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RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. Restabelecimento da tolerancia a dessecacdo em
sementes germinadas de Sesbania virgata e Cedrela fissilis. 2008. 82p. (Tese)
-Doutorado em Engenharia Florestal) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

Este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar as mudancas celulares
que ocorrem durante a perda e o restabelecimento da tolerancia a dessecagdo em
sementes germinadas de Sesbania virgata e Cedrela fissilis. Para o
restabelecimento da tolerdncia a dessecacdo em sementes germinadas de S.
virgata e C. fissilis com 1, 2, 3, 4 e 5 mm de comprimento de radicula, as
sementes foram submetidas, por 72h, a tratamento osmotico com PEG (-2,04 Pa)
e PEG (-2,04 MPa) + ABA (100 pM). Em seguida, as sementes foram
desidratadas em silica gel com reducdo do teor de &gua a cada dez pontos
percentuais, pré-umidificadas (100% UR; 24h) e reidratadas (condic¢Ges ideais de
germinacdo). As avaliacdes citoldgicas (viabilidade celular, teste de TUNEL e
microscopia eletronica de transmissao) e da integridade do DNA foram feitas em
radiculas de S. virgata com 1, 3 e 5 mm e de C. fissilis com 1, 2 e 5 mm de
comprimento. Sementes germinadas de S. virgata, com radiculas de 1mm
toleraram a dessecacdo até 10% de umidade (97% de sobrevivéncia), enquanto
aquelas com radiculas de 2 mm ou maiores, apresentaram mortalidade total. Os
tratamentos com PEG e PEG+ABA foram eficientes no restabelecimento da
tolerancia a dessecagdo em sementes germinadas de S. virgata, sendo que
aquelas com radiculas de 2, 3 e 4 mm tratadas com PEG apresentaram 50%,
47% e 14% de sobrevivéncia, e, quando tratadas com PEG+ABA, aquelas com
1, 2, 3, 4 e 5 mm apresentaram 100%, 61%, 61%, 63% e 64% de tolerancia a
dessecacdo, respectivamente. Sementes germinadas de C. fissilis ndo toleraram a
dessecacdo até 10% de umidade, independente do comprimento da radicula.
Entretanto, quando tratadas com PEG, aquelas com radiculas de 1 e 2 mm de
comprimento apresentaram 71% e 29% de sobrevivéncia, respectivamente,
quando o teor de &gua foi reduzido a 10%. O tratamento com PEG+ABA foi
eficiente para restabelecer a tolerdncia a dessecagdo nas sementes com radiculas
de 1 mm (100% de sobrevivéncia). A analise da integridade do DNA, avalia¢Bes
citoldgicas e ultraestrutural e o teste de TUNEL detectaram a ocorréncia de
morte celular nas radiculas de S. virgata e de C. fissilis que ndo sobreviveram a
desidratacéo a 10%.

“Comité Orientador: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA (Orientador),
Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-orientador), Edvaldo Aparecido
Amaral da Silva, PhD — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

Masetto, Tathiana Elisa. Re-establishment of desiccation tolerance in
germinated seeds of Seshania virgata and Cedrela fissilis. 2008. 82p. (Thesis —
Forest Engineering) — Federal University of Lavras, Lavras, MG'.

The objective of this study was to investigate alterations in radicle cells during
loss and re-establishment of desiccation tolerance (DT) in germinated seeds of S.
virgata and C. fissilis. In order to re-establish DT, germinated seeds of S. virgata
and C. fissilis with radicle length of 1, 2, 3, 4 and 5 mm were treated, for 72h,
with PEG (-2.04 MPa) and PEG (-2.04 MPa) + ABA (100 uM) before
dehydration. Seeds were then dehydrated in silica gel to decreasing moisture
contents and, at each 10 percent point intervals; samples were taken, pre-
humidified (100% RH for 24h) and rehydrated (germination conditions). The
cytological assays (cell viability, TUNEL test and electronic transmission
microscopy) and DNA integrity were evaluated in S. virgata (radicles with 1, 3
and 5 mm length) and C. fissilis (1, 2 and 5 mm). Germinated seeds of S.
virgata, with 1 mm radicle length tolerated the dehydration to 10% moisture
content (MC), attained 97% survival upon rehydration, while those with radicle
longer than 1mm did not survive. PEG treatment was capable to re-establish DT
in S. virgata germinated seeds with radicle length of 2, 3 and 4 mm (50%, 47%
and 14% survival, respectively). When treated with PEG+ABA, the survival
rates in germinated seeds with 1, 2, 3, 4 and 5 mm radicle length were 100%,
61%, 61%, 63% and 64%, respectively. Germinated seeds of C. fissilis did not
tolerate desiccation to 10% moisture content, irrespectively of the radicle length.
However, when treated with PEG, those with radicle length of 1 and 2 mm
attained 71% and 29% survival, respectively, when moisture content was
reduced to 10%. The PEG+ABA treatment was efficient to re-establish DT in
seeds with 1 mm long radicles (100% survival). The analysis of DNA integrity,
cytological and ultrastructural evaluations and the TUNEL test detected cell
death in radicles of S. virgata and C. fissilis that did not survive dehydration to
10%.

“Guidance Committee: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA (Adviser),
Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-adviser), Edvaldo Aparecido Amaral
da Silva, PhD - UFLA (Co-adviser).



Introducéo geral

A intervencdo humana vem reduzindo drasticamente a &rea das florestas
tropicais, as quais contribuem com a biodiversidade e a manutencdo do
equilibrio climatico global (Piva et al., 2007). A conservagdo ex situ, ou seja,
fora da &rea de ocorréncia das espécies, como em bancos de sementes, vem
sendo empregada com sucesso para manutencdo do germoplasma de espécies
arboéreas tropicais e subtropicais, que vém sendo ameacadas de extingdo, devido
a expansdo das fronteiras agricolas e intensa exploracdo da madeira. Entretanto,
a deficiéncia de conhecimento sobre as condi¢fes ideais de armazenamento de
sementes de algumas espécies impede a manutengdo da viabilidade do
germoplasma de algumas espécies em bancos de sementes (Jetton et al., 2008).

A tolerdncia a dessecacdo, uma propriedade rara de vida dos
organismos, €, notadamente, um mecanismo de sobrevivéncia que caracteriza 0s
estagios do ciclo de vida. Entretanto, o fendbmeno é reconhecido somente em
espécies pertencentes a cinco filos entre os animais e como uma propriedade
encontrada em bactérias, microalgas terrestres e liquens, sementes e plantas de
resurreicdo (Alpert, 2005). H& uma evidéncia emergente de que pode haver
similaridades considerdveis entre os mecanismos que regem a tolerancia a
dessecacgdo dentro de um espectro de organismos que exibem esta caracteristica,
independentemente de suas filogenias (Berjak, 2006).

A sensibilidade a dessecacdo limita a conservacdo ex situ de mais de
47% das espécies vegetais. Embora desejavel, determinar empiricamente 0s
niveis de tolerancia a dessecacdo de todas as espécies é improvavel (Daws et al.,
2006). Entender os limites da tolerancia a dessecagdo, provavelmente, ajudara a
estender seus limites. Talvez a fronteira cientifica mais instigante do estudo da
tolerancia a dessecacao seja como induzir ou produzir tal tolerancia em sementes

sensiveis (Crowe et al., 2005). Essa possibilidade vem sendo demonstrada, em



diversos trabalhos, por meio de aplicagcdo de estresse osmotico em sementes
ortodoxas germinadas (Bruggink & Toorn, 1995; Buitink et al., 2003; Leprince
et al., 2000; Faria et al., 2005; Vieira, 2008).

O entendimento dos eventos celulares que ocorrem durante a perda e o
restabelecimento da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas, técnicas
largamente utilizadas em pesquisas com biologia celular, tais como, avaliacdes
sobre a integridade do DNA, o aspecto dos nucleos, teste de TUNEL e
microscopia eletrénica de transmissdo, podem ampliar o conhecimento sobre o
assunto.

H4, ainda, a necessidade de obter modelos fisioldgicos que dissociem o
fenbmeno da aquisicdo de tolerdncia a dessecagdo de outros programas do
desenvolvimento durante a maturagdo e a germinagdo e facilitar a interpretacdo
dos sinais que direcionam a sobrevivéncia no estado desidratado (Buitink, et al.,
2003).

No intuito de estabelecer sistemas modelos para avaliar as alteragdes das
caracteristicas intracelulares durante a perda e o restabelecimento da tolerancia a
dessecacdo, este trabalho foi desenvolvido utilizando-se sementes ortodoxas de
Cedrela fissilis e Sesbania virgata ap6s a germinagéao.

Cedrela fissilis (cedro, cedro-rosa e cedro-vermelho, entre outras
sinonimias) pertence a familia Meliaceae, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul
até Minas Gerais, principalmente nas florestas semidecidua e pluvial atlantica.
Apresenta de 20 a 35 metros de altura e seu tronco varia de 60 a 90 centimetros
de didmetro. Sua madeira, considerada de boa qualidade, é largamente
empregada no setor moveleiro, construgdo civil, naval e aerondutica. A arvore de
cedro também é recomendada para o paisagismo e a recomposicdo ambiental
(Lorenzi, 1992). E uma espécie de grande valor econdmico, em crescente risco
de extingdo, o que leva a necessidade de se estabelecerem plantios e exploracdes

racionais (Barbedo et al., 1997).



Sesbania virgata € um arbusto pertencente a familia Fabaceae, com até 6
m de altura, 25 cm de didmetro do tronco a altura do peito e 5 m de didmetro de
copa (Aradjo et al., 2003). E conhecida popularmente como sarazinho, méae-josé
e feijdozinho, distribuindo-se pelas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil. Apresenta floragdo mais intensa nos meses de janeiro, abril, setembro e
outubro e frutificagdo nos meses de janeiro, outubro e novembro (Pott & Pott,
1994). Ocorre, principalmente, em matas de galerias de regides tropicais e esta
associada com o0s estagios iniciais da sucessdo ecologica (Potomati &
Buckeridge, 2002).

Esta espécie mostra uma preferéncia por areas alagéaveis, ocorrendo as
margens de rios, lagos e represas, solos arenosos e argilosos. Resiste a
inundacdo na esta¢do chuvosa quando a agua pode alcangar até 2 m da superficie
do solo e persistir por algumas semanas (Kolb et al., 2002). Apresenta grande
potencial para revegetacdo de &reas degradadas sujeitas a inundagdes periddicas,
devido a sua alta toleréncia a condi¢fes de baixa oxigenacdo e deficiéncias
minerais do solo, e sua propagacdo por sementes pode ser realizada com sucesso
(Zayat, 1996). Sua capacidade de fixar N, permite seu crescimento rapido em
solos deficientes, favorecendo sua utilizagdo como adubo verde (Carvalho,
2002; Rodrigues et al., 2003).

Além disso, a grande quantidade produzida de sementes de Sesbania
virgata e de Cedrela fissilis facilita 0 uso de tais espécies para investigar o
fendmeno de tolerancia/sensibilidade a dessecacéo, durante e apos a germinagao.

No intuito de contribuir para o conhecimento de aspectos determinantes
da tolerancia & dessecacdo, este trabalho foi realizado com os objetivos de
definir as condi¢Ges necessarias para o0 restabelecimento da tolerncia a
dessecacdo em sementes germinadas de Cedrela fissilis e Seshbania virgata,

utilizando tratamento osmaético e ABA, e investigar, com técnicas aplicadas ao



estudo de biologia celular, as alteracbes que ocorrem nas células da radicula

durante a perda e o restabelecimento da tolerancia & dessecacéo.
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CAPITULO 1

ALTERACOES CITOLOGICAS DURANTE A PERDAE O
RESTABELECIMENTO DA TOLERANCIA A DESSECACAO EM
SEMENTES GERMINADAS DE Sesbhania virgata (Cav.) (Pers.)
(FABACEAE)



1 RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. AlteracGes citologicas durante a perda e o
restabelecimento da tolerdncia & dessecacdo em sementes germinadas de
Sesbania virgata (Cav.) (Pers.) (FABACEAE). In: . Restabelecimento
da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de Sesbania virgata e
Cedrela fissilis. 2008. Cap. 2, p. 9-43. Tese (Doutorado em Engenharia
Florestal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Sementes ortodoxas germinadas podem ser utilizadas como sistemas modelo
para o estudo da recalcitrancia, devido a perda progressiva da tolerancia a
dessecacgdo apds o inicio da germinagdo, tornando-se comparaveis as sementes
recalcitrantes, porém, com a vantagem de tornar possivel o armazenamento.
Sesbania virgata, um arbusto pertencente a familia Fabaceae, produz sementes
ortodoxas em grande quantidade e de facil manipulacdo para pesquisa em
fisiologia de sementes. O presente estudo foi realizado com o objetivo de
estabelecer um protocolo de re-inducdo de tolerancia a dessecagdo em sementes
de Sesbania virgata apo6s a germinacdo, utilizando polietileno glicol (PEG 8000)
e investigar as mudancas que ocorrem, na célula, durante a perda e o
restabelecimento da tolerdncia & dessecacdo. Para a caracterizacdo da perda da
tolerancia a dessecacdo, sementes foram germinadas até atingirem diferentes
comprimentos de radicula (1, 2, 3, 4 e 5 mm), sendo, em seguida, submetidas a
secagem em silica gel, reduzindo-se o teor de &gua a cada dez pontos
percentuais. Para re-induzir a tolerdncia a dessecacdo, sementes germinadas
foram tratadas com PEG (-2,04 MPa), por 72 horas e PEG (-2,04 MPa) + ABA
(100 puM), por 72 horas, sendo, em seguida, desidratadas em silica gel com
redugdo do teor de agua a cada dez pontos percentuais, pré-umidificadas (100%
UR/24h) e reidratadas (condicOes ideais de germinacdo). As avaliacdes
citoldgicas (viabilidade celular, teste de TUNEL e microscopia eletrdnica de
transmissdo) e da integridade do DNA foram feitas em sementes germinadas
com comprimento de radicula de 1, 3 e 5 mm, submetidas ao tratamento com
PEG. Sem os tratamentos de re-inducdo, apenas as sementes com radiculas de 1
mm de comprimento sobreviveram a desidratacdo a 10% de teor de agua. O
tratamento com PEG foi capaz de re-induzir a tolerdncia a dessecacéo, tendo as
sementes com radiculas de 2, 3 e 4 mm apresentado 50%, 47% e 14% de
sobrevivéncia, respectivamente, quando o teor de agua foi reduzido a 10%.
Entretanto, ndo houve retomada do crescimento das radiculas com 5 mm de
comprimento. A aplicagdo de PEG+ABA foi eficiente para re-induzir a
tolerancia & dessecacdo nas radiculas com todos os comprimentos estudados,
tendo as radiculas com 1, 2, 3, 4 e 5 mm submetidas a este tratamento e
posteriormente desidratadas a 10% de teor de &gua, apresentado 100%, 61%,
61%, 63% e 64% de tolerdncia & dessecacdo, respectivamente. Pela analise de



integridade do DNA, somente o material genético das radiculas com 1 mm
manteve a integridade apés a secagem a 10%. A andlise citoldgica das radiculas
de S. virgata permitiu verificar a mortalidade em 26% e 67,5% das células com
radiculas de 3 e 5 mm de comprimento tratadas com PEG e secas posteriormente
a 10% de teor de 4gua. O TUNEL-positivo confirmou os resultados obtidos por
meio da fluorescéncia verde dos nlcleos das células das radiculas com 3 e 5
mm, assim como a analise ultra-estrutural das células, que detectou a perda da
integridade do contetdo celular das radiculas ap6s a desidratacdo severa.

Palavras chave: Sesbania virgata, tolerancia a dessecacao, estresse osmotico e
acido abscisico (ABA).

“Comité Orientador: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA (Orientador),
Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-orientador), Edvaldo Aparecido
Amaral da Silva, PhD — UFLA (Co-orientador).



2 ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Cytological alterations during loss and re-
establishment of desiccation tolerance in germinated seeds of Sesbania virgata.
In: . Re-establishment of desiccation tolerance in germinated seeds
of Sesbania virgata and Cedrela fissilis. 2008. Chapter 2, p. 9-43. Thesis —
(Doctoral degree in Forest Engineering) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

Germinated orthodox seeds can be used as a model systeml for research on
recalcitrance, due to the progressive loss of desiccation tolerance after the early
stages of germination, becoming comparable to the recalcitrant seeds, however,
with the advantage of storage possibility. Sesbania virgata, a shrub belonging to
Fabaceae, produces orthodox seeds in great amount and of easy manipulation for
research in seeds physiology. This research aimed re-establishment of
desiccation tolerance in germinated seeds, using polyethylene glicol (PEG 8000)
and to investigate the changes at the cell level during the loss and the re-
establishment of the desiccation tolerance. The loss of desiccation tolerance was
characterized through germinated seeds with different radicle lengths (1, 2, 3, 4
and 5 mm), being soon after submitted to dehydration in silica gel to each ten
percentile points water content. To re-establishment the desiccation tolerance,
germinated seeds were treated with PEG (-2,04 MPa) for 72 hours and PEG (-
2,04 MPa) + ABA (100 puM) for 72 hours, and dehydrated in silica gel reducting
the water content to each ten percentile points, pre-humidified (100% UR/24h)
and rehydrated (germination conditions). The cytological assays (cell viability,
TUNEL test and electronic transmission microscopy) and DNA integrity were
evaluated in 1, 2 and 5 mm radicle lenghts PEG-treatead. Without the re-
induction treatments, only 1mm radicle lenght dehydration at 10% of water
content. The PEG treatment re-established the desiccation tolerance, and the 2, 3
and 4 mm PEG-treated radicles lenght presented 50%, 47% and 14% of survival,
respectively, at 10% dehydration, however, there was not effect on 5 length mm
radicle lenght. The PEG+ABA treatment was efficient to re-establish the
desiccation tolerance in all radicle lenghts studied, and the 1, 2, 3, 4 and 5 mm
radicle lenghts submitted to this treatment and dehydrated at 10% of WC
presented 100%, 61%, 61%, 63% and 64% of desiccation tolerance,respectively.
Through DNA integrity assay, only 1 mm radicle lenght maintained the DNA
integrity at 10% dehydration. The cytological analysis of S. virgata radicles
allowed to verify the mortality in 26% and 67,5% of the 3 and 5mm radicle
length PEG-treated at 10% dehydration. The positive-Tunnel confirmed the
obtained results, through the green fluorescense of the cell nuclei from 3 and
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5 mm radicle lenght, as well as the ultraestrutural analysis detected the loss of
cellular content integrity after severe dehydration.

Key words: Sesbania virgata, desiccation tolerance, osmotic stress, and abcisic
acid (ABA).

“Guidance Committee: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA (Adviser),

Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-adviser), Edvaldo Aparecido Amaral
da Silva, PhD - UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

A tolerancia a dessecacgdo corresponde a habilidade para sobreviver sob
intensa desidratacdo protoplasmatica. Este fendbmeno é comum no reino vegetal,
incluindo pteriddfitas, liquens, polens e sementes de muitas angiospermas. Em
sementes ortodoxas, a tolerancia a dessecacdo é adquirida durante a metade da
fase de maturacdo, aproximadamente. Apds a embebicdo das sementes, a
radicula emergida € a primeira a perder a habilidade de tolerar a secagem,
seguida pelo hipocétilo e cotilédones. No estagio de plantula, os tecidos também
ndo podem sofrer desidratacdo e assemelham-se as sementes recalcitrantes
(Boudet et al., 2006).

Quando os embrides sdo hidratados e o processo germinativo inicia-se,
as células reidratadas permanecem ilesas at¢é o momento da secagem
subseqiente e continuam assim até que um estagio critico da germinagdo é
alcancado, apds o qual a desidratacdo provoca a morte do embrido. Neste
estagio, 0o embrido passa de tolerante para intolerante a dessecacdo. A
estabilidade do DNA durante a desidratacio e sua capacidade de reparo durante
a reidratagdo sdo componentes essenciais de um mecanismo de tolerancia
completo (Boubriak et al., 1997).

Portanto, o inicio do processo germinativo em sementes ortodoxas
torna-as semelhantes as sementes recalcitrantes. Considera-se a possibilidade de
qgue uma desidratacdo moderada possa estimular o metabolismo, ou seja, um
estresse moderado pode restabelecer a tolerdncia a dessecagcdo em sementes
ortodoxas germinadas sensiveis a dessecagdo (Buitink et al., 2003). Assim, 0
tratamento osmatico com polietileno glicol (PEG), um agente osmaético que ndo
provoca a plasmolise, simula a mesma condicdo na radicula de sementes
ortodoxas germinadas. A aplicacdo combinada de PEG e ABA tem se tornado

uma rotina para estimular a maturagdo do embrido de algumas coniferas, sendo
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possivel simular o estresse hidrico natural que ocorre nas fases finais da
maturacdo do embrido. Além disso, ap6s a completa dessecacdo, uma grande
porcentagem de embrides tratados com PEG € capaz de se converter em
plantulas (Stasolla et al., 2003).

O fendmeno de tolerancia a dessecacdo em qualquer sistema pode ser
avaliado pela extensdo de sobrevivéncia das células durante a reidratacéo.
Quanto mais mecanismos de prote¢do dispostos para a célula durante o processo
de desidratagdo, maior serd a integridade da informacéo genética e menor sera a
demanda por transcritos de DNA para a sintese “de novo” de constituintes de
membranas, organelas e citoesqueleto.

A dindmica da perda da viabilidade no estado desidratado e as
caracteristicas biofisicas essenciais tém sido amplamente reportadas, tais como o
enfraquecimento do estado vitreo do citoplasma, combinado com a hidrolise de
acucares e o desencadeamento de processos oxidativos (Pukacka & Ratajczak,
2005), resultando em danos aos lipideos, proteinas e DNA (Apel & Hirt, 2004).

Vale ressaltar que direcionar as pesquisas para a investigagdo das
caracteristicas das células de sementes germinadas durante a desidratagdo e
posterior reidratacdo, utilizando técnicas aplicadas a biologia celular, como o
teste de TUNEL (terminal deoxynucleotide transferase mediated-dUTP nick-end
labeling), que detecta extremidades de fragmentos de DNA pela incorporacgéo de
nucleotideos modificados (dUTP) pela enzima transferase terminal de
desoxinucleotideos e microscopia eletronica de transmissdo, podem ser Uteis ao
entendimento dos mecanismos que regem a tolerdncia e a sensibilidade a
dessecacdo em sementes ortodoxas e recalcitrantes, respectivamente.

Porém, a dificuldade de manuseio de sementes recalcitrantes, devido a
rapida perda de viabilidade, também é um entrave nas pesquisas sobre a
sensibilidade a dessecacdo. Assim, a manipulagdo de sementes ortodoxas

durante a fase de germinac&o, ou seja, quando estas se assemelham as sementes
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recalcitrantes, pode ser eficiente para investigar a natureza da tolerancia a
dessecacdo e as causas da sensibilidade em sementes recalcitrantes.

Diante do exposto, nesta pesquisa, a espécie contemplada para o estudo
citoldgico do processo de re-inducdo de toleréncia & dessecacdo foi a Sesbania
virgata, pertencente a familia Fabaceae. A espécie apresenta porte arbustivo com
até 6 m de altura, 25 cm de didmetro do tronco a altura do peito e 5 m de
diametro de copa (Aradjo et al., 2004). E conhecida popularmente como
sarazinho, mée-josé e feijdozinho, distribuindo-se pelas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil. Apresenta floragdo mais intensa nos meses de janeiro,
abril, setembro e outubro e frutificacdo nos meses de janeiro, outubro e
novembro (Pott & Pott, 1994).

Além disso, o0 estudo relacionado aos mecanismos de
tolerancia/sensibilidade & dessecagdo em sementes é importante para que, no
futuro, sementes com comportamento recalcitrante possam também ser
armazenadas ex situ, contribuindo para a conservagéo da diversidade vegetal.

Dessa forma, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, investigar as
alteragdes citoldgicas durante a perda e o restabelecimento da tolerdncia a

dessecacdo em sementes germinadas de Sesbania virgata.
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4 MATERIAL E METODOS

Coleta e beneficiamento de sementes: foram coletados, manualmente,
frutos maduros de aproximadamente 40 matrizes, na regido de ljaci (21°10’S,
44°54°\W), localizada ao sul de Minas Gerais, durante a primeira quinzena do
més de fevereiro. Apos a coleta, os frutos foram levados ao Viveiro Florestal do
Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. O beneficiamento consistiu na quebra dos frutos no
interior de sacos de aniagem com martelo de borracha, de acordo com as
recomendacdes de Davide et al. (1995).

Determinacdo do grau de umidade: o grau de umidade foi
determinado pelo método da estufa, a 103+2°C, por 17 horas (Brasil, 1992), com
quatro repeticdes de 2 g de sementes. Os resultados foram calculados com base
no peso das sementes imidas.

Teste de germinacao: inicialmente, foi superada a dorménia tegumentar
que as sementes de S. virgata apresentam, por meio de escarificacdo quimica
com 4cido sulflrico concentrado, densidade 1,84, durante 40 minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas em agua corrente, durante 10 minutos e
desinfestadas com hipoclorito de sodio, a 2%, durante 2 minutos e, entdo,
semeadas sobre papel de filtro umedecido no interior de caixas plasticas tipo
gerbox. O experimento foi conduzido em BOD, sob temperatura de 25°C e luz
branca constante, com base no proposto pelas Regras para Anélise de Sementes
para sementes de S. exaltata (Brasil, 1992).

Curva de embebicgéo: foram utilizadas 5 repetices de 10 sementes,
previamente escarificadas com &acido sulfurico concentrado e mantidas nas
mesmas condi¢cbes de semeadura citadas anteriormente. As pesagens foram

realizadas a cada 6 horas de embebicéo, até o final de 3 dias ap6s a semeadura.
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Avaliacdo da perda da toleréncia & dessecagdo ap06s a germinacao:
apos a semeadura das sementes, como descrito anteriormente, e a germinacao,
aquelas que apresentavam 1, 2, 3, 4 e 5 mm de comprimento de radicula foram
retiradas e submetidas & secagem. A desidratacdo ocorreu no interior de caixas
plasticas tipo gerbox, vedadas com filme plastico, colocando-se as sementes
sobre um telado, tendo uma camada de silica gel ativada (8%) ao fundo. Durante
a desidratacdo, foram realizadas pesagens sucessivas, até que o peso encontrado
coincidisse com o peso desejado, correspondente ao grau de umidade desejado,
por meio da expressdo proposta por Cromarty et al. (1985). Apos a desidratacéo,
as sementes foram pré-umidificadas em cdmara Umida (100% UR), durante 24
horas, a 25°C, e, entdo, reidratadas sobre papel umedecido, dentro de gerbox, a
25°C e luz branca constante. As sementes que retomaram seu desenvolvimento e
originaram plantulas normais foram consideradas tolerantes & desseca¢do. O
experimento foi conduzido com 4 repeticdes de 25 sementes para cada
comprimento de radicula.

Restabelecimento da tolerancia & desseca¢do com PEG: as sementes
com 1, 2, 3, 4e5 mm de comprimento de radicula foram colocadas sobre uma
folha de papel de germinac&o, em placas de Petri, as quais foram adicionados 20
mL de solu¢do de PEG 8000 (380 gramas dissolvidos em 1 litro de &gua,
segundo Michel & Kaufmann, 1973). As sementes permaneceram nesta
condicdo durante 72 horas, a 5°C, tendo esta temperatura proporcionado um
potencial osmético de -2,04 MPa, o qual ndo permitiu o crescimento das
radiculas. ApGs esse periodo, as sementes foram retiradas, lavadas em &gua
corrente para a remocdo dos residuos de solugdo e secas sobre papel toalha,
durante 10 minutos até que o excesso de agua fosse eliminado, em condicGes de
temperatura e umidade relativa do ambiente. Paralelamente, foi determinado o
teor de &gua das sementes. Posteriormente, as sementes foram submetidas a

desidratacdo a cada dez pontos percentuais com silica gel ativada (8%), em sala
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climatizada (20°C/60%UR), até que fosse atingido o teor de agua original das
sementes e, em seguida, submetidas a pré-umidificagdo e a reidratagdo, da
mesma forma citada anteriormente.

Restabelecimento da tolerancia a dessecacdo com PEG + ABA: as
sementes com 1, 2, 3, 4 e 5 mm de comprimento de radicula foram colocadas
sobre uma folha de papel de germinacdo, em placas de Petri, as quais foram
adicionados 20 ml de solucdo de PEG 8000 (380 gramas dissolvidos em 1 litro
de agua) e ABA (100uM). As sementes permaneceram nesta condi¢do durante
72 horas, a 5°C, tendo esta temperatura proporcionado um potencial osmético de
-2,04 MPa, o qual ndo permitiu o crescimento das radiculas. Apos esse periodo,
as sementes foram retiradas, lavadas em agua corrente para a remogdo dos
residuos de solugdo e secas sobre papel toalha, durante 10 minutos, até que o
excesso de agua fosse eliminado, em condi¢Ges de temperatura e umidade
relativa do ambiente. Paralelamente, foi determinado o teor de &gua das
sementes. Posteriormente, as sementes foram submetidas a desidratacéo, a cada
dez pontos percentuais, com silica gel ativada no interior de sala climatizada
(20°C/60%UR), até que fosse atingido o teor de agua original das sementes e,
em seguida, foram submetidas & pré-umidificagdo e a reidratacdo da mesma
forma citada anteriormente.

Extracéo de DNA e eletroforese para avaliar a integridade do DNA:
A microextragdo de DNA da ponta das radiculas com 1, 3 e 5 mm de
comprimento foi realizada de acordo com o protocolo com CTAB 2X
modificado. Inicialmente, as amostras foram maceradas separadamente em
nitrogénio liquido, até a obtencdo de um pé bem fino, que foi transferido para
um microtubo de 2mL. Foram acrescentados 700uL de CTAB 2X (agua pura;
1M TRIS-HCI pH 7,5; 5M NaCl; 0,5M EDTA pH 8,0; 2 g CTAB ) pré-
aquecido, a 65°C, mantendo-se esta temperatura por 30 minutos. Posteriormente,

foram adicionados 600 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e o0s
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microtubos foram invertidos durante 5 minutos, quando, entdo, foram
centrifugados a 12.000 rpm, durante 10 minutos, & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e acrescentaram-se 450 pL
de isopropanol gelado, mantendo a temperatura de -20°C, durante 24 horas.
Apobs a precipitacdo do DNA, os microtubos foram centrifugados, durante 10
minutos, a 12.000 rpm e 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado,
adicionaram-se 100 pL de etanol 70% e os tubos permaneceram em repouso por
10 minutos, quando foram novamente centrifugados, a 4000 rpm e 4°C, durante
10 minutos, com a finalidade de remover residuos de CTAB. Os tubos foram
entdo invertidos em um papel limpo para secar o pélete, que posteriormente foi
dissolvido em 50 pL de TE pH 8,0 (10mM TRIS-HCl e 1ImM EDTA).

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

Avaliacdo citoldgica das radiculas ap6s re-inducdo da tolerancia a
dessecacdo: de acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores,
as plantulas com comprimento de radicula de 1, 3 e 5 mm, frescas e submetidas
a secagem em PEG 8000, silica gel e reidratadas, foram escolhidas para a
avaliacdo citologica. As pontas das radiculas foram coletadas, fixadas em
solucdo de Carnoy {metanol:&cido acético - (3:1)} e armazenadas a -20°C, até o
momento da preparacdo das laminas. Para o preparo das laminas, inicialmente,
as pontas das radiculas foram retiradas da solugdo fixadora e submetidas a duas
lavagens em agua destilada (5 minutos cada). Subsequentemente, as radiculas
foram secas em papel de filtro e maceradas em uma solucdo enzimética {2%
celulase (Sigma): 20%pectinase (Sigma) diluida em tampdo citrato-fosfato pH
4,8}, a 37°C, por 6 horas. Posteriormente, as laminas foram preparadas pela

técnica de dissociacdo celular, como descrito por Carvalho & Saraiva (1993) e
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coradas com Giemsa 5%, durante 12 minutos. As laminas foram avaliadas em
microscopio de luz (Leica) e as imagens capturadas por meio de uma
microcamera digital Nikon acoplada ao microscopio e transferidas para um
microcomputador. Nessas, laminas foram comparadas a morfologia das células
dos meristemas radiculares antes e ap6s a secagem. Foram analisadas 5 laminas
para cada tratamento, sendo avaliadas 200 células por lamina. Essas atividades
foram realizadas no Laboratdrio de Citogenética da Universidade Federal de
Lavras.

Teste de TUNEL nas radiculas ap6s re-inducdo da tolerancia a
dessecacdo: a reagdo do terminal deoxynucleotide transferase mediated-dUTP
nick-end labeling, ou TUNEL, é utilizada para avaliar a fragmentagdo do DNA
pela deteccdo das extremidades 3’-OH da fita do DNA, pela acdo da enzima
terminal transferase de desoxinucleotideo, por meio de fluorescéncia verde. Foi
utilizado o protocolo de acordo com as instrucfes do fabricante do “Kit APO-
BrdU™ TUNEL Assay” (Invitrogen - Molecular Probes) com Alexa fluor.
Foram utilizadas trés radiculas com comprimentos de 1, 3 e 5 mm frescas e
submetidas ao tratamento com PEG e secagem na silica a 10% de grau de
umidade fixadas em paraformaldeido a 1%, durante 12 horas. Apos esse periodo,
as radiculas foram desidratadas em gradiente alcodlico durante 1 hora cada
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), fixadas em cera Steedman a 37%, utilizando
uma série de cera:etanol (v:v) (50:50%, 70:30%, 90:10%) e 100% de cera, a
cada 1 hora. As radiculas foram seccionadas longitudinalmente com espessura
de 10pum com micrétomo e as reacBes foram preparadas de acordo com o
fabricante. As imagens foram observadas com microscopio epifluorescente
utilizando comprimento de onda de 500nm (Olympus BX60).

Andlise da morfologia celular por meio de microscopia eletrénica de
transmissdo: as plantulas com comprimento de radicula de 1, 3 e 5 mm frescas

e submetidas a secagem em PEG 8000, silica gel e reidratadas foram analisadas
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tomando-se 5 radiculas por tratamento, sendo fixadas na solucdo Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2% em um tampdo sédio
cacodilato 0,05M; CaCl, 0,001M, pH 7,2). As amostras foram lavadas trés vezes
(10 minutos cada) com o tampéo cacodilato 0,05M e, depois, foram fixadas em
uma solucdo aquosa de tetroxido de ésmio 1%, durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Em seguida, foram lavadas em &gua MiliQ, durante 15 minutos.
Posteriormente, as amostras foram contrastadas em acetato de uranila (0,5%),
durante 12 horas, a 4°C e desidratadas em uma gradativa de acetona (25%, 50%,
75%, 90% e 100%, trés vezes). Em seguida, realizou-se a infiltracdo em resina,
sendo o material incluido em gradiente crescente de Spurr/acetona 30%/8h;
70%/12h e 100% duas vezes, por 24 horas cada, tendo as amostras sido
transferidas para moldes de silicone e polimerizadas em estufa a 70°C, por 48
horas. Os cortes foram realizados com o ultramicr6tomo Reichart-Jung, cuja
lamina de diamante permitiu seccionar os tecidos com espessura inferior a
100nm e constratados com acetato de uranila, seguido por citrato de chumbo (3
minutos). As amostras foram avaliadas em microscépio eletrbnico de
transmissdo (Zeiss EM 109, Carl Zeiss, Jena, Alemanha), a 80 kV, utilizando
células do meristema radicular. As atividades citadas nesse item foram
realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica, do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de embebicg&o de sementes de Seshania virgata consta na Figura
1. Apoés 48 horas de embebicéo, 98% das sementes apresentaram protrusdo de
radicula. Os resultados referentes a porcentagem de sobreviéncia das sementes
com diferentes comprimentos de radicula, que foram diretamente submetidas a
desidratagcdo com silica gel em funcdo de diferentes niveis de hidratacdo, estdo
dispostos na Figura 2. Pelos resultados observados, é possivel inferir que apenas
as sementes com 1 mm de comprimento de radicula mantiveram a alta
porcentagem de sobrevivéncia quando desidratadas ao teor de &gua original
(proximo de 10%). A partir do comprimento de radicula de 2 mm, houve
praticamente a nulidade da sobrevivéncia das radiculas, quando desidratadas
abaixo de 30% de grau de umidade. Os resultados obtidos com a técnica de
restabelecimento da tolerdncia & dessecacdo em sementes germinadas de
Sesbania virgata estio apresentados nas Figuras 3 e 4.

Black & Pritchard (2002) sugerem que a dessecagdo € prejudicial por
varios motivos, entre eles os danos que incidem no citoesqueleto como resultado
das mudangas que ocorrem no volume celular. Além disso, a remo¢do da agua
pode ocasionar danos as membranas, mudancga de pH, cristalizacdo de solutos e
denaturaracdo de proteinas. Aparentemente, a tolerdncia a dessecacdo nao é
alcancada por somente uma simples caracteristica adaptativa, mas por uma
interacdo complexa de muitos mecanismos.

Quando plantulas sdo colocadas em condicdes apropriadas de secagem,
com controle de temperatura e de umidade relativa do ambiente adequadas a
uma desidratacdo segura e homogénea, algumas espécies tém demonstrado ser
dotadas de mecanismos capazes de resgatar a capacidade de toleréncia a
dessecacdo e permanecerem com o meristema radicular vivo. 1sso foi observado

em plantulas de Medicago truncatula cv. Paraggio, nas quais a perda da
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tolerancia a dessecacdo ocorreu com 2,7 mm de comprimento de radicula
(Buitink et al., 2003).
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FIGURA 1: Curva de embebicéo de sementes de Sesbania virgata.

Durante a coleta dos dados, foi observado que, conforme a reidratacdo
das sementes com 1 mm de comprimento de radicula que haviam sido
submetidas a secagem até 10% de umidade, inicialmente, a raiz primaria
apresentou aspecto de necrose, caracterizado pelo escurecimento dos tecidos.
Consequentemente, primordios de raizes adventicias projetavam-se ao redor da
porcdo final do hipocétilo, acompanhando o desenvolvimento das plantulas de S.
virgata. Apos a retomada do crescimento, as plantulas com parte aérea e sistema
radicular desenvolvidos foram classificadas como tolerantes & dessecacao.
Posteriormente, tais sintomas de aparecimento de raizes adventicias também
foram visualizados nas sementes com os demais comprimentos de radicula. A
emissdo de raizes adventicias em sementes submetidas ao estresse hidrico

também foi observada por Vieira (2008) ao re-induzir a tolerancia a dessecagao
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em sementes germinadas de Tabebuia impetiginosa (ipé-roxo), uma espécie
nativa do Brasil.

Gutterman & Gozlan (1998) relataram que plantulas de Hordeum
spontaneum com raiz primaria de 40-50 mm de comprimento sobreviveram sob
completa desidratacdo, durante 3 semanas, tendo seu cariopse retornado ao peso
seco original e também ocorrido a emissao de raizes adventicias.

A habilidade para desenvolver raizes varia largamente entre as espécies
e pode estar relacionada a hipGtese de adaptacdo, devido ao fato de a
proliferacdo de raizes aumentar a absorcdo de nutrientes numa situacdo de
competicdo, & hipdtese de ocupacdo (a proliferacdo de raizes permite o
estabelecimento de espécies sub-dominantes) ou pode ser consequéncia de
outras caracteristicas diferentes, tais como a taxa de crescimento de uma
determinada planta (Kembel et al., 2008). No caso de S. virgata, ha relatos, na
literatura, de que é uma planta adaptada a condigdes inospitas (Kolb et al., 2002;
Carvalho, 2002; Rodrigues et al., 2003) e tal rusticidade pode favorecer a

perpetuacao da espécie em locais com diferentes condigdes.
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FIGURA 2: Tolerancia a dessecacdo de sementes germinadas
com diferentes comprimentos de radicula submetidas
diretamente & secagem com silica gel a diferentes
graus de umidade.

As radiculas com comprimento de 1 mm mantiveram a alta taxa de
sobrevivéncia (97%), assim como o tratamento com PEG re-induziu
substancialmente a tolerancia a dessecagdo em sementes com radicula acima de
2 mm e teores de agua até 20%, exceto o comprimento de 5 mm, que perdeu
completamente a viabilidade quando o teor de &gua foi reduzido para 30%
(Figura 3). A morte das radiculas foi observada pelo amolecimento e flacidez
dos tecidos da porcdo final da raiz priméaria. Vieira (2008) também obteve
resultados positivos com a aplicacdo do PEG para re-induzir a tolerancia a
dessecacdo em radiculas de Alliaria petiolata com 2,5 mm de comprimento
submetidas a secagem com silica gel.

A condicdo de secagem répida (a silica gel proporciona umidade relativa
proxima de 8%) foi eficiente para avaliar a porcentagem final de sobrevivéncia
das radiculas. Geralmente, em sementes recalcitrantes, quanto mais rapida a

secagem mais baixo € o conteudo de agua que a semente pode tolerar, pelo fato

24



de ndo haver tempo suficiente para o progresso de reacfes de efeito deletério
que causariam a perda da viabilidade em materiais sensiveis a dessecacao
(Pammenter et al., 1998).

Células de embrides que estdo na fase tolerante a dessecagdo (primeiras
horas de embebigdo) permanecem tolerantes a dessecagdo quando submetidas a
secagem e germinam quando reidratadas. As evidéncias sugerem que a
competéncia para executar o reparo efetivo do DNA durante a reidratacdo
determina a tolerancia para a desidratacdo dos tecidos (Boubriak et al., 1997).
Durante o tratamento osmético com PEG ocorre um estimulo que € necessério
para induzir a tolerancia & dessecagdo em sementes ap6s a germinagdo (Buitink
et al., 2003).

As taxas de sobrevivéncia das radiculas com diferentes comprimentos,
submetidas ao tratamento com PEG+ABA antes da secagem, estdo apresentadas

na Figura 4. Pelos dados obtidos, é possivel observar que esse tratamento
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FIGURA 3: Toleréncia a dessecacdo de sementes germinadas com diferentes
comprimentos de radicula submetidas ao tratamento com PEG e a
secagem com silica gel a diferentes graus de umidade.

25



permitiu resultados positivos na re-indugdo da tolerdncia a dessecacdo em
sementes de S. virgata. Com exce¢do das sementes com radiculas com
comprimento de 1 mm que sobreviveram a secagem, as sementes com o0s demais
comprimentos de radicula apresentaram reducdo na formagdo de plantulas em
decorréncia da desidratacdo gradativa. Entretanto, as radiculas com
comprimento de 2 a 5 mm, que anteriormente ndo sobreviveram a secagem
rapida, quando tratadas com a solugdo de PEG, apresentaram indices
satisfatorios de tolerdncia a dessecagdo (proximos de 60%), mesmo com a
redugdo do grau de umidade para proximo do original (10%). O tratamento com
PEG associado ao &cido abcisico também propiciou a toleréncia a dessecacdo
em radiculas de Tabebuia impetiginosa com 3 mm de comprimento (Vieira,
2008).

A presenca de ABA em endospermas isolados de S. virgata sugere que
este horménio estd fortemente envolvido com o controle da mobilizacdo de
reservas e indiretamente no crescimento da plantula. Sob condi¢es naturais, a
concentracdo de ABA diminui com a germinacdo, igualmente pelo
desenvolvimento dos cotilédones, por permitir a mobilizacdo de galactomananas
e, conseqlientemente, ocorre a entrada de agua que ficou retida durante a
embebicéo para o crescimento do embrido (Potomati & Buckeridge, 2002).

Provavelmente, a incubacgdo na solucdo de PEG com alta concentragéo
de ABA tem estreita correlagdo com mecanismos de protecdo que permitiram a
sobrevivéncia das células das radiculas ap6s extrema desidratacdo. A aplicacao
de ABA exo0geno estd relacionada ao acumulo de transcritos de proteinas de
reserva em sementes que germinam precocemente (Ren & Bewley, 1999), rotas
de traducdo que aumentam a tolerancia a dessecacdo (Beckett et al., 2005) e
tolerancia & dessecacdo associada ao aumento de agucares soltveis. O aumento

de solutos poderia estimular a tolerancia a dessecacdo severa, possivelmente por
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estabilizar estruturas celulares e proteger as fungGes metabdlicas contra o
estresse hidrico (Wang et al., 2002).
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FIGURA 4: Toleréncia a dessecacdo de sementes germinadas com
diferentes comprimentos de radicula submetidas aos
tratamento com PEG+ABA e a secagem com silica gel, em
funcdo de diferentes niveis de hidratac&o.

Alternativamente, o tratamento osmaético pode inibir o crescimento
radicular até o ABA ser acumulado e manifestar suas fungfes, como sugerem
Buitink et al. (2003). Isso se deve ao fato de 0 ABA sozinho néo ter sido efetivo
na inibigdo do crescimento radicular de Medicago truncatula.

A aplicacdo de ABA exodgeno pode inibir a mobilizacdo de reservas
durante a germinacdo de sementes que, presumivelmente, deve-se a fatores
induzidos por ABA que impedem a transcricdo e ou a traducdo de hidrolases
(Lin et al., 1998). Outro efeito importante do ABA, além da aquisicdo de
tolerancia a dessecacdo, € a reducdo de danos celulares, devido & protecdo da
atividade metabolica, como foi demostrado em embrides somaticos de alfafa
(Sreedhar et al., 2002).
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Vale ressaltar que, no presente estudo, a raiz primaria mostrou-se mais
sensivel a dessecacdo que o hipocétilo. Apoés a secagem e reidratacdo das
radiculas, muitas vezes detectou-se o desenvolvimento normal do hipocétilo,
seguido pelo primeiro par de folhas cotiledonares, sendo que a raiz primaria ja
encontrava-se morta. A mesma observagdo foi relatada em diversas espécies,
como pepino e tomate (Lin et al., 1998) e Medicago truncatula (Buitink et al.,
2003).

Diante dos resultados obtidos com o estabelecimento do protocolo de re-
inducdo de tolerancia a desseccdo em sementes germinadas de S. virgata, foram
selecionadas radiculas com 1, 3 e 5 mm de comprimento, e submetidas ao
tratamento com PEG e secagem com silica gel para as avaliagfes citologicas.
Estes comprimentos de radicula foram escolhidos por permitirem a nitida
visualizagdo dos efeitos do PEG, sendo que, com radiculas de 1 mm de
comprimento, houve a total sobrevivéncia; com 3 mm, 47% das radiculas
sobreviveram a secagem e, com 5 mm de comprimento, as radiculas perderam
completamente a tolerdncia & dessecacdo. A partir da selecdo desses
comprimentos de radicula foi possivel obter um sistema com constrastes para
investigar, com técnicas aplicadas a biologia celular, as mudancas que ocorrem
durante a desidratacdo das radiculas de S. virgata.

As mudancas que ocorrem com o grau de umidade das radiculas com 1,
3 e 5 mm de comprimento, durante o tratamento com PEG, durante a secagem
com silica e durante a pré-umidificacdo e reidratacdo estdo representadas nas
Figuras 5, 6 e 7, respectivamente. O grau de umidade das radiculas com 1, 3e 5
mm de comprimento diminuiu acentuadamente durante as primeiras 6 horas de
incubacdo no PEG, tendo o grau de umidade das sementes com radicula de 1
mm reduzido dez pontos percentuais e as sementes com 3 e 5 mm de radicula,
igualmente, apresentaram redugéo de 8 pontos percentuais no grau de umidade.

Apos as primeiras horas de incubacdo no PEG, houve uma reducdo sutil do grau
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de umidade e, até as 72 horas finais, as radiculas com 1, 3 e 5 mm apresentaram
39%, 45% e 50% de grau de umidade, respectivamente (Figura 5).
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FIGURA 5: Mudangas no grau de umidade (%) das sementes
com diferentes comprimentos de radicula durante
incubacdo em PEG.

As mudancas no grau de umidade das radiculas submetidas ou ndo ao
tratamento com PEG durante a secagem em silica gel sdo mostradas na Figura 6.
Aparentemente, as radiculas que ndo foram tratadas com PEG, assim como
aquelas que foram submetidas ao tratamento com PEG, apresentaram
semelhancas em relacdo a reducdo do grau de umidade, durante as primeiras 6
horas de secagem em silica gel. Entretanto, a determinagdo do grau de umidade
das radiculas a cada 6 horas seguintes de desidratacdo permitiu detectar que
aquelas que foram submetidas ao tratamento com PEG apresentaram constante
redugdo do grau de umidade até o final das 24 horas de secagem. Ja as radiculas
que ndo foram tratadas com PEG permaneceram com uma diminui¢cdo acentuada

do grau de umidade durante todo o periodo de secagem em silica gel, embora
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aquelas com 1, 3 e 5 mm de comprimento, que foram submetidas ou ndo ao
tratamento com PEG, tenham apresentado, ao final das 24 horas de secagem,

aproximadamente 10% de grau de umidade.
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FIGURA 6: Mudancas no grau de umidade (%) das sementes com

diferentes comprimentos de radicula, submetidas ou néo ao
tratamento com PEG, durante secagem com silica gel.
Durante a pré-umidificagdo (24 horas) e as primeiras 24 horas de
reidratacdo (Figura 7), as mudangas no grau de umidade das radiculas
submetidas ou ndo ao tratamento com PEG foram semelhantes. Conforme as
primeiras 12 horas de pré-umidificagdo, o grau de umidade das radiculas
aumentou rapidamente, o que observado pelo acréscimo de, aproximadamente, 5
pontos percentuais no grau de umidade, assim como durante as primeiras 24
horas de reidratacdo, quando as radiculas ja apresentavam, em média, 40% de
grau de umidade.
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FIGURA 7: Mudangcas no grau de umidade (%) das sementes com
diferentes comprimentos de radicula, submetidas ou néo ao
tratamento com PEG, durante a pré-umidificagdo (24h)
seguida pela reidratacéo.

Pela anélise da integridade do DNA das radiculas submetidas ao
tratamento com PEG, secagem em silica gel e reidratacdo, € possivel observar
que o DNA das radiculas com 1 mm de comprimento permaneceu intacto,
enquanto o material genético das radiculas com 3 e 5 mm de comprimento
sofreu degradacdo (Figura 8). Estes resultados coincidem com os dados
apresentados na Figura 3, segundo os quais a sobrevivéncia das plantulas com 1
mm de comprimento de radicula permaneceu préxima de 100%, mesmo com a
reducgdo dréstica do teor de 4gua a 10%.

Faria et al. (2005) sugerem que a incubacdo no PEG pode induzir a
sintese de proteinas nucleares que desempenham um papel protetor do DNA.
Entretanto, em radiculas com comprimento acima de 3 mm, houve redugdo na
porcentagem de tolerancia a dessecacdo, acentuando-se nas radiculas com 5 mm

de comprimento, que ndo sobreviveram ao estresse hidrico. Provavelmente, a
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degradagdo do DNA observada no gel é proveniente de 53% de radiculas com 3
mm que ndo sobreviveram a secagem.

Possivelmente, as células das radiculas com comprimentos de 3 e 5 mm,
quando submetidas ao drastico estresse hidrico, sofreram danos irreparaveis que
as tornaram incapazes de exercer suas fungdes vitais.

O padrdo de degradacéo total do DNA (Figura 8) indica morte passiva
das células das radiculas de S. virgata. Masetto et al. (2008) também observaram
0 padrdo correspondente em sementes de Eugenia pleurantha quando
submetidas a nivel drastico de desidratacdo (7%). Nas radiculas de Medicago
truncatula com 2 mm de comprimento submetidas & secagem, a fragmentagao
do DNA foi mais acentuada quando comparadas com as radiculas tratadas com
PEG e secas posteriormente; o padrdo de morte programada de células também
coincidiu com a perda da viabilidade das radiculas desta espécie (Faria et al.,
2005). A manutencédo da informacdo genética é fundamental para a tolerancia a
dessecacdo e a sobrevivéncia da célula apés a desidratacdo e a reidratacdo
(Osborne et al., 2002).

Necrose é diferente de morte programada de células. Enquanto a morte
programada de células é um processo fisioldgico dependente de energia,
programado geneticamente, que envolve genes reguladores, rotas de sinalizagéo
e distintas caracteristicas expressas morfologicamente, a necrose é um processo
ndo fisioldgico, dissociado dos eventos morfogenéticos e relacionados ao
desenvolvimento e que esté diretamente envolvido com a turgescéncia da célula,
lise e lixiviagdo do conteido celular, sem mudancas Obvias do DNA (por
exemplo, sem condensacdo da cromatina e fragmentacio do DNA)
(Krishnamurthy et al., 2000; Xu et al., 2004).
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FIGURA 8: Gel de agarose 1% com DNA extraido de radiculas de
Sesbania virgata ap6s tratamento com PEG e secagem. M:
Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder, 1: radicula com 1 mm de
comprimento, 2: radicula com 3 mm de comprimento e 3:
radicula com 5 mm de comprimento.

Células sujeitas a determinadats injdrias, tais como patégenos e outros
estresses ambientais e abidticos (osmoético, salino, térmico, hidrico, metais
pesados, toxinas, UV, deficiéncia nutricional, entre outros), freqlientemente
sofrem morte programada de células (Pennell & Lamb, 1997; Fusconi et al.,
2006). Em muitos casos, doses letais de determinado estresse ativam o0s
mecanismos de morte programada da célula (Vaux & Korsmeyer, 1999). Mas,
uma analise critica da literatura avaliada também indicou que, especialmente
quando a dose do estresse estd acima de um nivel particular, hd a ocorréncia de
necrose nas células.

Os resultados referentes a integridade do DNA estdo de acordo com 0s
dados obtidos a partir da avaliagdo citoldgica das radiculas de S. virgata com 1,
3 e 5 mm de comprimento (Figura 9). Nucleos do meristema radicular
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mostraram tamanho reduzido e coloracdo bastante escura, evidenciando a
ocorréncia de morte celular em radiculas com 3 mm (26% das células) e 5 mm
de comprimento (67% das células). A integridade das estruturas celulares
durante uma desidratagdo severa é ainda um fenbmeno sem esclarecimento em

muitos sistemas bioldgicos (Réhrig et al., 2006).
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FIGURA 9: Tolerancia a dessecacdo e células vivas em radiculas de
Sesbania virgata com 1, 3 e 5 mm de comprimento, apos
tratamento com PEG, secagem com silica gel e pre-
umidificacao.

As imagens obtidas com a técnica do TUNEL estdo apresentadas na
Figura 10. A analise do TUNEL foi aplicada para detectar um possivel colapso
no DNA e, assim como demostrado pelas imagens da Figura 10, os nucleos
coloridos com verde fluorescente indicam TUNEL-positivo das células. A perda
da integridade do material genético em radiculas com 5 mm de comprimento que
foram submetidas ao tratamento com PEG, mas que ndo sobreviveram a
secagem (Figura 8), foi confirmada pelas imagens da Figura 10C, obtidas com a
técnica do TUNEL. A morte celular na raiz primaria em Stenocereus gummosus

e Pachycereus pringlei (Cactaceae) também foi detectada com a técnica do
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TUNEL associada & coloracéo verde fluorescente dos nucleos (Shishkova &
Dubrovsky, 2005).

A morte programada de células é conhecida por ser um processo rapido,
que ocorre dentro de algumas horas e que envolve um pequeno numero de
células, enquanto a necrose, condicionada por um determinado estresse abidtico,
ocorre mais lenta e gradativamente alguns dias ap6s o estresse. A tipica morte
programada de células esta sempre associada com os “ladders” do DNA no teste
de TUNEL, os quais ndo foram observados durante o processo de morte celular
das radiculas de S. virgata submetidas ao estresse hidrico, como também ndo foi
observado em plantulas de arroz submetidas ao estresse osmatico e salino (Liu et
al., 2007).

A transi¢do de radiculas frescas para desidratadas e reidratadas pode ser
acompanhada por mudangas estruturais nas células do meristema radicular
(Figura 11). Nas radiculas frescas com 1, 3 e 5 mm de comprimento ha a
delimitacdo perfeita da parede celular ao redor da célula, pequeno vacuolo e
presenca de corpos lipidicos e amido no contetdo celular.

Nas imagens referentes as radiculas com 3 e 5 mm de comprimento ap6s
a desidratagdo, ha a perda da integridade da parede e do conteudo celular,
caracterizado pelo aumento do tamanho do vaclolo e o desaparecimento dos
granulos de amido, correspondente ao excessivo consumo de energia. O
aumento dos vacuolos € considerado uma caracteristica da sensibilidade a

dessecacdo (Pammenter & Berjak, 1999); consequentemente, os danos
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FIGURA 10: Teste de TUNEL nas células das radiculas com 1 (A), 3
(B) e 5 (C) mm de comprimento, que foram submetidas ao estresse
osmotico com PEG (-2,04 MPa), desidratacdo com silica gel (10% de
grau de umidade) e reidratacdo. As figuras B e C correspondem ao
TUNEL-positivo das células das radiculas com 3 e 5 mm.

associados as mudangas drasticas no volume celular ndo puderam ser evitados
(Golovina et al., 2001; Verslues et al., 2006).

Muitas similaridades morfoldgicas e bioguimicas vém sendo
encontradas entre células animais e vegetais que estdo sofrendo apoptose, dentre
elas, condensacdo e encolhimento do citoplasma e do nucleo, formagdo de
corpos contendo DNA (apoptéticos) e degradacdo do DNA genbmico (Xu &
Hanson, 2000). O citoplasma, a membrana plasmatica e as organelas apresentam
aberragdes morfolégicas. O citoplasma se torna altamente vesiculado e
vacuolizado, com aparéncia flocosa, mitocondrias e plastideos deformados e
translucidos (Gunawardena et al., 2001; Errakhi et al., 2008).
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FIGURA 11: Microscopia eletronica de transmissdo de células da
radicula de S. virgata com 1(A), 3 (C) e 5 (E) mm de comprimento. B,
D e F correspondem as celulas das radiculas com 1, 3 e 5 mm de
comprimento, respectivamente, apds secagem em silica gel e
reidratacdo. Destaque para a parede celular (PC) com aspecto normal
antes da secagem (A, E). As setas indicam a perda da integridade do
citoplasma ap0s a secagem e reidratacéo (D, F).

No presente estudo, os dados obtidos com o0 TUNEL foram amplamente
correlacionados com o resultado do padrdo do DNA de radiculas de S. virgata e

com as imagens obtidas por meio de microscopia eletrénica de transmissao
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(Figura 11). Embora o TUNEL-positivo dos nucleos possa ser considerado um
indicador de morte celular, outros fatores citol6gicos podem ser avaliados, como
a caracterizacdo ultra-estrutural da morte celular em plantas, que indica uma
perda progressiva da compartimentalizacdo e organizacdo celular (DeBono e
Greenwood, 2006).

A sensibilidade a dessecagdo das radiculas com 3 e 5 mm tratadas com
PEG claramente induziu a morte celular e indica que este pode ser um
mecanismo importante de intolerdncia ao estresse abiftico em sementes

germinadas de S. virgata.
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6 CONCLUSOES

O tratamento com PEG e PEG+ABA permitiu resultados positivos na
re-inducdo da tolerancia a dessecacao das radiculas de S. virgata.

Houve uma relacéo entre a perda da integridade do DNA e a perda da
tolerancia a dessecacdo em radiculas com 3 e 5 mm de comprimento, quando
desidratadas a 10% de umidade. Nestas radiculas foi observado o padrdo de
morta passiva das células.

A avaliacdo citologica do meristema radicular de S. virgata, por meio de
andlise da viabilidade celular, teste de TUNEL e microscopia eletrbnica de
transmissdo, proporcionou evidéncias sobre a ocorréncia de morte celular em
radiculas com 3 e 5 mm que ndo sobreviveram a desidratacao.

Radiculas de S. virgata germinadas constituiram um sistema interessante

para o estudo da tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas.
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CAPITULO 2

ALTERACOES CITOLOGICAS DURANTE A PERDAE O
RESTABELECIMENTO DA TOLERANCIA A DESSECACAO EM
SEMENTES GERMINADAS DE Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)
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1 RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. AlteracGes citologicas durante a perda e o
restabelecimento da tolerdncia & dessecacdo em sementes germinadas de
Cedrela fissilis vell. (MELIACEAE). In: . Restabelecimento da
tolerdncia a dessecagdo em sementes germinadas de Sesbania virgata e
Cedrela fissilis. 2008. Cap. 3, p. 45-76. Tese (Doutorado em Engenharia
Florestal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

A dificuldade de armazenamento de sementes ndo ortodoxas, especialmente as
recalcitrantes, é um entrave aos programas de conservacao ex situ. A literatura
relata que sementes ortodoxas germinadas podem ser utilizadas nos estudos da
tolerancia/sensibilidade a dessecacdo por comportarem-se as sementes
recalcitrantes. Baseado em tal pensamento, sementes de Cedrela fissilis, uma
arvore nativa da Mata Atlantica, foram testadas quanto a re-indugdo de
tolerancia a dessecacdo nas sementes apds a germinacdo, utilizando polietileno
glicol (PEG 8000). As mudangas que ocorrem na célula durante a perda e o
restabelecimento da tolerdncia a dessecacdo foram investigadas. Para a
caracterizacdo da perda da tolerdncia a dessecacdo, as sementes foram
germinadas até atingirem diferentes comprimentos de radicula (1, 2, 3, 4 e 5
mm), sendo, em seguida, submetidas a secagem em silica gel, reduzindo-se o
teor de 4gua a cada dez pontos percentuais. Para re-induzir a tolerancia a
dessecacdo, sementes germinadas foram tratadas com PEG (-2,04 MPa), por 72
horas e PEG (-2,04 MPa) + ABA (100 uM), por 72 horas, sendo em seguida
desidratadas em silica gel com reducdo do teor de &gua a cada dez pontos
percentuais, pré-umidificadas e reidratadas. As avaliacBes citoldgicas
(viabilidade celular, teste de TUNEL e microscopia eletronica de transmissdo) e
da integridade do DNA foram feitas em sementes germinadas com comprimento
de radicula de 1, 2 e 5 mm, submetidas ao tratamento com PEG. O tratamento
com PEG foi capaz de re-induzir a tolerancia a dessecacdo em radiculas com 1 e
2 mm de comprimento, que apresentaram 71% e 29% de sobrevivéncia,
respectivamente, quando o teor de &gua foi reduzido a 10%. Entretanto, ndo
houve retomada do crescimento das radiculas com os demais comprimentos. A
aplicacdo de PEG+ABA foi eficiente para re-induzir a toleréncia a dessecacao
nas radiculas com todos os comprimentos estudados e desidratadas a 20% de
umidade. Apenas as radiculas com 1 mm de comprimento mantiveram a
tolerancia a dessecacdo (100%) quando atingiram 10% de umidade. Pela analise
de integridade do DNA, somente radiculas com 1 mm mantiveram a integridade
do material genético apds a secagem a 10%. A analise citoldgica das radiculas
permitiu verificar a mortalidade em 60% e 73,5% das células com radiculas de 2
e 5 mm de comprimento tratadas com PEG e secas, posteriormente, a 10% de
teor de &gua. O TUNEL-positivo e a analise ultra-estrutural das células das
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radiculas com 2 e 5 mm confirmaram os resultados obtidos, contribuindo para a
identificagdo de marcadores diagnosticos de morte celular.

Palavras chave: Cedrela fissilis, tolerdncia a dessecagdo, estresse osmético e
sementes germinadas.

“Comité Orientador: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA
(Orientador), Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-orientador), Edvaldo
Aparecido Amaral da Silva, PhD — UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Cytological alterations during loss and re-
establishment of desiccation tolerance in germinated seeds of Cedrela
fissilis. In: . Re-establishment of desiccation tolerance in germinated
seeds of Seshania virgata and Cedrela fissilis. 2008. Chapter. 3, p. 45-76.
Thesis (Doctoral degree in Forest Engineering) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The difficulty in storing non orthodox seeds, especially the recalcitrant ones, is
an obstacle for the ex situ conservation. The use of germinated orthodox seeds as
a model system for studies on desiccation tolerance/sensitivity has been
suggested. Based on such thought, seeds of Cedrela fissilis, a native tree species
from the Brazilian Atlantic Forest were used in the present study, whose
objectives were to characterize the re-establishment of desiccation tolerance
(DT) in germinated seeds, using polyethylene glycol (PEG 8000) and to
investigate the cell changes during loss and re-establishment of DT. The loss of
DT was characterized by drying germinated seeds with different radicle lengths
(1, 2, 3, 4 and 5 mm) in silica gel to decreasing moisture contents (each ten
percent points interval), followed by pre-humidification (100% RH/24h) and
rehydration (germination conditions).. To re-establish DT, germinated seeds
were treated for 72h with PEG (-2.04 MPa) and PEG (-2.04 MPa) + ABA (100
UM) before dehydration. The cytological assays (cell viability, TUNEL test and
electronic transmission microscopy) and DNA integrity were evaluated in 1, 2
and 5 mm radicle lenghts. Germinated seeds did not tolerate desiccation to 10%
moisture content, irrespectively of the radicle length. However, when treated
with PEG, those with radicle length of 1 and 2 mm attained 71% and 29%
survival, respectively, when moisture content was reduced to 10%. . The
PEG+ABA treatment was efficient to re-establish DT in seeds with 1 mm long
radicles (100% survival). . The positive-TUNEL and the ultrastructural assays of
the cells from 2 and 5 mm radicle lengths confirmed the obtained results.

Key words: Cedrela fissilis, desiccation tolerance, osmotic stress and

germinated seeds.

“Guidance Committee: José Marcio Rocha Faria, PhD - UFLA (Adviser),
Antonio Claudio Davide, Dr. — UFLA (Co-adviser), Edvaldo Aparecido Amaral
da Silva, PhD - UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

H& uma crescente preocupacdo mundial sobre a exploracdo
descontrolada e depreciagdo dos recursos naturais, especialmente sobre a
diversidade vegetal das florestas tropicais. A extin¢do potencial dessas espécies
esta relacionada ao grau de vulnerabilidade biolégica e a ameaca dos fatores
abidticos (Phartyal et al., 2002). Além disso, pouco se conhece sobre as espécies
ocorrentes, a estrutura e o funcionamento desses ambientes florestais. Dessa
forma, ha a necessidade de estudos intensivos, a fim de escolher corretamente as
estratégias de manejo e conservacdo a serem implantadas (Kawaguici &
Kageyama, 2001).

A conservacdo dos recursos florestais inclui a conservagéo in situ, em
que as espécies sdo conservadas no seu ambiente e a conservagdo ex situ,
realizada fora da area de ocorréncia da espécie, principalmente em jardins
boténicos e bancos de sementes. A conservagdo ex situ complementa a in situ,
no entanto, pode ser a Unica alternativa vidvel para conservacdo dos recursos
genéticos de determinadas espécies (Young et al., 2000). A conservagdo ex situ
corresponde, principalmente, ao armazenamento de sementes e outros
propagulos em bancos de germoplasma. Porém, a falta de habilidade para
sobreviver apds a desidratacdo, por parte das sementes de algumas espécies, é
um entrave aos programas de conservagéo.

Durante o desenvolvimento da semente, a aquisicdo de tolerancia a
dessecacdo faz parte do processo de maturacdo, o qual ocorre antes da secagem
da maturacdo. O contetdo de agua diminui gradativamente durante o progresso
da maturagdo da semente, mas o potencial hidrico celular permanece acima ao
da secagem da maturacdo. Este decréscimo no contetddo de &gua se deve ao

acumulo gradual de reservas armazenadas. O &cido abscisico (ABA) previne a
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ocorréncia da germinacdo e desempenha um papel importante nos eventos que
determinam a tolerancia a dessecacgao (Hoekstra et al., 2001).

Assim, nem todas as espécies respondem ao ambiente durante o
armazenamento do mesmo modo. Baseado na resposta sob dessecacdo e baixas
temperaturas, Roberts (1973) classificou as sementes em ortodoxas e
recalcitrantes. Mais tarde, uma terceira categoria intermedidria entre as
ortodoxas e as recalcitrantes foi identificada por Ellis et al. (1990). Sementes de
espécies com comportamento ortodoxo podem ser mantidas satisfatoriamente de
modo ex situ por longos periodos em ambiente frio e seco. Contudo, a
conservagdo da viabilidade de sementes com comportamento intermediério ou
recalcitrante é problemética. Conseqlientemente, tais sementes ndo podem ser
armazenadas sob as condicOes satisfatorias para sementes ortodoxas (Hong &
Ellis, 1996).

Assim, a dificuldade de manipulacdo das sementes sensiveis a
dessecacdo durante a experimentagd0 sugere que Sementes ortodoxas
germinadas podem ser utilizadas como modelos para o estudo da recalcitrancia,
baseados no fato de que, apds a germinagdo, as sementes ortodoxas perdem a
tolerancia a dessecacdo gradativamente, comparadas as sementes recalcitrantes.
Existem varios trabalhos que relatam as perspectivas de utilizar sementes
ortodoxas germinadas para investigar os fenémenos relacionados a recalcitrancia
(Bruggink e van der Toorn, 1995; Leprince et al., 2000; Buitink, et al., 2003;
Faria et al., 2005; Vieira, 2008). Outra vantagem de empregar sementes
ortodoxas germinadas é a possibilidade de utilizar técnicas simples, como
aplicacdo de estresse osmético, utilizando-se o polietileno glicol (PEG) e ABA
exdgeno para re-induzir a tolerancia a dessecacéo.

Entre as técnicas para detectar as mudangas que ocorrem nas células
ap6s um determinado estresse estd a eletroforese de DNA (Faria, 2005). A

clivagem do DNA em fragmentos internucleossomais (Palavan-Unsal et al.,
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2005) e a degradacdo do DNA no gel sdo aceitos como marcadores para a morte
celular programada e passiva, respectivamente, em células animais e vegetais
(McCabe & Leaver, 2000).

O terminal desoxynucleotide transferase mediated d-UTP nick-end
labeling, ou TUNEL, ¢é um método largamente utilizado e sensivel para avaliar
a deformacéo nuclear durante a apoptose, na qual ocorre a degradacdo do DNA,
comum em tecidos que sofrem morte celular (Liu et al., 2007). Outra técnica
importante para avaliar as alteragdes que ocorrem nas células é a microscopia
eletrbnica de transmissdo, cuja analise permite visualizar as mudancas que
ocorrem com as estruturas celulares sujeitas ao estresse hidrico.

Na tentativa de propor um sistema para o estudo dos mecanismos
relacionados & toler&ncia/sensibilidade em sementes ortodoxas apds a
germinacgdo, com ferramentas aplicadas as pesquisas com biologia celular, foram
utilizadas sementes de Cedrela fissilis, uma arvore nativa da Mata Atlantica.

O cedro (Cedrela fissilis Vell.), da familia Meliaceae, ocorre desde o
Rio Grande do Sul até Minas Gerais, principalmente nas florestas semidecidua e
pluvial atlantica. Sua madeira é largamente empregada no setor moveleiro,
construcdo civil, naval e aerondutica. A arvore de Cedrela fissilis também ¢é
recomendada para o paisagismo (Lorenzi, 1992).

Assim, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, avaliar as
mudangas nos aspectos celulares durante a perda e o restabelecimento da

tolerancia a dessecacdo em sementes germinadas de Cedrela fissilis.
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4 MATERIAL E METODOS

Coleta e beneficiamento de sementes: foram coletados frutos maduros
em inicio de deiscéncia com auxilio de poddo e lona plastica de,
aproximadamente, 20 matrizes na regido de Lavras, sul de Minas Gerais
(21°14’S, 45°00°W), no més de julho de 2006. Apos a coleta, os frutos foram
levados ao galpdo do Laboratério de Sementes Florestais do Departamento de
Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
O beneficiamento consistiu de abertura dos frutos maduros e a remogédo do
prolongamento alado das sementes, de acordo com as recomendacdes de Davide
et al. (1995).

Determinacdo do grau de umidade: o grau de umidade foi
determinado pelo método da estufa, a 103+2°C, por 17 horas (Brasil, 1992), com
quatro repeticdes de 2 g de sementes. Os resultados foram calculados com base
no peso das sementes imidas.

Teste de germinacdo: inicialmente, as sementes foram desinfestadas
com hipoclorito de sodio, a 2%, durante 2 minutos e, entdo, semeadas sobre
papel de filtro umedecido no interior de caixas plésticas tipo gerbox. O
experimento foi conduzido em BOD, sob temperatura de 25°C e luz branca
constante, proposto pelas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Curva de embebicao: foram realizadas pesagens diérias de sementes de
cedro semeadas da mesma forma citada anteriormente, durante sete dias. Foram
utilizadas dez repeticdes com dez sementes cada.

Avaliacdo da perda da tolerancia a dessecagdo apds a germinagao:
apos a semeadura das sementes, como descrito anteriormente, as sementes que
apresentavam 1, 2, 3, 4 e 5 mm de comprimento de radicula foram submetidas a
secagem. A desidratacdo ocorreu no interior de caixas plasticas tipo gerbox,

vedadas com filme plastico, colocando-se as sementes sobre um telado, tendo
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uma camada de silica gel ativada (8%) ao fundo. Durante a desidratacdo, foram
realizadas pesagens sucessivas, até que o0 peso encontrado coincidisse com o
grau de umidade desejado, por meio da expressdo proposta por Cromarty et al.
(1985). Apos a desidratacdo, as sementes foram pré-umidificadas em camara
Umida (100%UR), durante 24 horas, a 25°C e, entdo, reidratadas (sobre papel
umedecido, dentro de gerbox a 25°C e luz branca constante). As sementes que
retomaram o crescimento da radicula e originaram plantulas normais foram
consideradas tolerantes & dessecacdo. O experimento foi conduzido com 4
repeti¢Oes de 25 sementes para cada comprimento de radicula.

Restabelecimento da tolerancia & desseca¢do com PEG: as sementes
com 1, 2, 3, 4e5 mm de comprimento de radicula foram colocadas sobre uma
folha de papel de germinagéo, em placas de Petri onde foram adicionados 20 mL
de solucdo de PEG 8000 (380 gramas dissolvidos em 1 litro de agua, segundo
Michel & Kaufmann, 1973). As sementes permaneceram imersas nesta solugao
durante 72 horas, a 5°C e esta temperatura proporcionou um potencial osmético
de -2,04 MPa, o qual ndo permitiu o crescimento das radiculas. Apds esse
periodo, as sementes foram retiradas, lavadas em agua corrente para a remogdo
dos residuos de PEG e secas sobre papel toalha, até que o excesso de agua fosse
eliminado, em condicGes de temperatura e umidade relativa do ambiente.
Paralelamente, foi determinado o teor de 4gua das sementes. Posteriormente, as
sementes foram submetidas a desidratacdo a cada dez pontos percentuais, com
silica gel ativada (8%) a 20C, até que fosse atingido o teor de agua original das
sementes e, em seguida, foram submetidas a pré-umidificacdo e a reidratacéo da
mesma forma citada anteriormente.

Restabelecimento da tolerancia a dessecacdo com PEG + ABA: as
sementes com 1, 2, 3, 4 e 5 mm de comprimento de radicula foram colocadas
sobre uma folha de papel de germinacdo, em placas de Petri onde foram

adicionados 20 mL de solucdo de PEG 8000 (380 gramas dissolvidos em 1 litro
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de agua) e ABA (100pM). As sementes permaneceram imersas nesta solugdo
durante 72 horas, a 5°C e esta temperatura proporcionou um potencial osmético
de -2,04 MPa, o qual ndo permitiu o crescimento das radiculas. ApGs esse
periodo, as sementes foram retiradas, lavadas em agua corrente para a remogdo
dos residuos de PEG e secas sobre papel toalha até que o excesso de agua fosse
eliminado, em condicGes de temperatura e umidade relativa do ambiente.
Paralelamente, foi determinado o teor de &gua das sementes. Posteriormente, as
sementes foram submetidas & desidratacdo a cada dez pontos percentuais com
silica gel ativada a 20C, até que fosse atingido o teor de agua original das
sementes e, em seguida, foram submetidas a pré-umidificacdo e a reidratacéo da
mesma forma citada anteriormente.

Extracéo de DNA e eletroforese para avaliar a integridade do DNA:
a microextracdo de DNA da ponta das radiculas foi realizada de acordo com o
protocolo com CTAB 2X modificado. Inicialmente, as amostras foram
maceradas separadamente em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé bem
fino que foi transferido para um microtubo de 2mL. Foram acrescentados 700pL
de CTAB 2X (&gua pura; 1M TRIS-HCI pH 7,5; 5M NaCl; 0,5M EDTA pH 8,0;
2 gramas de CTAB ) pré-aquecido a 65°C, mantendo-se esta temperatura por 30
minutos. Posteriormente, foram adicionados 600 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) e os microtubos foram invertidos durante 5 minutos, quando,
entdo, foram centrifugados a 12.000 rpm, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
acrescentaram-se 450 pL de isopropanol gelado, mantendo-se & temperatura de
-20°C, durante 24 horas. Apo6s a precipitacdo do DNA, os microtubos foram
centrifugados durante 10 minutos, a 12.000 rpm e 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado, adicionaram-se 100 pL de etanol 70% e os tubos
permaneceram em repouso por 10 minutos, quando foram novamente

centrifugados a 4.000 rpm e a 4°C, durante 10 minutos, com a finalidade de
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remover residuos de CTAB. Os tubos foram, entdo, invertidos em um papel
limpo para secar o pélete que, posteriormente, foi dissolvido em 50 uL de TE pH
8,0 (10mM TRIS-HCl e ImM EDTA).

Para a avaliagdo por eletroforese, foi utilizado o marcador 1 Kb Plus
DNA Ladder (1pg/pL) e 5 uL de DNA de cada amostra em um gel de agarose
1% com coloragdo de brometo de etidio, sendo visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado em equipamento EDAS 290 (Kodak®).

Avaliacdo citoldgica das radiculas ap6s re-inducdo da tolerancia a
dessecacdo: de acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores,
as plantulas com comprimento de radicula de 1, 2 e 5 mm frescas e submetidas a
secagem em PEG 8000, silica gel e reidratadas foram escolhidas para a
avaliacdo citologica. As pontas das radiculas foram coletadas, fixadas em
solucdo de Carnoy {metanol:4cido acético - (3:1)} e armazenadas, a -20°C, até o
momento da preparacdo das laminas. Para o preparo das laminas, inicialmente,
as pontas das radiculas foram retiradas da solugdo fixadora e submetidas a duas
lavagens em &agua destilada (5 minutos cada). Subsequentemente, as radiculas
foram secas em papel de filtro e maceradas em uma solucdo enzimética {2%
celulase (Sigma): 20%pectinase (Sigma) diluida em tampdo citrato-fosfato pH
4,8}, a 37°C, por 6 horas. Posteriormente, as laminas foram preparadas pela
técnica de dissociagdo celular, como descrito por Carvalho & Saraiva (1993) e
coradas com Giemsa 5%, durante 12 minutos. As laminas foram avaliadas em
microscopio de luz (Leica) e as imagens capturadas por meio de uma
microcamera digital Nikon acoplada ao microscopio e transferidas para um
microcomputador. Nessas, ldminas foram comparadas a morfologia das células
dos meristemas radiculares antes e ap6s a secagem. Foram analisadas 5 laminas
para cada tratamento, sendo avaliadas 200 células por lamina. Essas atividades
foram realizadas no Laboratdrio de Citogenética da Universidade Federal de

Lavras.
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Teste de TUNEL nas radiculas apés re-inducdo da tolerancia a
dessecacdo: a reagdo do terminal deoxynucleotide transferase mediated-dUTP
nick-end labeling ou TUNEL ¢ utilizada para avaliar a fragmentacdo do DNA
pela deteccdo das extremidades 3’-OH da fita do DNA, pela acdo da enzima
terminal transferase de desoxinucleotideo, por meio de fluorescéncia verde. Foi
utilizado o protocolo de acordo com as instrucfes do fabricante do “Kit APO-
BrdU™ TUNEL Assay” (Invitrogen - Molecular Probes) com Alexa fluor. As
radiculas com comprimentos de 1, 2 e 5 mm frescas e submetidas ao tratamento
com PEG e secagem na silica a 10% de grau de umidade (3 repeticdes cada)
foram fixadas em paraformaldeido a 1%, durante 12 horas. Apés esse periodo,
as radiculas foram desidratadas em gradiente alcodlico durante 1 hora cada
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), fixadas em cera Steedman a 37%, utilizando
uma série de cera:etanol (v:v) (50:50%, 70:30%, 90:10%) e 100% de cera, a
cada 1 hora. As radiculas foram seccionadas longitudinalmente com espessura
de 10um com micrétomo e as reacBes foram preparadas de acordo com o
fabricante. As imagens foram observadas com microscopio epifluorescente,
utilizando comprimento de onda de 500nm (Olympus BX60).

Anédlise da morfologia celular por meio de microscopia eletrénica de
transmissdo: as plantulas com comprimento de radicula de 1, 2 e 5 mm, frescas
e submetidas & secagem em PEG 8000, silica gel e reidratadas, foram analisadas
tomando-se 5 radiculas por tratamento, sendo fixadas na solu¢do Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2% em um tampdo sédio
cacodilato 0,05M; CaCl, 0,001M, pH 7,2). As amostras foram lavadas trés vezes
(10 minutos cada) com o tampdo cacodilato 0,05M e, apo6s serem fixadas em
uma solugdo aquosa de tetroxido de 6smio 1% durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Em seguida, foram lavadas em &gua MiliQ, durante 15 minutos.
Posteriormente, as amostras foram contrastadas em acetato de uranila (0,5%),

durante 12 horas, a 4°C e desidratadas em uma gradativa de acetona (25%, 50%,
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75%, 90% e 100% trés vezes). Em seguida, realizou-se a infiltragdo em resina,
sendo o material incluido em gradiente crescente de Spurr/acetona 30%/8h;
70%/12h e 100% duas vezes, por 24 horas cada, tendo as amostras sido
transferidas para moldes de silicone e polimerizadas em estufa, a 70°C, por 48
horas. Os cortes foram realizados com o ultramicr6tomo Reichart-Jung, cuja
lamina de diamante permitiu seccionar os tecidos com espessura inferior a
100nm e constratados com acetato de uranila seguido por citrato de chumbo (3
minutos). As amostras foram avaliadas em microscépio eletrbnico de
transmissdo (Zeiss EM 109, Carl Zeiss, Jena, Alemanha), a 80 kV, utilizando
celulas do meristema radicular. As atividades citadas nesse item foram
realizadas no Laboratério de Microscopia Eletrénica, do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, observa-se a curva de embebicdo de sementes de Cedrela
fissilis, tendo, aos 6 dias apos a semeadura, o lote utilizado apresentado 81% de
germinacdo. A perda da tolerdncia a dessecacdo conforme a germinacdo esta
caracterizada na Figura 2. A secagem em silica gel entre 60% e 50% de grau de
umidade ndo reduziu a viabilidade das sementes de Cedrela fissilis com 4 e 5
mm de comprimento de radicula. Entretanto, ao reduzir o grau de umidade para
niveis inferiores a 40%, houve uma redugdo acentuada na tolerancia a
dessecacgdo nas sementes com todos os comprimentos de radicula estudados, que
culminou com a total perda da viabilidade quando foi atingido o grau de
umidade original das sementes de Cedrela fissilis recém-beneficiadas.

As sementes de Cedrela fissilis apresentaram melhor desempenho
quando armazenadas com baixo teor de &gua (7,5%) em ambiente frio e seco
(Figliolia et al., 1988). Corvello et al. (1999) concluiram que as sementes de
Cedrela fissilis com 10% de grau de umidade, armazenadas em embalagem
hermeticamente fechada em cémara fria, apresentaram o melhor desempenho
durante o armazenamento, caracterizando seu comportamento tipicamente
ortodoxo.

No presente trabalho, ao iniciar o processo germinativo, as sementes de
Cedrela fissilis perderam completamente a capacidade de tolerar a desidratacéo,
assemelhando-se as sementes recalcitrantes. Ap6s a germinagdo, a falta de
habilidade para re-induzir a protecdo ap6s a secagem a 20% resultou na
totalidade de radiculas mortas com todos os comprimentos observados. A
hidratacdo das membranas é necesséria para iniciar os eventos metabdlicos e a
hidratacdo de amidos e proteinas armazenados é necessaria para ativar o
metabolismo, produzindo energia e substratos indispensaveis ao crescimento da

plantula (Kikuchi et al., 2006). As plantulas de algumas espécies tém a
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capacidade de tolerar a dessecacdo como estratégia para resistir aos problemas

de escassez e imprevisibilidade de precipitacdo em regides aridas (Zhang et al.,
2005).
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FIGURA 1: Curva de embebicdo de sementes de Cedrela fissilis.

Para as radiculas de Cedrela fissilis, a reducdo do grau de umidade
gradativamente, a cada dez pontos percentuais, permitiu algumas inferéncias
sobre 0 comportamento durante a secagem rapida. As chances de
restabelecimento apds a secagem e, conseqlientemente, a retomada do
desenvolvimento normal da plantula dependeram do comprimento de radicula
observado e do grau de umidade atingido, cujos niveis reduzidos (abaixo de
20%) ocasionaram a mortalidade das radiculas emergidas com 3, 4 e 5 mm de
comprimento. A condi¢do de secagem réapida utilizada com a silica gel para
avaliar a tolerancia a dessecacdo pode ter impedido a ativacéo de alguns agentes

protetores que permitiriam as radiculas de Cedrela fissilis suportarem a
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desidratacdo severa. A tolerdncia a dessecacdo pode ser induzida
experimentalmente em embrifes por meio de secagem lenta, pela qual as
mudangas celulares que conferem resisténcia a secagem se iniciam com a perda
de 4gua e sdo consolidadas, desde que a remocao de agua ndo seja tdo rapida
(Black et al., 1999).
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FIGURA 2: Toleréncia & dessecacdo de sementes de Cedrela fissilis
germinadas com diferentes comprimentos de radicula submetidas
diretamente & secagem com silica gel a diferentes graus de umidade.

O tratamento com PEG (-2,04 MPa) foi eficiente para re-induzir a
tolerancia a dessecacdo nas sementes com 1 mm de comprimento de radicula,
que apresentaram 73% de sobrevivéncia quando o grau de umidade foi reduzido
a 20%, mantendo-se a alta taxa de tolerancia a dessecac¢éo (71%), quando o grau
de umidade foi reduzido a 10%. As sementes com 2 mm de comprimento de
radicula submetidas ao tratamento com PEG apresentaram um pequeno aumento

na sobrevivéncia (29%) com a reducdo do grau de umidade a 10%. Por outro
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lado, ndo foram observadas variacGes considerdveis quanto aos demais
comprimentos de radicula avaliados, que apresentaram diminui¢do acentuada da
tolerancia a dessecacéo, conforme a reducao do teor de agua.

Leprince et al. (2000) relataram que sementes germinadas de pepino e
ervilha podem restabelecer a tolerncia a dessecacdo por meio de aplicacdo de
estresse osmotico com PEG em suas radiculas. Considerando-se que a re-
inducdo de tolerancia a dessecacdo é alcangada pela exposicéo das radiculas ao
baixo potencial hidrico, mudangas na expressdo génica podem ser relacionadas a
inducdo de tolerancia a dessecacdo e a condicao do estresse osmético. Buitink et
al. (2004) relataram que o nivel de transcritos que controlam enzimas em
resposta ao estresse ndo aumentou durante a incubacdo em PEG (-1,7MPa) nas
radiculas de Medicago truncatula com 5 mm de comprimento, que
permaneceram sensiveis a dessecagdo. Entretanto, as radiculas com 3 mm de
comprimento, incubadas em PEG durante 24 horas, apresentaram um aumento
dos niveis de transcritos, concomitantemente com a re-inducdo da tolerancia a
dessecacao.

As radiculas de M. truncatula com 2,7 mm de comprimento inicialmente
submetidas ao tratamento com PEG combinado com baixa temperatura
restabeleceram a tolerdncia a dessecacdo. Apds a germinacdo, o fato de as
radiculas sensiveis a dessecacdo adquirirem tolerancia a secagem indicou que ha
uma lacuna (entre radiculas com 1 e 3 mm de comprimento) entre o
desenvolvimento e o estabelecimento da plantula (Buitink et al., 2003). Para os
autores, o tratamento osmético é capaz de induzir mudangas por meio de
diferentes rotas metabdlicas, juntamente com a paralisagdo do crescimento
radicular. As fontes de carbono enddgenas que sdo normalmente designadas para
a divisdo e a expansdo celular sdo desviadas da sintese da parede celular para
constituirem oligossacarideos que, provavelmente, serdo acumulados durante o

restabelecimento da tolerancia a dessecacao.
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Além disso, durante a incubagdo no PEG, houve uma reducédo sensivel
no grau de umidade das radiculas de Cedrela fissilis (Figura 5). A secagem lenta
é relatada por diversos autores por induzir a tolerdncia a dessecacdo em
embrides em desenvolvimento. Uma pequena reducdo no grau de umidade dos
embribes de trigo (Triticum aestivum L.) induziu a toleréncia & dessecacao, pelo
acumulo de alguns protetores, entre eles, as deidrinas (Black et al., 1999).

Possivelmente, as mudangas que ocorreram com o desenvolvimento das
radiculas de Cedrela fissilis acima de 2 mm de comprimento ndo permitiram a
re-inducdo da tolerancia & dessecacao e tais radiculas permaneceram sensiveis a
desidratagdo, mesmo apds o tratamento osmotico. Igualmente, o tempo e a
temperatura de incubacdo no PEG e o potencial hidrico utilizado podem ndo
terem sido eficazes para re-induzir a tolerancia a dessecacgao nas radiculas com
3, 4 e 5 mm de comprimento submetidas a 10% de grau de umidade.

Os dados obtidos com a utilizacdo do tratamento com PEG combinado
com o ABA, na tentativa de re-induzir a tolerancia a dessecagao nas radiculas de
Cedrela fissilis constam da Figura 4. Pela observacéo dos dados, destacam-se as
sementes com 1 mm de comprimento de radicula, que mantiveram a alta taxa de
sobrevivéncia (100%), mesmo quando o teor de agua foi reduzido gradualmente
a cada dez pontos percentuais (50% a 10%).

As sementes com 2 mm de comprimento de radicula também toleraram
a desidratacdo até 20% de grau de umidade; no entanto, com a reducéo do grau
de umidade para 10% houve a nulidade da tolerdncia a dessecacdo. A
combinacdo do tratamento osmotico com 0 ABA também propiciou um aumento
na taxa de sobrevivéncia das radiculas com 3, 4 e 5 mm de comprimento, que
apresentaram comportamentos semelhantes, alcancando porcentagem de
sobrevivéncia de 83%, 76% e 64%, com 20% de umidade; porém, com a
redugdo do grau de umidade para 10%, as radiculas perderam completamente a

tolerancia a dessecacao.
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FIGURA 3: Toleréncia a dessecacdo de sementes germinadas com
diferentes comprimentos de radicula submetidas ao tratamento com PEG
e a secagem com silica gel, em funcdo de diferentes niveis de hidratagdo
A acdo do ABA pode também induzir a tolerdncia a desseca¢do, como
demostrado primeiramente por Bartels et al. (1988). Buitink et al. (2003)
sugerem que o ABA e 0 estresse osmoético agem como dois estimulos
independentes, necessarios para re-induzir a tolerAncia a dessecacao.
Alternativamente, o tratamento osmoético poderia inibir o crescimento radicular

até que o ABA fosse acumulado e desempenhasse suas fungdes.
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Com a adi¢do de ABA ao meio de cultura de embrides somaticos, houve
uma diminuicdo do metabolismo que, conseqiientemente, aumentou o indice de
tolerancia a dessecacdo dos embrifes de M. truncatula. A secagem lenta sem
tratamento com ABA ocasionou a mortalidade dos embrides (Sreedhar et al.,
2002). No presente trabalho, o tratamento osmético, isoladamente, também néo
aumentou consideravelmente a porcentagem de tolerancia a dessecacdo, quando
comparado com a adicdo de ABA a solugdo de PEG. Embora somente as
radiculas com 1 mm de comprimento mantivessem a alta sobrevivéncia durante
todos os niveis de secagem, as radiculas de Cedrela fissilis com 2, 3, 4 e 5 mm
de comprimento também apresentaram um incremento na formacéo de plantulas
normais ap6s o tratamento com ABA e subsequente reducdo do grau de
umidade.

Possivelmente, o ABA desempenhou um papel de adaptacdo ao estresse.
O actumulo de ABA nos tecidos vegetais corresponde a mudancas metabdlicas e
fisioldgicas que ocorrem durante o estresse hidrico em plantulas. A aplicacdo de
ABA ex6geno melhorou a adaptagdo das plantulas apds o estresse hidrico
(Boominathan et al., 2004). O ABA também tem um papel reconhecido na
manutencdo da dorméncia de sementes (Gualano et al., 2007) e, quando aplicado
exogenamente, levam & expressdo de genes que respondem a desidratacao (Seki
et al., 2002, Wang et al., 2002, Narusaka et al., 2004).

Diante dos resultados obtidos com a re-inducdo de tolerancia a
dessecacdo em sementes germinadas de Cedrela fissilis, foram selecionadas as
radiculas com 1, 2 e 5 mm de comprimento, que foram submetidas ao tratamento
com PEG e secagem com silica gel para as avaliagdes citologicas. Estes
comprimentos de radicula foram escolhidos por permitirem a nitida visualizacao
das diferencas entre os sistemas obtidos com o tratamento com PEG. Com

radiculas de 1 mm de comprimento, houve 71% de sobrevivéncia; com 2 mm,
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29% das radiculas sobreviveram a secagem e, com 5 mm de comprimento, as

radiculas perderam completamente a tolerancia & dessecacao.
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FIGURA 4: Toleréncia & dessecacdo de sementes de Cedrela fissilis
germinadas com diferentes comprimentos de radicula submetidas aos
tratamentos com PEG+ABA e a secagem com silica gel, em fungéo de
diferentes niveis de hidratagao.

A partir da selecdo desses modelos foi possivel obter um sistema com
contrastes para investigar, com técnicas aplicadas a biologia celular, as
mudangas que ocorrem durante a perda e o restabelecimento da tolerancia a
dessecacdo das radiculas de Cedrela fissilis.

As alteracbes no grau de umidade das radiculas durante a incubacéo no
PEG sdo apresentadas na Figura 5. Houve reducdo acentuada do grau de
umidade das radiculas com 1, 2 e 5 mm de comprimento, durante as primeiras 6

horas de incubacéo no PEG, tendo o grau de umidade das sementes com radicula
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de 1 mm reduzido oito pontos percentuais; as radiculas com 2 mm apresentaram
reducdo de nove pontos percentuais e as sementes com 5 mm de radicula
apresentaram diminuicdo de 12 pontos percentuais no grau de umidade. Apds as
primeiras horas de incubacdo no PEG, houve uma reducdo sutil do grau de
umidade. Até as 72 horas finais, as radiculas com 1 e 2 mm apresentaram,
igualmente, 42% de umidade, enquanto as radiculas com 5 mm apresentaram
52% de grau de umidade (Figura 5).
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FIGURA 5: Mudangas no grau de umidade (%) das sementes com

diferentes comprimentos de radicula, durante incubacdo em PEG.

As mudancgas no grau de umidade das radiculas submetidas ou ndo ao
tratamento com PEG durante a secagem em silica gel constam da Figura 6. As
radiculas que ndo foram submetidas ao tratamento com PEG, assim como
aquelas que foram tratadas com PEG, foram semelhantes em relacdo a reducéo

do grau de umidade, durante as primeiras 6 horas de secagem em silica gel.
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Entretanto, a observacdo do grau de umidade das radiculas, nas 6 horas
seguintes de desidratacdo, permitiu detectar que aquelas tratadas com PEG
apresentaram um decréscimo constante do grau de umidade, até o final das 24
horas de secagem. Ja as radiculas que ndo foram tratadas com PEG apresentaram
uma diminui¢do um pouco mais acentuada do grau de umidade durante todo o
periodo de secagem em silica gel. Contudo, as radiculas com 1, 2 e 5 mm de
comprimento, que foram submetidas ou ndo ao tratamento com PEG,

apresentaram, ao final das 24 horas de secagem, aproximadamente 10% de grau

de umidade.
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FIGURA 6: Mudancas no grau de umidade (%) das sementes com
diferentes comprimentos de radicula, submetidas ou ndo ao tratamento

com PEG, durante secagem com silica gel.
As mudancas no grau de umidade das radiculas de Cedrela fissilis,
submetidas ou ndo ao tratamento com PEG durante a pré-umidificacdo (24

horas) e as primeiras 24 horas de reidratacdo (Figura 7), foram semelhantes. Ao
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longo das primeiras 12 horas de pré-umidificacdo, o grau de umidade das
radiculas aumentou rapidamente, observado pelo aumento de aproximadamente
4 pontos percentuais no grau de umidade das radiculas. Nota-se que, durante as
primeiras 24 horas de reidratacdo, as radiculas com 1 mm de comprimento, sem
tratamento com PEG, apresentaram um aumento acentuado na absorgdo de agua,
quando comparadas com as radiculas de mesmo tamanho tratadas com PEG. As
radiculas com os demais comprimentos apresentaram comportamento
semelhantes durante o periodo de pré-umidificacéo e reidratacdo, tendo, ao final

de 48 horas, apresentado, em média, 35% de grau de umidade.
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FIGURA 7: Mudancas no grau de umidade (%) das sementes com

diferentes comprimentos de radicula, submetidas ou ndo ao tratamento

com PEG, durante a pré-umidificagdo (24h) seguida pela reidratacéo.

O perfil eletroforético do DNA gendmico extraido das radiculas de
Cedrela fissilis pode ser observado na Figura 8. A imagem indicada pelo nimero
1 refere-se ao DNA das radiculas com 1 mm de comprimento, cujo padréo

apresenta-se intenso, porém, com uma mancha ao longo do perfil.
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Provavelmente, tal observagdo deve-se ao fato de que parte das radiculas (29%)
nao restabeleceu a tolerdncia & dessecacdo ap6s a secagem em silica gel. A
banda referente ao DNA extraido a partir das radiculas com 2 mm de
comprimento encontra-se parcialmente degradada, caracterizada pela mancha no
gel de agarose, assim como o DNA das radiculas com 5 mm de comprimento,
cuja banda enfraquecida também apresenta sinais de degradagdo de DNA.

A ocorréncia de tal aspecto do DNA ¢ relatada na literatura como morte
passiva das células. Esse fendmeno é um evento nao controlado, resultante ap6s
uma injaria irreversivel das células da membrana. Quando as células sdo mortas
devido a um tratamento abio6tico, o DNA ndo é clivado e ndo se desloca durante
a eletroforese ou, alternativamente, sob determinado estresse, é danificado mais
propriamente pelo fator do que pelas endonucleases e é visualizado como uma
mancha no gel (McCabe & Leaver, 2000).

A morte passiva das células é diferente de morte programada de células,
um processo de morte celular altamente controlado ao nivel gendmico,
resultante de uma série de mudancas nas caracteristicas morfologicas e da
degradagdo do DNA pelas endonucleases. A morte passiva das células é causada
por uma injuria severa no tecido que, em animais, resulta no desenvolvimento de
sintomas inflamatorios (Eckardt, 2006) e em plantas, especialmente sementes,
ocasiona a perda da viabilidade (Kranner et al., 2006).

A incubacdo no PEG pode induzir a sintese de proteinas que
desempenham uma funcdo protetora do DNA (Faria et al., 2005). No entanto, de
acordo com os dados apresentados, provavelmente, 0 DNA néo efetuou o reparo
necessario para manter a integridade genética apds a secagem e a reidratagao.
Oshorne & Boubriak (1997) enfatizaram a importancia do reparo do DNA na
determinacdo do genoma da planta, considerando que a habilidade para retomar
a sintese de proteinas, lipideos e de RNA so é efetuada se a integridade da

informacdo genética também for conservada. A incubacdo no PEG pode induzir
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a sintese de proteinas que desempenham uma funcéo protetora do DNA (Faria et
al., 2005). No entanto, de acordo com os dados apresentados, provavelmente, o
DNA ndo efetuou o reparo necessario para manter a integridade genética apos a
secagem e reidratacao.

Osborne & Boubriak (1997) enfatizaram a importancia do reparo do
DNA na determinacdo do genoma da planta, considerando que a habilidade para
retomar a sintese de proteinas, lipideos e de RNA s6 é efetuada se a integridade

da informacéo genética também for conservada.

FIGURA 8: Gel de agarose 1% com DNA extraido de
radiculas de Cedrela fissilis apos tratamento com PEG e
secagem. M: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder, 1:
radicula com 1 mm de comprimento, 2: radicula com 2
mm de comprimento e 3: radicula com 5 mm de
comprimento.

A morte celular observada nas radiculas de Cedrela fissilis também
foi caracterizada pela avaliagdo citoldgica (Figura 9). A observacdo do

aspecto dos nucleos foi realizada por meio de microscopia de luz, cuja
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coloragdo intensa e tamanho reduzido comprovaram a incidéncia de
mortalidade. Radiculas com 1, 2 e 5 mm de comprimento apresentaram
41%, 60% e 74% de ceélulas mortas, respectivamente, pela analise
microscopica. O contetido hidrico da célula pode determinar a manutencéo
da integridade de proteinas, ativacdo de endonucleases e conformagdo do
DNA (Osborne, 2000).

100 I Tolerancia a dessecacéo (%)
3 Células vivas (%)

80

60 -

40 4

20

Plantulas normais (%) e células vivas (%)

0 1 2 3 4 5 6 7

comprimento de radicula (mm)

FIGURA 9: Tolerancia a dessecacdo e células vivas em radiculas de

Cedrela fissilis com 1, 2 e 5 mm de comprimento ap0s tratamento com

PEG, secagem com silica gel e pré-umidificacao.

As imagens obtidas com o teste de TUNEL encontram-se na Figura 10.
O teste de TUNEL é largamente aplicado para a detec¢do de degradacdo do
DNA in situ e ocorréncia de morte celular, seja resultante de morte passiva ou
programada de células. Adicionalmente aos resultados obtidos com a
eletroforese do DNA e com a avaliacdo da viabilidade celular, a técnica do
TUNEL evidenciou a ocorréncia de morte celular nas radiculas com 1, 2 e 5 mm
de comprimento submetidas ao estresse hidrico, caracterizado pela fluorescéncia
verde dos nucleos ou TUNEL-positivo (Figuras 10A, 10B E 10C). As Figuras

10B e 10C correspondem aos nucleos do meristema de radiculas com 2 e 5 mm,
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respectivamente e destacam-se pela intensidade da coloracéo verde, relacionada
a perda da viabilidade ap6s a secagem dessas radiculas.

Os nucleos do meristema de radiculas com 1 mm, embora apresentassem
um restabelecimento parcial da toleréncia a dessecacdo, também apresentaram
perda da viabilidade celular apds a secagem a 10%, caracterizada pelo TUNEL-
positivo em menor intensidade (Figura 10A).

Resumidamente, a técnica do TUNEL baseia-se na deteccdo de
fragmentos de DNA pela incorporagdo de nucleotideos modificados (dUTP) pela
enzima denominada Transferase terminal de desoxinucleotideos, cujos
nucleotideos sdo marcados com o corante fluorescente (Huang et al., 2005).

A literatura relata a utilizagdo da técnica do TUNEL com sucesso como

marcador de morte celular em raizes submetidas ao estresse abiético em diversas

espécies, tais como cevada (Katsuhara, 1997), milho (Xiong et al., 2006) e arroz
(Liu et al., 2007).

FIGURA 10: Teste de TUNEL nas células das radiculas de Cedrela
fissilis com 1 (A), 2 (B) e 5 (C) mm de comprimento, que foram submetidas ao
estresse osmotico com PEG (-2,04 MPa), desidratacdo com silica gel (10% de
grau de umidade) e reidratacdo. A, B e C correspondem ao TUNEL-positivo das
células das radiculas com 1, 2 e 5 mm, respectivamente.

As mudancas ultra-estruturais que ocorreram nas células das radiculas
de Cedrela fissilis ap6s a secagem, seguida de reidratacdo, podem ser
visualizadas na Figura 11. As Figuras 11A, 11C e 11E referem-se as imagens

das células das radiculas com 1, 2 e 5 mm de comprimento, respectivamente,
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que ndo foram submetidas ao estresse hidrico. Notam-se a densidade
citoplasmatica e a conformacdo da parede celular normais e a organizagdo do
contetdo celular. Apds a secagem e a reidratacdo das radiculas com 1 mm de
comprimento (Figura 11B), a imagem correspondente as células ilustra a
manutencdo da integridade da parede celular, porém, com principios de
alteragdes no conteudo celular. Além disso, € importante avaliar quantas células
sdo danificadas para que a viabilidade seja afetada. Uma pequena mudanca na
permeabilidade da membrana ndo necessariamente resulta na perda da
viabilidade. A morte do tecido resulta quando uma porcdo critica de células
perdeu a integridade da membrana (Ingram & Bartels, 1996; Leprince et al.,
1999).

A andlise ultra-estrutural das células das radiculas com 2 e 5 mm de
comprimento, Figuras 11D e 11F, respectivamente, detectou alteragdes
relacionadas & morte celular, como a perda da compartimentalizacdo dos
componentes celulares e fragmentacdo da parede celular e citoplasma. Essas
observagdes etdo de acordo com dados encontrados na literatura (Filonova et al.,
2000). Embora 29% das radiculas com 2 mm de comprimento retomassem o
crescimento, as alteracOes verificadas impediram o total restabelecimento da
tolerancia a dessecacdo e contribuiram para a totalidade da mortalidade das
radiculas com 5 mm de comprimento apés o estresse hidrico.

Para tolerar a dessecacdo, as células precisam ser protegidas contra as
mudangas potencialmente letais que podem ocorrer apés a desidratacdo. Dentre
0S mecanismos que podem prevenir tais danos estdo a participacdo de certos
carboidratos sollveis (rafinose e estaquiose), que sdo envolvidos na formacdo do
estado vitreo da membrana e ou interacdo protetora com os fosfolipideos da
membrana e ou LEA proteinas (late embryogenesis abundant). Lea proteinas séo

envolvidas na estabilizacdo de estruturas macromoleculares no estado
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desidratado, portanto, permitem a integridade funcional das membranas apos a
desidratacdo e reidratacdo (Buitink et al., 2002).

Além disso, a estabilizagdo de membranas no estado desidratado é de
suma importancia para a tolerancia a dessecacdo. Os aglcares desempenham um
papel crucial, interagindo com a fase hidrofilica dos fosfolipideos e substituindo
(no minimo uma porcdo bastante significativa) a &gua normalmente ocupada
nesta posicdo (Berjak et al., 1990; Hoekstra et al., 2005).

FIGURA 11: Microscopia eletronica de transmissdo de células da
radicula de Cedrela fissilis com 1(A), 2 (C) e 5 (E) mm de
comprimento. B, D e F correspondem as celulas das radiculas com 1, 2 e
5 mm de comprimento, respectivamente, apds secagem em silica gel e
reidratacdo. As barras indicam 2 um.
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6 CONCLUSOES

O tratamento com PEG foi eficiente na re-indugdo da tolerancia a
dessecacao em radiculas de Cedrela fissilis.

As radiculas com 1 mm de comprimento restabeleram completamente a
tolerancia a dessecacdo, quando previamente tratadas com PEG+ABA.

A perda da tolerdncia a dessecacdo nas radiculas coincidiu com a
degradagdo do DNA. A ocorréncia de morte celular também foi verificada nas

radiculas de Cedrela fissilis intolerantes & dessecacao.
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Consideracdes finais

O presente trabalho permitiu inferéncias sobre a técnica de
restabelecimento da tolerdncia & dessecacdo em sementes germinadas de
Sesbania virgata e Cedrela fissilis. Em sementes germinadas de S. virgata e de
C. fissilis, o tratamento com PEG e PEG+ABA permitiu resultados positivos no
restabelecimento da tolerdncia a dessecagdo, verificado pela sobrevivéncia
(formagdo de plantulas normais) apds a secagem na silica e reidratacdo. As
chances de restabelecimento apds a secagem e consequentemente a retomada do
desenvolvimento normal das plantulas dependeram do comprimento de radicula
das espécies utilizadas e do grau de umidade atingido.

Para S. virgata, houve uma relacéo entre a perda da integridade do DNA
e a perda da tolerdncia a dessecacdo em radiculas com 3 e 5 mm de
comprimento, quando desidratadas a 10% de umidade. Nas radiculas de C.
fissilis com 2 e 5 mm de comprimento desidratadas a 10% também foi observada
a perda da integridade do DNA. Nas radiculas de ambas espécies foi observado
0 padrdo de morte passiva das células no perfil eletroforético do DNA.

A avaliacdo citoldgica do meristema radicular de S. virgata por meio de
andlise da viabilidade celular, teste de TUNEL e microscopia eletrbnica de
transmissdo proporcionou evidéncias sobre a ocorréncia de morte celular em
radiculas de S. virgata com 3 e 5 mm e em radiculas de C. fissilis com 2 e 5 mm
de comprimento que ndo sobreviveram a desidratacao.

De acordo com os resultados obtidos, as radiculas de S. virgata e de C.
fissilis germinadas constituiram sistemas interessantes para 0S avangos nas
pesquisas sobre as causas da perda e do restabelecimento da tolerncia a
dessecacdo em sementes ortodoxas apds a germinagdo. Estudos mais
aprofundados sobre agucares, proteinas e expressdo génica durante a germinacao

e o tratamento osmdtico com ou sem ABA, juntamente com o0s resultados a
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respeito das alteracOes celulares investigadas no presente trabalho, constituirdo
ferramentas para ampliar 0 conhecimento sobre as causas da

tolerancia/sensibilidade & dessecagdo em sementes.
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