.
Acredita-se que, na secagem lenta, tecidos sensiveis a dessecacdo permanecam
por um periodo prolongado em teores de agua intermedidrios, nos quais ocorrem
processos deletérios relacionados a secagem (VERTUCCI; FARRANT, 1995).
Além disso, a perda de viabilidade pode ser considerada uma consequéncia da
faléncia dos mecanismos protetores contra a atividade de espécies reativas de

oxigénio (VARGHESE et al., 2011).
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Figura 2: Plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1 ¢ 2 mm de
comprimento submetidas a secagem lenta ¢ rapida até 10% de grau de

umidade: (A) Curvas de secagem (no detalhe, o progresso da curva de
secagem lenta); (B) Sobrevivéncia média. Letras maiusculas comparam
comprimentos de raiz na velocidade de secagem. Letras minusculas

comparam velocidades de secagem para o mesmo comprimento de raiz.

Valores seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste t a 5%.

Ja a secagem rapida reduziu o teor de agua para 10,5% em 24 h de

secagem, em plantulas com ambos os comprimentos de raiz primaria (Figura

2A). Novamente, a porcentagem de reinducdo do crescimento foi diferente entre

os comprimentos: 85% em 1 mm e 33% em 2 mm (Figura 2B). Esses resultados

podem estar associados ao fato de a secagem rapida minimizar o tempo de

permanéncia em teores de agua intermediarios, limitando a acumulagdo de danos

resultantes de processos deletérios associados a desidratacio (BLACK;

PRITCHARD, 2002).

Na maior velocidade de secagem, houve reindugdo do crescimento em

plantulas com raiz de 2 mm (33%), enquanto na velocidade mais baixa todas as

plantulas morreram (Figura 2B). Esses resultados reafirmam que a velocidade de
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secagem influencia a sensibilidade a dessecagdo das plantulas e confirmam que a
secagem rapida de tecidos sensiveis a dessecagdo permite a sobrevivéncia em
teores de 4gua mais baixo que a secagem lenta (NTULI et al.,, 2011;
PAMMENTER et al., 1998; VARGHESE et al., 2011). Acredita-se que isso seja
consequéncia de menos efeitos adversos ocorrerem sobre o metabolismo e os
sistemas de processamento de radicais livres quando a desidratacdo ¢ mais
rapida (NTULI et al., 2011). J& para plantulas com raiz primaria de 1 mm, a
velocidade de secagem nao influenciou na porcentagem de sobrevivéncia
(Figura 2B).

Sun (1999, p. 32) propos o uso de sementes ortodoxas germinadas como
modelo para o estudo e a compreensdo da tolerancia a dessecacdo devido a sua
similaridade com sementes recalcitrantes. Um dos argumentos a favor dessa
sugestdo ¢ que o conteudo critico de agua tolerado pelas sementes ortodoxas

germinadas e pelas sementes recalcitrantes ¢ afetado pela taxa de secagem.

4.2 Perda e restabelecimento da TD

O comprimento de raiz primaria no qual plantulas formadas a partir de
sementes ortodoxas perdem a TD varia de acordo com a espécie e pode mesmo
variar segundo a cultivar (FARIA et al., 2005; GUTTERMAN; HUANG, 2004;
VIEIRA et al., 2010).

As porcentagens de reinducdo do crescimento das plantulas de S. virgata
com diferentes comprimentos de raiz primaria submetidas a secagem direta em
silica gel até atingirem 10% de grau de umidade estdo apresentadas no Grafico 1.
Apenas as plantulas com raiz primaria com 1 mm de comprimento mantiveram
alta a sobrevivéncia apos a secagem (91%), sendo que aquelas com 2 ¢ 3 mm

apresentaram 16% de sobrevivéncia e as com 5 mm ndo sobreviveram.
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Grafico 1: Porcentagem de reindu¢do do crescimento de
plantulas de S. virgata com raiz primaria em diferentes
comprimentos submetidas a secagem em silica gel a 10%
de umidade, seguida de pré-umidificagdo e reidratagdo.

Trabalhando com outro lote da mesma espécie e utilizando o mesmo
protocolo de secagem, Masetto (2008, p. 24) encontrou resultados similares,
com alta taxa de sobrevivéncia (97%) de plantulas com 1 mm de raiz primaria
desidratadas ao teor de agua original da semente seca (em torno de 10% de grau
de umidade). Também foram obtidos resultados semelhantes com os outros
comprimentos de raiz, que, nesse caso, ndao sobreviveram (MASETTO, 2008,
p.25).

O método de secagem utilizado para alcancar os 10% de grau de
umidade, a secagem com silica gel, pode ter provocado uma desidratacdo tao
rapida das plantulas com 2 mm ou mais de comprimento de raiz a ponto de

diminuir as chances da sintese de novo de componentes protetores (FARIA et al.,
2005).
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Os efeitos negativos da dessecacdo na sobrevivéncia das células e
tecidos estdo correlacionados a varios fatores, dentre eles: desarranjo do
citoesqueleto e falhas na opera¢do de sistemas eliminadores de radicais livres
(FARIA et al., 2005; GARNCZARSKA; BEDNARSKI; JANCELEWICZ, 2009;
PROCTOR; LIGRONE; DUCKETT, 2007).

No lote de S. virgata avaliado, a perda da capacidade de reindugdo do
crescimento apds secagem foi drasticamente reduzida quando a raiz primaria
atingiu 2 mm de comprimento, independente do tratamento adotado (dados nao
apresentados). Para Masetto (2008, p. 28), foi possivel a reindugdo do
crescimento apds o tratamento com PEG e PEG+ABA em plantulas com raiz
primaria de at¢ 5 mm de comprimento. Acredita-se que a heterogeneidade
existente entre individuos de espécies ndo domesticadas e as variagdes
ambientais naturais entre os anos durante a fase de maturagdo das sementes
influenciem, além da profundidade da dorméncia e da produgdo de sementes, a
resposta a dessecagdo de sementes e plantulas (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006; HONG; ELLIS, 1996). Além disso, devido exatamente a essa
heterogeneidade, talvez o tempo, a temperatura de incuba¢do no PEG, o
potencial hidrico e/ou a concentragdo de ABA utilizados ndo tenham sido ideais
para o lote analisado.

A incubacdo em PEG ou PEG+ABA, seguida de secagem até 10% de
grau de umidade, ou a secagem direta proporcionaram valores estatisticamente
iguais de sobrevivéncia (94, 86 e 91%, respectivamente) a plantulas com raiz
primaria de 1 mm de comprimento. Essas plantulas retiveram a competéncia
para retomar o crescimento, confirmando a existéncia de um periodo no
desenvolvimento entre a germinagdo e o estabelecimento da plantula em que a
TD ainda ndo foi perdida ou pode ser restabelecida (BUITINK et al., 2003).

Em outras espécies arboreas também foi constatada a existéncia desse

periodo. Em Cedrela fissilis, a secagem direta provocou a morte de todas as
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plantulas, independente do comprimento de raiz. Contudo, o tratamento com
PEG foi capaz de restabelecer a TD em plantulas com raiz de 1 ¢ 2 mm (71 e
29%, respectivamente) e a incubacdo em PEG+ABA somente naquelas com 1
mm (100%) (MASETTO, 2008, p. 62). Plantulas de Tabebuia impetiginosa com
até 2,5 mm de comprimento de raiz primaria mantiveram a porcentagem de
reinducdo do crescimento acima de 50% apos secagem em silica gel até 20% de
grau de umidade e reidratacdo e apds incubacdo em PEG seguida de secagem e
reidratagdo (VIEIRA et al., 2010). Nessa espécie, a incubacdo em PEG+ABA foi
capaz de restabelecer a TD nas plantulas com raiz de 3 mm de comprimento
(VIEIRA et al., 2010).

Acredita-se que a sustentagdo da TD apds a germinagdo e durante a fase
inicial do desenvolvimento e do crescimento diminua a vulnerabilidade que
existe entre o estadio de plantula e planta estabelecida e possibilite rapida
adaptacdo a condigdes ambientais adversas, como o suprimento limitado de agua
(BUITINK et al., 2003, 2006; VIEIRA et al., 2010).

Somente 16% das plantulas de S. virgata com raiz primaria com 3 mm
de comprimento resistiram a secagem até 10% de grau de umidade. Quando a
secagem foi antecedida por incubacdo em PEG ou PEG+ABA, ndo houve
melhora do resultado, ou seja, as raizes permaneceram sensiveis a dessecagdo. E
possivel que isso tenha ocorrido devido a reativagdo e progressdo do ciclo
celular, com aciimulo de células nas fases G2/M, com o DNA duplicado, que sao
mais sensiveis a estresses (BAGNIEWSKA-ZADOWRNA, 2008, p. 184,
DELTOUR, 1985, p. 67, FARIA; LAMMEREN; HILHORST, 2004). Ainda
assim, foi realizado o armazenamento dessas plantulas incubadas em PEG e
PEG+ABA. Conforme esperado, as plantulas ndo resistiram ao armazenamento

em nenhum dos ambientes.
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A partir desses resultados, optou-se por trabalhar com plantulas com raiz
primaria com 1 e 3 mm de comprimento por oferecem um contraste claro na
resposta a secagem.

Sementes secas (ndo escarificadas, nem germinadas) foram mantidas nas
mesmas condigdes de armazenamento das plantulas com raiz primaria de 1 e 3
mm, ou seja, a -15, 5 e 22°C por 30, 60, 90, 180 e 240 dias em sacos plasticos
selados e ao abrigo da luz. Essas sementes mantiveram altas as porcentagens de
formagdo de plantulas normais (entre 100 e 80%), sem diferencas significativas
entre os tratamentos. Esse comportamento é esperado para sementes ortodoxas,
como as de S. virgata, que toleram o armazenamento em baixa temperatura e
baixa umidade relativa do ar por longo tempo, sendo que a reducdao da
temperatura (dentro de limites) é benéfica para a longevidade das sementes
(HONG:; ELLIS, 1996).

O sucesso do armazenamento das plantulas com raiz primaria de 1 mm
de comprimento, secas diretamente até 10% de grau de umidade ou incubadas
em PEG ou PEG+ABA antes da secagem, mostrou-se dependente da
temperatura.

As plantulas com raiz primaria de 1 mm, submetidas a secagem direta e
armazenadas por 240 dias, alcangcaram maiores porcentagens de reindugdo do
crescimento quando mantidas a 5°C (50%) e a -15°C (64%) (Grafico 2). No caso
do armazenamento a -15°C, a sobrevivéncia se manteve até os 60 dias de
armazenamento. Aos 90 dias, houve uma queda para 51% e a sobrevivéncia
manteve-se até os 240 dias. Quando o armazenamento foi realizado a 5°C, houve
uma reducdo na porcentagem de retomada do crescimento nos primeiros 30 dias
(de 91 para 76%) e outra em torno de 180 dias (de 76 para 54%). No
armazenamento a 22°C, a sobrevivéncia nao se alterou entre 30 e 60 dias. Entre
60 e 90 dias, houve diminui¢do de 66 para 29%, valor que nio se alterou

significativamente até os 240 dias.
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Grafico 2: Porcentagem de reindug@o do crescimento de
plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1 mm de
comprimento submetidas a secagem em silica gel até 10%
de grau de umidade e armazenamento em diferentes
temperaturas. As barras representam o desvio padrio da
média.

Plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1 mm tratadas com PEG,
secas rapidamente até 10% de grau de umidade e armazenadas por 240 dias,
alcangaram porcentagens de reindugdo do crescimento maiores a -15°C (55%)
(Gréafico 3). Essas plantulas foram capazes de manter a alta viabilidade nos
primeiros 90 dias de armazenamento (de 84 para 79%), experimentando um
decréscimo de 18% nos 90 dias seguintes. Aos 400 dias, essas plantulas
mantiveram a viabilidade acima dos 50% apds 400 dias. O armazenamento a
5°C proporcionou resultados semelhantes aos obtidos a -15°C durante cerca de
180 dias, quando a redug@o observada produziu um resultado significativamente

menor (14%) do que a -15°C. A 22°C, a porcentagem de reindugdo do
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crescimento foi decrescendo progressivamente durante o armazenamento,

chegando a 8% aos 400 dias.
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Grafico 3: Porcentagem de reinduc¢do do crescimento de
plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1 mm de
comprimento submetidas a incubagdo em PEG por 72 h
seguida de secagem em silica gel até 10% de grau de
umidade e armazenamento em diferentes temperaturas. As
barras representam o desvio padrdo da média.

A incubacdo de plantulas com raiz primaria de 1 mm em solugdo de
PEG+ABA, como ja apresentada, ndo alterou a sobrevivéncia apos a secagem
(86%). Quando essas plantulas foram armazenadas, observou-se que a
temperatura que menos afetou a viabilidade foi -15°C (42% ap6s 240 dias)
(Grafico 4). A viabilidade dessas plantulas reduziu-se significativamente nos
primeiros 90 dias (de 86 para 59%) e manteve-se estatisticamente igual até os
240 dias (42%). A viabilidade das plantulas mantidas a 5°C diminuiu nos
primeiros 30 dias (de 86 para 70%), permaneceu estavel nos 60 dias seguintes

(de 60 para 61%) e, entre 90 e 180 dias de armazenamento, chegou a 31%. Aos
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400 dias, somente 11% das plantulas foram capazes de retomar o crescimento
normal. As plantulas armazenadas a 22°C apresentaram reducgdo gradativa na

porcentagem de reinducdo do crescimento, atingindo os menores valores aos 240
dias (1%).

100 1

—e— -15°C

Reindugao do crescimento (%)

T T 1

0 100 200 300 400
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Grafico 4: Porcentagem de reinducdo do crescimento de
plantulas de S. virgata com raiz priméaria de 1 mm de
comprimento submetidas & incubagdo em PEG+ABA por
72 h seguida de secagem em silica gel at¢ 10% de grau de
umidade e armazenamento em diferentes temperaturas. As
barras representam o desvio padrdo da média.

Assim, para essas plantulas, independentemente do tratamento, quar to
mais baixa a temperatura do ambiente de armazenamento, maior a porcentage m
de sobrevivéncia. A temperatura baixa, aliada ao baixo grau de umidade, talvzz
restrinja a mobilidade e a interagdo de moléculas e radicais livres e reduza a
velocidade de processos degradativos e reacdes enzimaticas (BERJAK, 2006, p.

4; SPANO et al., 2007).
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Esses resultados sugerem que plantulas de S. virgata sdo mais sensiveis
ao armazenamento em temperaturas mais elevadas. Em sementes de Colocasia
esculenta e de Pyrus betulaefolia, o armazenamento em baixas temperaturas (4°
- 5°C) foi mais recomendado do que em temperatura ambiente devido a menor
ocorréncia de peroxidacao de lipideos de membrana (BAO; SHA; ZANG; 2011;
PRICE et al., 2007). Da mesma forma, altas temperaturas de armazenamento
foram deletérias para sementes de Helianthus annuus por aumentarem a
ocorréncia de processos oxidativos e a acumulacdo de radicais livres
(CORBINEAU et al., 2002).

Tratamentos de restri¢do hidrica utilizando PEG e/ou PEG+ABA tém
sido empregados em diversos estudos de reindugdo da TD em plantulas
(AVELANGE-MACHEREL et al., 2006; BUITINK et al., 2003, 2006; FARIA
et al., 2005; LEPRINCE et al., 2000, 2004; MASETTO, 2008; VIEIRA et al.,
2010). Nesses casos, verificou-se que a TD ¢ mantida ap6s a germinacao
enquanto a raiz primaria ndo atinge um comprimento determinado (variavel de
acordo com a espécie). Uma vez perdida, a TD pode ser reinduzida com o uso
desses tratamentos também até certo ponto de crescimento da raiz. Desse
momento em diante, as plantulas se tornam irreversivelmente sensiveis a
dessecacdo.

Foram utilizadas, na maior parte deste estudo, plantulas de S. virgata
com raiz primaria em dois pontos contrastantes: antes da perda da TD e apds sua
perda irreversivel (de acordo com os tratamentos empregados). Essas plantulas
foram submetidas a incubagcdo em PEG e PEG+ABA no intuito de avaliar seu
efeito sobre a longevidade no armazenamento. Foi reportado que esses
tratamentos paralisam o crescimento radicular, provocam mudangas nos niveis
de transcritos que controlam a expressdo de enzimas em resposta a estresses,
induzem o acumulo de protetores, como deidrinas e sacarose; geram ajuste

osmoético via rearranjo das membranas e induzem a sintese de proteinas
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nucleares (AVELANGE-MACHEREL et al., 2006; BOUDET et al., 20006;
BUITINK et al., 2003, 2006; FARIA et al., 2005; LEPRINCE et al., 2004).
Contudo, ndo foram observadas as melhoras esperadas, principalmente por que a
secagem direta em silica gel foi suficiente para a manuten¢do da viabilidade
durante o periodo avaliado. E provavel que variagdes nos tratamentos de
restri¢ao hidrica adotados poderiam ter proporcionado os efeitos esperados.

O PEG também ¢ utilizado para o condicionamento fisioldgico de
sementes (priming). Nesse caso, as sementes secas passam por hidratacao
controlada (em agua ou solugdo osmotica) e suficiente somente para ativar o
metabolismo da germinagdo, sem que haja protrusdo radicular (GONZALEZ-
ZETUCHE et al., 2001). Os beneficios mais evidentes incluem o estimulo e a
sincronizagdo da germinagdo e¢ da emergéncia das plantulas e a reducdo da
sensibilidade de sementes e plantulas a estresses (ODELL; CANTLIFFE, 1986).
Alguns processos tém sido observados durante o condicionamento fisiologico:
ativagdo do ciclo celular, mobilizagdo do endosperma e de proteinas de
armazenamento, ativagdo de mecanismos de reparo ¢ aumento na atividade de
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase, catalase e peroxidase
(KIBINZA et al.,, 2011). Tem sido sugerido que o priming aumenta a
longevidade principalmente em lotes de sementes deteriorados, ja que nesses
lotes os mecanismos de reparo ativados seriam mais efetivos (GONZALEZ-
ZETUCHE et al., 2001). A maioria dos estudos sobre o priming usa as sementes
imediatamente apds o condicionamento, sendo poucos os relatos de
armazenamento. Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum), condicionadas
e armazenadas por 19 meses germinaram em menor porcentagem (49%) do que
o controle (96%) (ODELL; CANTLIFFE, 1986). Ja para sementes de alface
(Lactuca sativa), o priming nao alterou a viabilidade ou o vigor apés o
armazenamento por 12 meses para genotipos termotolerantes (NASCIMENTO;

CANTLIFFE, 1998).
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O processo de incubagdo em PEG e PEG+ABA a que as plantulas de S.
virgata foram submetidas foi semelhante aquele utilizado para o
condicionamento osmético, com a marcante diferenca de o priming ser aplicado
a sementes secas, ¢ ndo a plantulas. Ainda assim, os resultados obtidos
indicaram que o tratamento osmoético ndo conseguiu melhorar a

armazenabilidade das plantulas.

4.3 Integridade de membranas

Na Figura 3, pode-se observar, tanto em radiculas como em raizes
primarias de 1 e 3 mm de comprimento, células multifacetadas do parénquima
amilifero, com didmetro periclinal maior que o anticlinal, e parede celular

primaria delgada, sem espacos intercelulares.

) 2 N
Figura 3: Imagens de micrografia eletronica de varredura de radiculas e raizes
primarias de S. virgata. (A) sementes frescas; (B) 1 mm de comprimento secas
em silica gel; e (C) 3 mm de comprimento secas em silica gel. pc = parede
celular; ga = grdos de amido. Barras = 10 um.
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Nas plantulas com raiz primaria de 1 mm, a secagem, precedida ou ndo
por incubagdo em PEG+ABA, ndo produziu alteracdes significativas na
condutividade elétrica (Grafico 5). Também nao foram verificadas alteragoes
morfologicas nem danos ultraestruturais nas paredes celulares (Figura 3B), o que
indica a manuten¢do de sua integridade. Assim, a diferenca observada na
porcentagem de reinducdo do crescimento dessas plantulas nao foi causada por

alteracdes na integridade das membranas celulares.
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Grafico 5: Porcentagem de germinacdo / reindugdo do crescimento e
condutividade elétrica em sementes e plantulas de S. virgata: (1) Controle;
(2) sementes escarificadas; (3) plantulas com raiz primaria de 1 mm de
comprimento secas em silica gel; (4) plantulas com raiz primaria de 1 mm
incubadas em solugdo de PEG+ABA e secas em silica gel; (5) plantulas com
raiz primaria de 3 mm secas em silica gel. Letras maiusculas comparam
médias de condutividade e minusculas de germinagdo / reindugdo do
crescimento pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Tratamentos de reindu¢do da TD com o uso de ABA estdo conectados
com a minimiza¢do de danos mecanicos associados a perda de turgor, a
manutencdo da integridade funcional de macromoléculas e membranas e a
iniciagdo de mecanismos de reparo na reidratagio (BAGNIEWSKA-
ZADWORNA et al., 2007). Talvez, o uso de solucio de PEG+ABA tenha
alcangado desempenho igual a secagem direta devido & concentracdo inadequada
de ABA.

Nas plantulas com raiz primdria de 3 mm, a secagem produziu
desestruturagdo irreversivel das membranas, aumento significativo na
condutividade elétrica e reducdo drastica na porcentagem de reindugdo do
crescimento. Nesse caso, o aumento na condutividade elétrica demonstra a
sensibilidade dessas plantulas a secagem e ilustra a relagdo entre TD e
integridade e estabilidade das membranas (KALEMBA; JANOWIAK;
PUKACKA, 2009; SPANO et al., 2007).

4.4 Integridade do DNA

Nao foram observadas alteragdes na integridade do DNA gendmico dos
tratamentos avaliados, sugerindo a existéncia de mecanismos de sobrevivéncia
celular em condigdes de niveis reduzidos de hidratacdo. As bandas formadas
apresentaram-se integras, na parte superior do gel, sem sinais de degradagdo ou

indicios de fragmentagao (Figura 4).
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Figura 4: Gel de agarose 1% com DNA extraido de radiculas e pontas de raizes
primarias de plantulas de S. virgata. M: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder. 1:
Sementes secas. 2-8: Plantulas com raiz primaria de 1 mm de comprimento. 2:
secas diretamente (SD). 3: SD e armazenadas por 90 dias a 5°C. 4: SD e

armazenadas por 90 dias a 22°C. 5: SD e armazenadas por 240 dias a 5°C. 6:
incubadas em PEG e secas. 7: incubadas em PEG, secas e armazenadas por 90
dias a 5°C. 8: incubadas em PEG, secas e armazenadas por 240 dias a 5°C. 9-
12: plantulas com raiz primaria de 3 mm de comprimento. 9: SD. 10: incubadas
em PEG e secas. 11: incubadas em PEG, secas e armazenadas por 90 dias a 5°C.
12: incubadas em PEG, secas ¢ armazenadas por 240 dias a 5°C.

A fragmentagdo do DNA ¢ uma das evidéncias da perda da integridade
de acidos nucleicos, que esta relacionada a morte celular programada e a danos
ocasionados durante a secagem e o armazenamento (FARIA et al., 2005;
KRANNER et al., 2011). Em sementes tolerantes a dessecacdo, alguns danos
que ocorrem no DNA durante a desidratagdo ou o armazenamento podem ser
reparados quando a 4gua estd novamente disponivel, mas a presenca de
fragmentacdo indica irreversibilidade do processo (FARIA et al., 2005).
Contudo, ainda ndo se sabe se essa degradacdo ¢ causa ou efeito do processo de
envelhecimento celular, sendo provavel que contenha elementos de ambos
(KRANNER etal., 2011).

Em S. virgata, aparentemente a perda da capacidade de reinducdo do
crescimento apOs secagem e armazenamento ocorre antes da perda da

integridade do DNA ou em condi¢des nas quais ndo ha acdo de caspases. Na
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morte celular causada por falta de oxigénio, mudangas no citoplasma,
acumulagdo de acetaldeido e etanol, exposi¢ao a fosfatidilsisteina ¢ aumento da
permeabilidade de membranas podem ser observados antes da condensagao da
cromatina e da fragmentacdo do DNA (XU; CHEN; FERGUSON, 2004).

No caso das plantulas de S. virgata que ndo resistiram a secagem e ao
armazenamento, mas apresentaram DNA integro, talvez tenham ocorrido morte
celular programada e necrose, ja que ambas podem ser observadas
simultaneamente em populagdes de células submetidas a estresses
(KRISHNAMURTHY et al., 2000). Na morte celular programada, a
condensacdo do citoplasma e seu extravasamento sempre ocorrem,
provavelmente devido a a¢do dos radicais livres, enquanto a fragmentagdo do
DNA nem sempre ¢ verificada, sendo que, em alguns casos, essa fragmentagao
pode ser produto de artefatos ou  observagdes  equivocadas
(KRISHNAMURTHY et al.,, 2000, PAMMENTER; BERJAK, 1999). Ja a
necrose € um processo nao-fisiologico, dissociado de eventos do
desenvolvimento e¢ da morfogénese e envolve lise e extravasamento de
contetdos celulares sem mudangas Obvias no DNA, como condensacdo da

cromatina ou fragmentacdo (KRISHNAMURTHY et al., 2000).

4.5 Caracterizacio de padroes de HSPs e de catalase

4.5.1 HSPs

A indugdo de HSPs ¢ um dos mecanismos mais estudados na tolerancia
a dessecagdo. As HSPs incluem varias familias de proteinas conservadas,
relacionadas a preservagao e ao reparo de macromoléculas na desidratacdo e na
reidratacio (JOSE et al., 2008). Uma dessas familias é a das hidrofilinas,

proteinas ricas em glicina (mais de 6%) e relacionadas ao estresse osmotico
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(BOUDET et al., 2006). Fazem parte dessa familia as proteinas LEA. Diversas
proteinas LEA sdo expressas durante o desenvolvimento das sementes e em
resposta a estresses abidticos e podem ser associadas a defesa contra a
dessecacdo (ILLING et al., 2005).

O padrao eletroforético das HSPs das pontas de raiz primaria de
plantulas de S. virgata esta apresentado na Figura 5 e seus respectivos valores de
volume bruto (VB, diretamente correlacionado com a intensidade da banda no

gel) na Tabela 2.

~29 KDa

~23 KDa
~ 19 KDa

~ 14 KDa

Figura 5: Padrdo eletroforético das HSPs de pontas de radiculas e
raizes primarias de plantulas de S. virgata. M: Marcador. 1: Sementes
secas. 2-6: Plantulas com raiz de 1 mm. 2: secas diretamente (SD). 3:
SD e armazenadas a 5°C por 90 dias. 4: SD e armazenadas a 22°C por
90 dias. 5: incubadas em PEG e secas. 6: incubadas em PEG, secas ¢
armazenadas a 5°C por 90 dias. 7-9: Plantulas com raiz primaria de 3
mm de comprimento. 7: SD. 8: incubadas em PEG e secas. 9:
incubadas em PEG, secas e armazenadas a 5°C por 90 dias.
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Tabela 2: Volume bruto das bandas (VB) observadas no gel de eletroforese das
HSPs de pontas de raiz primaria de plantulas de S. virgata. PM: Peso molecular
aproximado das bandas. 2-10: Tratamentos na mesma ordem aplicada no gel.

Tratamento /

PM (kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
29 393 - - - - - - - -
23 250 4 18 19 13 7 5 - 1
19 636 138 310 80 318 76 27 9 1
14 964 113 455 213 482 493 37 2 10

Nas sementes secas, foram observadas quatro bandas de,
aproximadamente, 14, 19, 23 e 29 kDa. Nas plantulas com raiz primaria com 1
mm de comprimento, a banda com cerca de 29 kDa nado foi observada e as
demais (14, 19 e 23 kDa) se mostraram com valores de VB menor,
independentemente do tratamento adotado. As plantulas com 3 mm de raiz
primdria tampouco apresentaram a banda com 29 kDa, sendo que, naquelas
submetidas a incubacdo em PEG, a banda com cerca de 23 kDa também nao foi
observada. Nas plantulas com raiz de 3 mm, o VB de todas as bandas foi
consideravelmente reduzido, sendo que a incubagdo em PEG produziu
diminuigdo mais acentuada do que a secagem direta. E importante lembrar que
somente uma pequena porcentagem dessas plantulas com raiz primaria de 3 mm
sobreviveu a secagem, precedida ou ndo por incubagdo em PEG e que nenhuma
sobreviveu ao armazenamento.

Nas plantulas com raiz de 1 mm secas diretamente ¢ armazenadas a 5°C,
o VB das bandas foi maior do que naquelas armazenadas a 22°C, exceto para as
bandas com cerca de 23 kDa, que apresentaram VB similar. As plantulas
armazenadas a 5°C apresentaram porcentagem de reindugdo do crescimento
significativamente maior do que as armazenadas a 22°C.

As plantulas com raiz de 1 mm incubadas em PEG e secas apresentaram

bandas com VB maior do que as secas diretamente, embora a porcentagem de
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reindugdo do crescimento ndo tenha sido alterada. No entanto, o VB das bandas
das plantulas ndo-armazenadas foi menor do que a das armazenadas. Em
plantulas de Medicago truncatula, a fragao de HSPs da radicula decaiu 2,3 vezes
quando as sementes secas foram colocadas para germinar, sendo que o
tratamento osmdtico com PEG ndo foi capaz de reverter essa diminuicdo
(BOUDET et al., 2006). Nesse mesmo estudo, foram encontradas proteinas LEA
induzidas em raizes submetidas a tratamento osmdtico e que permaneciam
sensiveis a dessecagao.

Em Arabidopsis thaliana, foram encontradas algumas proteinas LEA
especificas das sementes maduras e outras ativadas somente durante a maturagao
das sementes ou em resposta a tratamentos de estresse abidtico (ILLING et al.,
2005). Também em A. thaliana, foi observada variagdo no padrdo de expressao
dessas proteinas entre sementes secas, sementes em processo germinativo e
plantulas (OLVERA-CARRILLO et al., 2010). Coledptilos de trigo (Triticum
aestivum) tolerantes a dessecacdo apresentaram proteinas homologas as LEA em
resposta a desidratagdo, que nao foram induzidas em tecidos sensiveis, indicando
contribuicdo dessas proteinas na habilidade de tolerar a dessecagdo (FARRANT
et al., 2004). Da mesma forma, sementes e plantulas de S. virgata exibem
diferentes padrdes de expressdo das proteinas LEA e, nas sementes secas e
plantulas tolerantes a dessecacdo (raiz primaria de 1 mm de comprimento),
formas dessas proteinas foram mais preservadas do que nas plantulas sensiveis a
dessecacdo (3 mm de raiz primaria).

Esses resultados fornecem subsidios para a hipotese de que a chave para
a manuten¢do da TD ap6s a germinagdo € manter a habilidade de induzir certos
componentes da tolerancia ao déficit hidrico, como a acumulagdo de solutos
compativeis, LEA e deidrinas, que minimizam os danos causados pela

desidratagdo e atuam no reparo dos danos inevitaveis (FARRANT et al., 2004).
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4.5.2 Catalase

No perfil isoenzimatico de pontas de raizes primarias de plantulas de S.
virgata, verificou-se, para a catalase, uma diminui¢do na intensidade das bandas
com o aumento do comprimento da raiz primaria (Figura 6); ou seja, em raizes
primarias com 3 mm de comprimento, as isoformas da enzima apresentaram

atividade menos intensa do que naquelas com 1 mm.

E AR e s () 7 (5B

Figura 6: Padrdo isoenzimatico de catalase de radiculas e raizes primarias de
plantulas de S. virgata com diferentes comprimentos. 1: Sementes secas. 2-6:
Plantulas com raiz primaria com 1 mm de comprimento. 2: secas diretamente
(SD). 3: SD e armazenadas por 90 dias a 5°C. 4: SD e armazenadas por 90 dias
a 20 °C. 5: incubadas em PEG e secas. 6: incubadas em PEG, secas e
armazenadas por 90 dias a 5°C. 7-9: Plantulas com raiz primaria com 3 mm de
comprimento. 7: SD. 8: incubadas em PEG e secas. 9: incubadas em PEG,
secas ¢ armazenadas por 90 dias a 5°C. As setas indicam as bandas
visualizadas.

A catalase ¢ uma enzima envolvida no controle de peroxidos endogenos

produzidos sob condi¢des de estresse, sendo que a ineficiéncia em sua atividade
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pode provocar reducdo da prevencdo de danos oxidativos (BONOME, 2006, p.
99). Assim, na medida em que houve crescimento da raiz primaria e redugdo na
atividade da enzima, pode ter ocorrido diminui¢do da protecdo contra o estresse
oxidativo, o que condiz com os resultados de sobrevivéncia apds secagem das
plantulas com 3 mm de raiz primaria (16%).

Aparentemente, para as plantulas com raiz de 3 mm, o tratamento com
PEG seguido de secagem provocou redugdo da atividade da enzima maior do
que a promovida pela secagem direta. Contudo, essa reducao ndo ¢ refletida na
sobrevivéncia das plantulas, que se manteve estatisticamente igual apos ambos
os tratamentos (15 e 16%, respectivamente).

A intensidade da atividade ndo diferiu entre as plantulas com raiz de 1
mm ¢ as sementes secas, provavelmente devido ao fato de as plantulas com 1
mm de raiz se comportarem como as sementes secas frente a desidratacao.

Para as plantulas com raiz primaria de 1 mm, os tratamentos antes do
armazenamento ¢ o periodo de armazenamento ndo influenciaram no nimero
nem na intensidade das bandas. Contudo, em sementes de girassol (Helianthus
annuus), o envelhecimento acelerado alterou a atividade da enzima,
comprovando que a catalase ¢ determinante na recuperagio e na germinagao das
sementes envelhecidas e que a viabilidade das sementes é dependente da
resisténcia ao estresse oxidativo (KIBINZA et al., 2011).

Foi relatado que a atividade especifica da catalase estd relacionada ao
grau de umidade, sendo que quanto mais seco o tecido, maior a atividade da
enzima (BAILLY et al., 2004). Portanto, acredita-se que a manutencdo dos
niveis de atividade da enzima possa estar relacionada as plantulas com raiz de 1
mm (independentemente do tratamento e do periodo de armazenamento) e ao
fato de as sementes secas apresentarem aproximadamente o mesmo grau de

umidade.
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Tanto na radicula das sementes secas quanto nas pontas das raizes
primarias foram observadas quatro isoformas. Em cotilédones recém-emergidos
de S. virgata, trés isoformas foram identificadas (VEASEY et al., 2002). Essa
diferenca demonstra que o padrdo de isoformas da catalase muda de acordo com
o tecido considerado e indica que também existem mudangas de acordo com o

grau de hidratacdo do tecido e a fase do desenvolvimento (BAILLY et al., 2004).

4.6 Formacao de raizes laterais

Plantulas de S. virgata ndo submetidas a secagem apresentaram
crescimento normal em 100% dos casos, com hipocdtilo reto, delgado e
alongado e epicotilo bem desenvolvido, com folhas primarias verdes e em
expansdo, o que caracteriza uma plantula normal (BRASIL, 2009, p. 149).
Porém, quando o estresse de secagem foi imposto, a formacdo de plantulas
normais caiu para 91%. Nas plantulas normais formadas apds o estresse,
observou-se que, em alguns casos houve necrose do apice da raiz primaria.

Nos casos em que ndo houve necrose do apice da raiz primaria, que
seguiu seu crescimento normal, foi verificado o surgimento de raizes laterais nos
flancos da principal (Figura 7A). Segundo Dubrovsky et al. (2000), inicialmente,
pensava-se que a formacdo do primoérdio da raiz lateral ocorria apds
desdiferenciacdo das células do periciclo. Contudo, o intervalo entre a morte do
meristema e o surgimento do primordio é muito curto para que houvesse essa

desdiferenciacéo.
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Figura 7: Plantulas de S. virgata: (A) raiz primaria retomando o
crescimento; (B) morte do apice da raiz primaria (evidenciada

por necrose) e surgimento de raizes laterais. Barras: 1 cm.

Quando houve morte do apice da raiz primaria de algumas das plantulas
que retomaram o crescimento normal, um ponto de necrose (Figura 7B),
caracterizado por tecido escurecido, foi formado e raizes laterais cresceram das
porcdes da raiz primaria que permaneceram vivas. Acredita-se que, nesses casos,
o estresse provocado pela dessecacdo até 10% de grau de umidade tenha
provocado, no meristema radicular, a perda da capacidade de originar novas
células para formar o sistema radicular. Contudo, o estresse ndo afetou o
periciclo, que manteve sua capacidade de iniciar primordios de raizes laterais.

Raizes adventicias ndo procedem da radicula do embrido ou da raiz
principal (ou primaria) formada a partir dessa radicula (EHLERS; GOSS, 2003;
QUER, 2001, p. 927). Isso significa que elas se diferenciam a partir de 6rgdos
diferentes da raiz, com localizagdo precisa (por exemplo, perto de gemas

caulinares) e padrdo temporal definido (HODGE et al., 2009). Ja as raizes
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laterais se diferenciam (na maioria dos casos) por iniciagdo de um primordio
localizado nas células do periciclo adjacentes aos polos de protoxilema, a certa
distancia do meristema apical da raiz, podendo envolver em sua organizacao a
endoderme, o parénquima do cilindro vascular ou camadas mais internas do
cortex (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006;
DUBROVSKY et al., 2000; EHLERS; GOSS, 2003; HODGE et al., 2009;
QUER, 2001, p. 927). Enfim, ambas tém origem endogena e seu
desenvolvimento ¢ semelhante (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2006).

A inicia¢do de raizes laterais ¢ um ponto central no crescimento das
plantulas submetidas a estresse. Essa capacidade é de particular importancia na
adaptacdo a sazonalidade da precipitagdo, pois, em ambientes com uma estacao
seca bem definida, o inicio da estacdo chuvosa é marcado por precipitagdes
irregulares e varidveis em intensidade (DAWS et al., 2007b; VIEIRA et al.,
2010). Assim, o papel ecologico da produgdo dessas raizes parece ser o de
aumentar as chances de estabelecimento e sobrevivéncia das plantulas
(BUITINK et al., 2003; VIEIRA et al., 2010). Vieira et al. (2010) afirmam que,
possivelmente, essa habilidade de emissdo de raizes laterais, somada ao efeito do
potencial matrico do solo (agindo de forma equivalente a um tratamento
osmotico realizado em laboratorio), proporcionaria a adaptagdo necessaria a seca
sazonal presente em biomas tropicais.

Além disso, a emissdo de raizes laterais forma a base do sistema
radicular nas plantas. Na maioria das plantas, a iniciagdo de raizes laterais
comeca com a ativacdo de células iniciais do periciclo que originam uma
populagdo de células se dividindo ativamente e formando o primoérdio de raiz
lateral (DUBROVSKY et al., 2006). Em plantulas de Arabidopsis thaliana,

houve formag¢do de maior niimero de primordios de raizes laterais apos a
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remocao do meristema apical do que em raizes intactas (DITENGOU et al.,
2008).

Nos cortes anatomicos realizados (Figura 8), percebe-se que, assim
como em outras espécies, apos ter sido formado nas adjacéncias de um polo de
xilema, o primordio seguiu crescendo, emergiu através da endoderme, do cortex
e, finalmente, da epiderme da raiz primaria (BENKOVA; BIELACH, 2010). E
possivel observar, além da presenca da epiderme e do cortex, a estrutura do
cilindro vascular, formando uma raiz tetrarca. O xilema é exarco, com elementos
de protoxilema voltados para a periferia do o6rgdo e elementos de metaxilema
para o interior do o6rgio (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2006).

Figura 8: Seg¢des transversais de raizes primarias de plantulas de S. virgata
evidenciando surgimento de raiz lateral. PE: periciclo. M: medula. PR:
primordio de raiz lateral. RL: raiz lateral. Barra: 10 um.
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Raizes laterais crescem em resposta a estimulos ambientais em meios
dindmicos onde se desenvolvem simultaneamente com a raiz primaria
(BENKOVA; BIELACH, 2010). Sua inicia¢do ¢ dependente da agdo coordenada
de varios genes, embora a auxina e seu transporte polar atuem como reguladores
centrais (DITENGOU et al., 2008). Variacdes locais recorrentes das
concentracdes de auxina em células distintas do periciclo controlam os locais e a
frequéncia da iniciagdo de raizes laterais tanto em condigdes de laboratorio
como no meio ambiente instavel (BENKOVA; BIELACH, 2010).

Assim, em S. virgata, a emissdo de raizes laterais pode ser considerada
um fenémeno normal e decorrente da propria formacdo do sistema radicular

mesmo quando o meristema apical da raiz esté inativado.
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5 CONCLUSOES

A capacidade de reinducdo da TD em plantulas de Sesbania virgata
varia de acordo com o comprimento da raiz primaria considerado e os
tratamentos empregados. A taxa de secagem afeta o grau de umidade tolerado. A
incubag¢do em PEG e PEG+ABA nao proporcionou melhora na porcentagem de
sobrevivéncia com relacdo a secagem direta em silica gel.

E possivel o armazenamento por 240 dias a temperaturas menores ou
iguais a 5°C de plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1 mm de
comprimento submetidas a secagem até 10% de grau de umidade.

Em plantulas armazenadas, ha relagdo positiva entre a manutencao da
integridade de membranas e do DNA, a presenca de mecanismos protetores,
como proteinas resistentes ao calor e catalase, e a habilidade de formacao de
raizes laterais.

Plantulas de S. virgata com raiz primaria de 1| mm de comprimento se
comportaram como sementes tolerantes a dessecacdo, enquanto aquelas com raiz
primaria de 2 mm ou mais se assemelharam a sementes sensiveis, indicando que
essas plantulas podem ser utilizadas como modelos no estudo da sensibilidade a
dessecacao.

A perda da capacidade de reinducdo do crescimento, observada nas
plantulas com raiz primaria de 3 mm de comprimento, pode ser relacionada a
desestruturagdo irreversivel das membranas celulares e a ineficiéncia em induzir

certos mecanismos protetores, mas nao a perda de integridade do DNA.
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