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RESUMO

Durante a germinacdo, sementes ortodoxas tornagrasualmente
intolerantes a dessecacdo, passando a se comporteoeno sementes
recalcitrantes. No presente trabalho, sementesndelenanthera colubrinem
processo germinativo foram utilizadas para maiteredimento da sensibilidade
a dessecacao durante a germinacao. Inicialmensenasntes foram embebidas
durante 0 (controle), 2,8,12a@roximadamente 1Boras (sementes germinadas
com 1 mm de radicula). Em seguida realizou-se secampr 72 horas e até 70,
50 e 30% da umidade registrada em cada tempo debégab. As sementes
foram reidratadas e a sobrevivéncia avaliada. Agdoda embebicdo foram
realizadas analises citométricas, ultraestruturagiracdo de proteinas
resistentes ao calor e enzima peroxidase. Apés legdtme e secagem foram
avaliadas a integridade do DNA e danos ultraestigu A tolerancia a
dessecacéo foi totalmente perdida apos a protmashicular. Ndo houve perda
da integridade e aumento do conteddo de DNA 4C dpan tolerancia a
dessecacéo foi perdida. Caracteristicas ultraassigtde células de radiculas de
1 mm assemelharam-se as encontradas em semeradstreetes tanto no
estado hidratado quanto desidratado. A perda deramatia a dessecacéo
coincidiu com a redugédo do contetdo de proteinsistemtes ao calor e da
enzima peroxidase.

Palavras-chave: Tolerancia a dessecacdo. Semelussstdis. Secagem.
Armazenamento.



ABSTRACT

During germination, orthodox seeds gradually becotolerant to
desiccation, and start behaving as recalcitrantdsedn this work,
Anadenanthera colubrinaeeds in germination process were used for therbet
understanding of the sensitivity to desiccationimyigermination. Initially, the
seeds were soaked for O (control), 2, 8, 12 androxppately 16 hours
(germinated seeds with 1 mm of radicle). Subsedyewe performed drying
for 72 hours and up to 70, 50 and 30% of registénadidity in each soaking
period of time. The seeds were rehydrated and tineival was evaluated.
During the soaking we performed cytometric and ad#iructural, enzyme
peroxidase analyses and extraction of proteinsteggito heat. After the soaking
and drying we evaluated the DNA integrity and ulteuctural damages. The
tolerance to desiccation was completely lots aféelicular protrusion. There
was no integrity loss and increase of 4C DNA contfter the tolerance to
desiccation was lost. Ultra-structural charactiessbf 1 mm radicular cells were
similar to those found in recalcitrant seeds inhigdrated state as well as in the
dehydrated state. The loss of tolerance to desiccatas concluded with the
reduction of the content of proteins resistant &athand of the peroxidase
enzyme.

Keywords:Tolerance to desiccation. Forest seeds. Dryinga§éo
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1 INTRODUCAO

A necessidade de conservagéo das florestas tre@oaifortalecimento
da politica ambiental promoveram um aumento na ddmale sementes de
espécies nativas, que constituem insumo basicpnogsamas de recuperacdo e
conservacao de ecossistemas (CARVALHO et al., 2006)a das formas de
conservacao de espécies vegetais € por meio dezemaraento das sementes
em bancos de germoplasma, que inclui etapas c@aocagem e manutencdo em
temperatura e umidade reduzidas. Todavia, semelgediferentes espécies
podem apresentar variacfes nos niveis de toler@ncacagem e diferentes
comportamentos durante o armazenamento.

A classificacdo em relagdo a tolerancia a dessecagd ao
armazenamento leva em consideracéao trés categlerissmentes denominadas
ortodoxas, recalcitrantes e intermediarias. As séeseortodoxas seriam aquelas
gue toleram secagem até grau de umidade proxim&%ee podem ser
armazenadas em temperaturas negativas por longésd@® com reduzida
perda de viabilidade. Sementes recalcitrantes &p®erdas com teor de agua
elevado, perdem a viabilidade quando secas abai200% de umidade e ndo
toleram temperaturas negativas, inviabilizandomaaenamento a longo prazo
(ROBERTS, 1973). De acordo com Ellis, Hong e Rabét®90) as sementes
classificadas como intermediaria seriam aguelagalaelm a secagem mas néo
resistem as baixas temperaturas durante periodotengo prolongado.
Atualmente acredita-se que as sementes ndo sarfingtcategorias distintas,
mas sim que estejam inseridas em um continuum dfenedtes niveis de
tolerancia a dessecacao e ao armazenamento.

A sensibilidade a dessecacdo constitui um obstimada conservacao
da biodiversidade e execucdo de pesquisas a lorggo.pDiante disso a

utilizacdo de modelos para estudo da recalcitratmina-se extremamente
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necessaria. Sementes ortodoxas germinadas ou eoespoo germinativo
constituem uma importante ferramenta no estudedsilslidade & dessecacéo,
pois com o decorrer da germinacdo, essas sementdsnp progressivamente a
tolerancia a dessecacao, passando a se compartaraorecalcitrantes (SUN,
1999).

A gradual perda da tolerancia a dessecacdo dusagegminacédo esté
relacionada a reducgédo ou ineficiéncia nos mecamsisteoprotecdo e reparo. A
incapacidade de resistir a desidratacdo duranteaegso germinativo tem sido
associada com a perda da integridade do DNA e dast@as celulares,
aumento do conteudo de DNA 4C, e reducdo do cooteiel moléculas
protetoras como proteinas resistentes ao calor @mas antioxidantes
(PAMMENTER; BERJAK, 1997).

No presente estudo foram utilizadas sementesAdadenanthera
colubrina durante o processo germinativo para maior entesttion da
sensibilidade a dessecacdo. Esta espécie foi @kxgborque segundo Nery
(2008), apresenta sementes isentas de dorméncian eiltas percentagens de
germinacéo, caracteristicas desejaveis para petdditrabalho.

Portanto, o objetivo geral desta pesquisa foi estagerda da tolerancia
a dessecacao de sementef\dadenanthera colubrinéVvell.) Brenan durante a
germinagdo. Os objetivos especificos foram: Cariaete fisiologicamente a
perda da tolerancia a dessecacao durante a geémjnac

Correlacionar a perda da tolerancia a dessecagéoocoontetido de
DNA, de proteinas resistentes ao calor e enzimaxjuase;

Avaliar os efeitos da dessecacdo de sementes emsgmgerminativo,

em relagdo a integridade do DNA e a danos celulares
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a dessecacao e classificacdo fisiologdas sementes quanto a
secagem e ao armazenamento

A tolerancia a dessecacéo é a habilidade das sé&alam organismo de
perderem agua até atingirem o equilibrio higrosmbpbm o ar moderadamente
a extremamente seco (50% de umidade relativa €C2@,° entdo, retomarem
suas fungbes normais apos a reidratacdo (BLACKTERARD, 2002).

Segundo Alpert (2006), a tolerancia a dessecag&o &rater primitivo,
sendo encontrada em clados inferiores como em fyrigaetérias, nematéides,
rotiferos e tardigrados. No reino vegetal esta ctaratica é verificada
principalmente em algas, briéfitas, e estruturapradutivas das plantas
superiores como poélen, esporos e sementes (OLIVERBA; MISHLER,
2000).

A tolerancia a dessecacdo em sementes é uma cestisziedesejavel
para conservacaex situdas espécies vegetais, uma vez que para a réalidac
armazenamento de sementes é necessario que gatasdssidratadas (JOSE;
SILVA; DAVIDE, 2007). Além da reducao do teor deuaga manutencao da
qualidade fisiolégica das sementes armazenadasdiepembém temperatura e
umidade do ambiente de armazenamento Harringtat2)j19

Conforme mencionado, segundo seu comportamento tquao
armazenamento e sensibilidade a dessecacdo, asteerfram categorizadas
em ortodoxas, recalcitrantes (ROBERTS, 1973) ernmdiarias (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990).

Em sementes ortodoxas, a aquisicdo da tolerandessecacdo é um
evento programado da fase final do desenvolvimeAfms o acumulo de
reservas as sementes passam por um periodo deemmecagm reducado

consideravel do teor de agua (entre 90 a 95%)raadabolismo, passando a um
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estado quiescente (BLACK; PRITCHARD, 2002). Istornpi¢ge que estas
sementes possam ser armazenadas por longos pergmioscondices
convencionais, ou seja, no estado seco e em btrgeraturas (ROBERTS,
1973).

Sementes recalcitrantes ndo apresentam ao findésEnvolvimento, a
etapa de secagem e aquisicdo da tolerAncia a ded@eecPortanto, estas
sementes sdo dispersas com alto teor de agua ebaliEgmente ativas
(BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998;PAMMENTER; BERJAK, 20D Além
disso, muitas espécies, particularmente as de rorigepical, sdo também
sensiveis a refrigeracdo ndo podendo ser armazeaadhaixas temperaturas.

VariacGes nas respostas das sementes levaram evamidse de um
terceiro grupo, formado por sementes dispersas a@nithas que suportam
secagem até 12% de umidade e toleram armazenaemaritmperaturas baixas,
porém, ndo negativas, sendo denominadas semenémaeadiarias (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990).

Nos ultimos anos vem sendo aceita a ideia de quenportamento das
sementes em relacdo a tolerancia a dessecacaarmaxenamento ndo deve ser
limitado as categorias distintas, mas sim constfetam continuum formado
pelo maximo de ortodoxia em um extremo e 0 maxiraoretalcitrancia no
outro, com gradacgdes sutis de ndo ortodoxia estrgois extremos (BERJAK;
PAMMENTER, 1997).

2.2 Mecanismos que conferem a tolerancia a dessecacéo sementes

Atualmente acredita-se que um conjunto de mecamsiSIoprocessos
esteja associado a toler&ncia a dessecacdo, emafudarantir a sobrevivéncia
das sementes ortodoxas no estado desidratadoamtelar reidratacdo (VICRE;
FARRANT; DRIOUICH, 2004).Tais mecanismos incluemacderisticas fisicas
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celulares e intracelulares, acimulo de sistema®xagdntes eficientes, de
moléculas protetoras, tais como proteinas LEA gina resistentes ao calor, e
acucares redutores (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).sAguir, serdo
detalhados alguns destes mecanismos.

2.2.1 Proteinas resistentes ao calor

Um dos mecanismos mais estudados na adaptacdorgmssmos a
condicéo de estresse consiste na indugéo da edipreésgproteinas resistentes ao
calor Heat Stable Proteinsas quais tém sido relatadas desde bactérias até
tecidos vegetativos de plantas tolerantes a desfRc@VATERS,; LEE;
VIERLING, 1996; SHIH; HOEKSTRA; HSING, 2008).

Nos vegetais seis classes de proteinas resisiatealor (PRCs) tém
sido relacionadas a protec¢éo contra danos caupad@stresse, e em sementes
estas proteinas tém sido associadas com a aqudacBerancia a dessecacéo
em sementes ortodoxas (VIERLING, 1991; FARRANT; MRE) 2011).
Dentre as classes de PRCs expressas em semeiaesihese as proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundanue como o proprio nome diz séo expressas nas
etapas finais do desenvolvimento (ILLING et al.02)0

Acredita-se que a importancia das PRCs na tolex&naessecacdo de
sementes se deve ao fato dessas proteinas atuamenthaperonas, impedindo
a desestruturacdo proteica(FEDER; HOFMANN, 1999%efno chaperona é
utilizado para designar moléculas que ajudam natagem ou manutencgdo de
estruturas moleculares, impedindo que haja intesagirébneas (HAND et al.,
2011).

Em estudos conMedicago truncatulaLarre et al. (2006) verificaram
gue e a perda da tolerancia a dessecac¢éo durgatmmacao foi acompanhada

da reducdo do conteldo de proteinas resistentesal@o, e conseguiram
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identificar alguns grupos dessas proteinas. Em iéesbrde Arabidopsis
thaliana também foi obervado que as PRCs comeg¢am a aauseutedo meio da
maturacdo e sdo abundantes apds aquisicdo dantiera dessecacao
(WEHMEYER; VIERLING, 2000).

2.2.2 Sistemas antioxidantes

Durante a dessecacdo das sementes, observa-séimm@de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e radicais livres nélsilas (LEPRINCE et al.,
1994; NTULI et al., 2011). Estas moléculas séo ygliejais a integridade
celular, sendo capazes de induzir a oxidacdo eoliespizacdo de acidos
nucleicos, a desnaturacao de proteinas e a pegéxidios lipidios da membrana
plasmatica (KRANNER; BIRTIC, 2005; KRANNER et &010).

Segundo Marcos Filho (2005) um dos fatores queniewdgumas
sementes a ndo tolerarem a dessecacdo seria eciausé@nineficiéncia de
mecanismos eficientes no combate a EROs. Variossdeausados por radicais
livres durante a dessecacdo de sementes podenirsetizados pela presenca
de mecanismos protetores, como a acdo das enzilutgtiome redutase,
superoéxido dismutase, catalase e peroxidase ekpadéss em remover espécies
reativas de oxigénio (PUKACKA; RATAJCZAK, 2006).

Segundo Asada(1992), o grupo enzimatico das paseficompreende
uma grande familia de proteinas responsaveis petwgdo do peroxido de
hidrogénio. O autor também afirma que o peréxidohadtogénio pode ser
extremamente nocivo as celulas, pois da origemadeal hidroxila (HO o
qual causa danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidimembranas celulares.

Alguns estudos tem verificado relacdo entre o cmtdede enzima
peroxidase e a tolerdncia & dessecacdo. Em estudoembrides de milho,

Leprince, Bronchart e Deltour (1990) observaram wainginui¢cdo na atividade
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das enzimas superdxido dismutase e peroxidasentdum processo de
embebicdo, em estagios de intolerancia a dessedabdervacbes semelhantes
foram feitas por Tang (2000) com sementes Riaus taeda as quais
apresentaram maior conteddo de peroxidase no edtddmante quando
comparado com o estado intolerante a secagem. Eesalkados remetem a

importancia dessa enzima como mecanismo de protecao

2.2.3 Modificac¢des ultraestruturais

A tolerdncia a dessecacdo também estd associagmatidade de
manutencdo da integridade das estruturas celul&resalguns marcadores
ultraestruturais tém sido relacionados com a shidsile e tolerdncia a
dessecacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2000).

Sementes recalcitrantes sao caracterizadas pan seetabolicamente
ativas e ultraestruturalmente pelo grande numeropaléssomos, reticulos
endoplasmaticos, complexos de golgi e indmerosolas((CACCERE et al.,
2013; WEN, 2011).

Os principais efeitos da dessecacdo nas estrutahalgres sao injarias
as membranas e descolamento destas da parede, cildleamento da parede,
condensacdo da cromatina, e justaposicdo das mitnaé e cloroplastos,
degradacdo de organelas devido a ineficiéncia diensas antioxidantes
(WESLEY-SMITH, 2001; KIOKO; BERJAK; PAMMENTER, 200@&\s
mitocondrias sdo um dos principais alvos de damdstivos a dessecacao,
provavelmente devido a presenca de espécies reatevaxigénio (WANG et
al., 2012).

Como resposta a desidratacdo as células aumentaatumlizacéo,

ocorre a desdiferenciacdo de organelas, alteragde<itoesqueleto e na
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conformacdo de moléculas como o DNA, além da rexdd metabolismo
(BERJAK; PAMMENTER, 2000).

2.2.4 Conteudo e integridade do DNA

Durante o inicio da embriogénese de sementes owdedocorre uma
alta atividade do ciclo celular, a qual é gradualimeeduzida até ser suspensa
ao final da maturacéo, e entdo estas sementessgiosas com o ciclo celular
mantido na fase G1 (contetdo de DNA 2C). A retondadatividade mitética se
da& durante o processo germinativo, o qual € fiadbizcom a divisdo celular
(SLIWINSKA, 2009; VAZQUEZ- RAMOS; SANCHEZ, 2003).

Tem sido demonstrado que as células na fase GZcldocelular, sao
mais sensiveis ao estresse do que as célulasrgleess encontram na fase G1,
pré-sintese(DELTOUR; DE BARSY, 1985). Portanto,ulz com DNA
duplicado possuem menor toleréncia a dessecac¢goedoélulas com contetdo
de DNA 2C, e isto tem sido demonstrado em diversadalhos na
literatura(DEWITTE; MURRAY, 2003; SILVA et al.,, 2@8) FARIA et al.,
2005) . Segundo Portis et al. (1999) a aquisicddotErancia a dessecacao
durante o desenvolvimento de sementes de pimeinteid® com a reducéo da
sintese de DNA e manutencdo do contetido de DNAra@bém foi verificado
por Sen e Osbhorne (1974) que em sementes de c€Béwmiale cerea)ea perda
da tolerancia a dessecacédo coincidiu com a enttaslaélulas na fase G2 do
ciclo celular ao final do processo germinativo.

Além do ciclo celular, outro fator determinante gar tolerancia a
dessecacdo éa manutencdo da integridade do DNA BEBOAK;
KARGIOLAKI; LYNE, 1997). O estresse gerado pelatrigdo hidrica pode

levar & degradacdo do material genético e induganaite celular programada.
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A morte celular programada (MCP) corresponde a wotgsso de
regulagdo da auto destruicdo celular, caracterigaliasequéncia de ativagéo de
enzimas destinadas a destruir macromoléculas coidosanucleicos, proteinas
e lipidios (FUKUDA, 2000). Uma rota comum da mactdular é a que leva a
ativacdo de DNAses, enzimas que clivam o DNA genérantre nucleossomos
gerando fragmentos de DNA com comprimentos correggrates a multiplos de
aproximadamente 180 pb (KRANNER et al., 2010).

A morte celular programada pode ser observada flaica de
eletroforese, onde ocorre a formacdo de uma estadaNA (‘DNA ladder’)
guando visualizado no gel de agarose. Desse mogoesenca de escada de
DNA tem sido extensivamente usada como um marcddomorte celular
programada (EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2011)

2.2.5 Uso de sementes ortodoxas germinadas como modelogpantender a
sensibilidade a dessecacao

Apoés a dispersdo, as sementes recalcitrantes pecsranviaveis por
periodos relativamente curtos, dificultando o thab@om esse tipo de semente
(PAMMENTER et al.,, 2008). Ao contrario, sementesodoxas adquirem
tolerdncia a dessecacdo ao final do desenvolvimesgodo dispersas com
baixos teores de agua, e em estado quiescente (ERA&t al., 2011).

Conforme ja foi dito durante o processo germinatig@mentes
ortodoxas passam a se comportarem como sementdsitrantes, e por isso
podem ser utilizadas para estudo da recalcitréf@feCCERE et al., 2013).
Segundo Sun (1999), os mecanismos fisiolégicosiarels e moleculares que
ocorrem durante a perda de tolerancia a desse@gasementes ortodoxas
germinadas, poderiam ser similares aqueles respmiaspela sensibilidade a

dessecacdo em sementes recalcitrantes.
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A utilizacdo de sementes ortodoxas como modelo fadditar a
realizacdo de estudos comparativos e conferir niigxibilidade na concepcao

de experimentos que visam o entendimento da skdad® a dessecacao.

2.3 Anadenanthera colubrina

A espécieAnadenanthera colubringVell.) Brenan, pertence a familia
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, sendo conheoigalgrmente por angico,
angico-branco, angico-liso, angico cambui, angemso, angico-liso, angico-
vermelho, entre outros (LORENZI, 2000).

O angico é uma arvore decidua, heliéfita, pionetaracteristica da
mata secundaria de regides acima de 400 metros ltiledea e ocorre
naturalmente desde os estados do nordeste bmasdé¥ o sul do Brasil
(CARVALHO, 1994). A arvore possui caule mais ou memortuoso, as folhas
sdo compostas e bipinadas, as flores séo alvaestiis em capitulos e o fruto é
um legume seco e deiscente, que se abre por meimaéinica fenda, liberando
sementes escuras, brilhantes, achatadas e degéaorearrom, altamente polida
(LORENZI, 2002).

O angico possui grande importancia ecoldgica, uerque apresenta
um rapido crescimento e tolerancia a solos arereosasos, o que tem permitido
sua utilizacdo no reflorestamento em areas degaadadecomposicao de matas
ciliares (CARVALHO, 1994).

A espécieAnedanthera colubrindoi escolhida dentre outros motivos
devido a facilidade de coleta e a grande producdalade sementes viaveis,
ausentes de dorméncia e com alto percentual deirger@o. Além disso, na
literatura consta grande quantidade de informad@niveis sobre a espécie
tais como as fornecidas pelos estudos de (MARQRZEG; NERY, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Frutos deAnadenanthera colubrinéVell.) Brenan foram coletados no
campus da Universidade Federal de Lavras (UFLAjamte o periodo de
disperséo, nos meses de agosto e setembro. Folatados frutos fechados, de
coloracdo amarronzada, os quais foram levados @avaveiro Florestal da
UFLA. No Viveiro, os frutos foram mantidos sobrentiajas com fundo telado
até que secagem e deiscéncia natural.

3.2 Caracterizacdo do lote

Foi determinado o grau de umidade de sementes remétadas, e ap0s
secagem prévia ao armazenamento em sala climati28d«€C e U.R. 60 %).0
grau de umidade das mesmas foi determinado pelodméte estufa a 103 °C
por 17 horas (BRASIL, 2009), com 4 repeticGes dediientes cada. O calculo
foi feito na base umida.

Até o momento dos experimentos as sementes forarazanadas em
saco de plastico, em camara fria (5 °C e 40% UR).

O peso de 1000 sementes recém dispersas foi gieidopesagem de
oito amostras de 100 sementes, segundo as detefimindas RAS (BRASIL,
20009).

3.3 Curva de embebicéo

A caracterizagdo do padréo de hidratagéo das sesnfmtrealizada em

rolo de papel, sob luz e temperatura constanteOd¥C3 de acordo com Nery
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(2008). Foram pesadas 40 repeticdes de 1 semeantpiazs foram pesadas de
hora em hora durante as primeiras 5 horas, a cduares, até 12 horas de
embebicdo, e em intervalos regulares até caraatéiozda fase Il do processo
germinativo. Foi anotado o momento da protrusdoicut, e para

representacdo grafica da curva, foram selecionaj@nas as sementes

germinadas no intervalo de 14 a 19 horas, as tptaiizaram 23 sementes.

3.4 Curvas de secagem

As curvas de secagem foram realizadas em pontiogedesse definidos
a partir da curva de embebicdo(0,2, 8 e 12 horasndeebicdo e 1mm de
comprimento de radicula).Para cada ponto escolfudoealizado o teste de
umidade a fim de determinar o teor de 4gua em padéo. Em seguida 4
repeticbes de 25 sementes foram colocadas sohrdaelluminio de recipientes
contendo silica gel no fundo (U.R. 20%), mantid@)&C. A perda de agua foi
acompanhada por meio de pesagens sucessivas meste® foram mantidas
em ambiente de secagem por 72 horas.

3.5 Caracterizacao da perda da tolerancia a dessecacao

Para caracterizacdo da perda da tolerancia a deSsedurante a
germinacdo foram amostradas 4 repeticbes de 25nsesneavaliadas em 4
diferentes pontos ao longo do processo germinatiom 2, 8 e 12 horas de
embebicdo e com 1 mm de comprimento radicular. Apémbebicdo em cada
ponto, as sementes foram desidratadas, pré-unaidifi; e reidratadas nas
condigbes de germinacdo. A sobrevivéncia foi aslalipelo percentual de

formacé&o de plantulas normais.



24

Com a finalidade de verificar a existéncia de psmidticos da perda da
tolerancia a dessecacéo, as sementes foram dadabatté 70%, 50% e 30% do
grau de umidade da semente em cada ponto. Além, désabém foi realizada
secagem por 72 horas a fim de se atingir o graunddade das condicdes de
armazenamento (Figura 1).

Sementes em embebicio
30° C- Iuz constante

2h embebicio 8h embebicio 12h embebicdo 1mm de radicula
(Célculo do G.U.) (Célculo do G.U) (Célculo do G.U.) (Calculo do G.U)

Secagem até grau de umidade correspondente a
70% da umidade verificada apos embebigio. ]

Secagem at¢ grau de umidade correspondente a
50% da umidade verificada apos embebicio. ]

Secagem até grau de umidade correspondente a
30% da umidade verificada apos embebicéo.

Secagem durante 72 horas. —

Avaliacio da sobrevivéncia Reidratacio Pré-umidificacio
(% Plantulas normais) (condicdes de germinacio) 24h (100% UR.;30°C)

Figural Esquema da metodologia adotada no estugema da tolerancia a
dessecacédo de sementeg\dadenanthera colubrina

Nota: (G.U.) grau de umidade; (U.R.) Umidade retati
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O processo de secagem foi monitorado por meio skegpas sucessivas.
Para cada grau de umidade desejado havia um pessmandente, calculado

por meio da expressao proposta por Cromarty, EReberts (1985):

Pf = Pi (100-Ui) x (100-Uf}

Onde:

Pf = peso final da amostra (g) (ap6s a secagem);

Pi = peso inicial da amostra (g) (antes da secagem)
Ui = grau de umidade inicial (%) (antes da secagem)

Uf = grau de umidade final (%)(ap6s a secagem).

A pré-umidificacao foi realizada para evitar dapeta rapida entrada de
agua, decorrente da diferenca entre potenciaiscb&drDurante esta etapa, as
sementes foram mantidas em ambiente Umido durdnteis (100% UR, 30
°C).

3.6 Avaliacéo ultraestrutural

A fim de avaliar as mudangas ultraestruturais @pdsssecacdo, foram
utilizadas técnicas de microscopia eletrbnica dasimissdo e de varredura de
acordo com a metodologia proposta por Alves (20&glquais foram realizadas
no Laboratério de Microscopia Eletronica, do Degraento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras.

Para cada tratamento foram utilizados 5 eixos emérios, 0s quais
foram extraidos de sementes embebidas por 2 remagntes desidratadas apés

2 horas de embebicdo, sementes germinadas com demadicula, e sementes
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germinadas (com 1 mm de radicula) e desidratadamb&m foram avaliados

eixos embrionarios de sementes na condigdo de anaaento.

3.6.1 Microscopia eletrénica de transmissao

As amostras foram fixadas por 24 horas no fixad@arnkvsky
(glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2% em tampdo sdadioodilato 0,05 M;
CaCl2 0,001 M, pH 7,2) , lavadas (a cada dez msyor trés vezes) em
tampéo cacodilato 0,05 M, pH 7,2, e em seguidacedlas em solugédo de
tetréxido de 6smio a 1% por uma hora. Posterioreennaterial foi lavado em
agua destilada (duas lavagens de 15 minutos), inegnsacetato de uranila por
12 horas e desidratado em gradiente de concentcagdcente de acetona (30,
50, 70, 90 e 100 % por trés vezes).

Realizou-se a inclusdo em spurr/acetona 30 % ,(MhPo (12 h) e
100% duas vezes por 24 h cada, sendo os espéciorgados em moldes e
colocados para polimerizar em estufa a 70 °C poth4®s blocos foram
cortados em ultramicrétomo (Reichrt-jung ultracusjilizando-se |amina de
diamante. Os cortes foram contrastados com acdwtaranila e citrato de
chumbo. As secdes foram observadas em microsclgiiérdco de transmissao
(MET) Zeiss Mod. EM-109 a 80kV.

3.6.2 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras foram fixadas em solucdo Karnovisky ifivadio
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampéwodilato 0,05 M, pH 7,2)
durante no minimo 24 horas. Em seguida o materialrinsferido para uma
solucdo de tetroxido de 6smio 1% por uma hora,davaés vezes em agua

destilada, desidratado em série de acetona (2555@0 e 100%) e levado para
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0 aparelho de ponto critico (Bal-Tec). O mater@lriontado em suportes de
aluminio stubs, coberto com ouro e observado enmostépio eletrénico de
varredura LEO EVO 40 XVP.

3.7 Quantificacdo do DNA nuclear

A quantificagdo do contetdo de DNA 2C e 4C foidatn4 repeticbes
de 10 radiculas de eixos embrionarios embebido2p8r 12, e até que fosse
atingido 1mm de comprimento radicular nas semegéesiinadas. Esta etapa
foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidiis Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

As amostras foram trituradas em placa de Petrieoolst 1 mL de
tampéo LBO1 gelado para a liberacdo dos nucleaausiensdo de nicleos foi
aspirada com pipeta plastica e em seguida filtr@danicleos foram corados
pela adi¢céo de 2aL de solugdo de 1 mg/ mL de iodeto de propideo.aferial
foi analisado imediatamente apds o preparo. Pata amostra, 10 mil nlcleos
foram avaliados utilizando-se escala logaritmica.

A andlise foi realizada no citdmetro Facscalibued®n Dickinson), os
histogramas foram obtidos com o software Cell Questanalisados

estatisticamente no software WinMDI ® 2.8.

3.8 Avaliacdo da integridade do DNA

Para avaliacdo da manutencéo da integridade dusaésidratacdo, as
sementes foram embebidas até os pontos de intefgss e 12 horas de
embebicéo e até que fosse atingidolmm de comprinmadicular nas sementes
germinadas), e em seguida foram desidratadas iradsla extracdo de DNA.

Também foi extraido DNA de sementes ndo embebiaadrple).
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Para extracdo do DNA foram utilizadas 4 repetigdes25 pontas de
radiculas,maceradas com nitrogénio liquido atétengfo de um p6 bem fino.
O material foi colocado em microtubos contendo @0@e tampao de extracdo
(0,6 M NacCl; 0,1 M Tris HCI; 0,04 M EDTA; 2% Sargs0,5% SDS; 40%
Ureia 12 M; 5% fenol equilibrado) e em seguidaaps em vortex. Em cada
microtubo foi acrescentado 60QL de fenol-cloroformio (1:1 viv), e
centrifugou-se por 20 min a 4.000 rpm a 20 °C. 6ramadante foi coletado,
determinado o seu volume, e foi adicionado 80% alame de isopropanol. O
material foi misturado gentilmente por inversdo tldbo e deixado em
temperatura ambiente por 10 min. Apés esta etaplizou-se centrifugacdo por
10 min a 35.000 rpm a 20 °C. A fase aquosa foiattmta, o pélete lavado com
etanol 80%, e dissolvido em TE pH 8,0 (10 mM TRISIH¢ 1 mM EDTA)
contendo 1Qug de enzima RNAse.

Apbés a extracdo, o DNA foi quantificado em espdotfonetro
(Nanodrop ®). A quantificacdo permitiu realizar azdbs para equalizar o
volume de DNA a ser aplicado no gel de eletroforesé aplicado no ge IhL
de solucédo por tratamento.

A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarosmado com
brometo de etidio, apés 40 minutos de corridaadt@titica a 100W. Utilizou-se
o marcador 1Kb PlusDNA Ladder (@g/uL). O gel foi visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado no equipamento EDAS @efdak®).

3.9 Analise dos padr@es eletroforéticos de proteinasgistentes ao calor

As andlises foram realizadas no Laboratério de is@& de Técnicas
Moleculares do Setor de Sementes da UFLA. Paragidr foram adotados
procedimentos indicados por Blackman et al. (198fr).cada ponto de interesse

foram utilizadas 4 repeticdes de 25 eixos embriorade Anadenanthera
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colubrina (aproximadamente 100 mg). Os eixos foram maceradogadinho
com nitrogénio liquido e antioxidante PVP. Em sdgladicionou-se tampé&o de
extracdo descrito por Alfenas (1998), na propodgd 0 partes de tampédo para
1 de amostra. As amostras foram centrifugadas A0k6§ por 30 minutos a 4
°C e o0 sobrenadante separado e incubado em bamt@-sn&85 °C por 10
minutos. Em seguida a centrifugacdo foi repetida sobrenadante recolhido.
Aplicou-se o extrato de proteinas resistentes by eao tampao da amostra na
canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12(§&b separador) e 6%
(gel concentrador). Em seguida realizou-se a @wldtroforética, e coloracdo
dos géis utilizando-se solucdo de Coomassie BREY® por 12 horas e solucéo
de &cido citrico para descoloracéo.

O gel foi colocado sobre transluminador para agatadas intensidades

das bandas e registro fotogréfico.

3.10 Extracdo enzimatica (peroxidase)

As analises foram realizadas no Laboratério de id@& de Técnicas
Moleculares do Setor de Sementes da UFLA. Paratmacéo da enzima
peroxidase, foram utilizados 100 mg de radiculastiatamento, as quais foram
maceradas em cadinhos contendo nitrogénio liquidmtexidante PVP. Em
seguida foram acrescidos as amostras 300 uL déitadw extracao (Tris-HCI
0,2 M + 0,001% de3-mercaptoetanol pH 8) e tampao fosfato. As amostras
foram mantidas em temperatura de 4 °C durante & leodepois centrifugadas
a 14.000 rpm. durante 30 minutos a 4 °C.

Apébs a extragdo foi realizada a corrida eletrofosétem sistema
descontinuo (7,5% gel de separacao e 4,5% gelrewacdo) a 4 °C e 120 V,

por 6 horas. O tampéao gel/eletrodo utilizado faris-glicina pH 8.9.
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O gel foi revelado seguindo as prescri¢fes de Slaple Orton (1983),
e a avaliagdo realizada sobre transluminador, sebdervada a presenca e

intensidade das bandas.

3.11 Anélise dos dados

Em todos os experimentos utilizou-se o delineaménteiramente
casualizado.

Os dados coletados tiveram a normalidade testddagste de Shapiro-
Wilk. Dados qualitativos tiveram as médias compasguklo teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade e aos dados quantitativospfiicada andlise de regressao
ou correlacao.

O teste de média foi realizado no programa Sisvdr & demais

anélises foram realizadas com o auxilio do progréigea Plot verséo 12.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do lote e curva de embebicéo

As sementes recem coletadas apresentaram teorudedégl10%. A
secagem prévia ao armazenamento reduziu o grau ndiglade para
aproximadamente 8%. Estes valores estdo de acomoos esperados para
espécies classificadas como ortodoxas, visto oqgunsle Carvalho et al. (2006)
sementes de angico séo classificadas como talc@elacom Roberts (1973)
sementes ortodoxas sao dispersas com teores deritgaid0 e 12 %.

O peso de mil sementes Aaadenanthera colubrintoi de 121gramas,
0 que equivale a 8250sementes por quilograma. Hodaes com a mesma

espécie, Nery (2008), relatou o peso de mil seragmiximo a 120 gramas, o

que corresponderiaza8333sementes por quilogama. O peso das sementes pod

variar de acordo com o grau de umidade, com asteaigticas genéticas das
plantas matrizes, com as condicdbes ambientais priedates durante a
formacéo e o estadio de maturacao das sementesT(GHMERREIRA, 2002).

O padrao de hidratacdo de sementesAdadenanthera colubrina
apresentado na Figura 2. A curva de embebicaorderges dé\nadenanthera
colubrina ndo apresentou Fase Il bem definida. O processmimgivo foi
caracterizado por rapida absorcdo de dgua e piotmaslicular, uma vez que a
fase Ill do processo germinativo é atingida em reeth® 24 horas. A rapida
absorcéo de 4gua pode ser um indicativo de ausé@ac@éorméncia para essa

espécie.
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Figura 2 Padrdo de hidratagdo de sementésiddenanthera colubrina

Nota: Seta indica momento em que mais de 50% dasrges apresentam protrusédo
radicular. Cada ponto no grafico representa a nil23 sementes.

Semelhante padrdo de hidratacdo foi encontradoNpoy (2008) em
estudos com 2 diferentes lotes de angico. Neskaltra 50% das sementes
apresentavam protrusdo radicular de + 2 mm, novialte de 18 a 20 horas.
Além disso, nédo foi relatada estabilizacdo do fieszo durante a fase |I.

Segundo Parsons (2012) espécies que apresentada rdgriminacao
(até 24 horas) normalmente apresentam o tegumieiot@ foermeavel, os quais

embebem agua prontamente. O autor também afirma gépida germinacao
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pode ser um tipo de estratégia para melhor apeoaeitto de condigbes
favoraveis temporarias. Portanto, esta caractispode significar uma
vantagem adaptativa da espédiradenanthera colubrinma colonizacdo de
ambientes.

Apés caracterizacdo da curva de embebicdo, os paigointeresse
escolhidos para avaliagédo da perda da tolerandéssecacao foram: 0, 2, 8, 12
e sementes germinadas com raiz primaria de 1 mroxjappdamente 18 horas

de embebicao).

4.2 Curvas de secagem e perda da tolerancia a dessecaca

Apés diferentes periodos de hidratacdo, as semfamtga mantidas em
ambiente de secagem por 72 horas, onde a maidgmgivagrau de umidade
préximo ao inicial (8%). Ao contrario do que era sie esperar, sementes
germinadas com 1 mm de comprimento radicular aptasan perda de agua
menos acentuada, e atingiram grau de umidade pod®ira0%. A curva de
secagem das sementes germinadas (com 1 mm delaaddtuealizada 3 vezes
e 0 mesmo padrdo foi observado (Figura 3). Estepodimmento pode ser
indicativo de alguma estratégia fisiologica dasnplas (e ndo mais das

sementes) para evitar a perda de agua.
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Figura 3 Curvas de secagem de sementeédrdelenanthera colubring@m
diferentes pontos da germinacéo

Testes preliminares permitiram observar que tedeesagua< 20%
foram letais para sementes germinadas com radidelasm, por isso as curvas
de secagem e testes de tolerancia & dessecacforéaiizados apenas até este
ponto.

Na figura 4 sdo apresentados os dados de sobreiavfformacgdo de
plantulas normais) de sementesAlecolubrinaapds embebigéo por 2, 8, 12 e

aproximadamente 18 horas, seguida de desidrata¢&@ fhoras.
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Figura4 Perda da tolerdncia a dessecacdo em smméafnadenanthera
colubrina expressas pelo percentual de formagcdo de plantulas
normais

Nota: As sementes foram embebidas por 2, 8, 12 rexiapadamente 18 horas,
desidratadas durante 72 horas e reidratadas.

Os valores de porcentagem de formacdo de planapessentaram
correlacdo negativa com os tempos de embebicdo-;985). O avanco no
tempo de embebicdo foi acompanhado por uma redngdporcentagem de
formacéo de plantulas normais apés desidratagdid=tacéo.

O resultado encontrado esta de acordo com a pgémosie Bewley e
Black (1994), de que a tolerancia a dessecacam@pagradualmente durante o
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processo germinativo, chegando a ser nula na fadenibora alguns trabalhos

confirmem esta proposi¢éo, sabe-se que ha variapdeslacdo ao momento no
gual esta é perdida. Em estudos da perda da tolar@ndessecacdo com
diversas espécies agricolas Lin, Yen e Chien (19898 ervaram que sementes
germinadas de tomate, quiabo ervilha tornaram-ssi\asis a secagem quando
foram atingidos comprimentos radiculares de 205Banm respectivamente.

Em estudos com2 espécies florestais, Masetto (2008grvou que
Sesbania virgataao tolera a desidratacdo quando atinge 2 mmmeranento
radicular. Por outro ladGedrela fissilismostrou-se mais sensivel a dessecacao,
visto que néo tolerou a secagem em nenhum compiomadicular testado.

Diferentes intensidades de secagem (70,50 e 30umildade inicial)
realizadas em cada ponto de interesse permitirageredr alguns aspectos
criticos da tolerancia a dessecacdo. Em sementediwon de radicula, mesmo
com desidratacdo até 70% do grau de umidade irf8ial.= 45%), o percentual
de formacéo de plantulas normais caiu pela metelmentes com 12 horas de
embebicdo mantiveram alta percentagem de sobreiiv84%) até grau de
umidade de 35% e a partir desse ponto houve grqudda na formacdo de
plantulas normais (Figura 5).
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Figura5 Avaliacdo da sobrevivéncia de sementedA.deolubrina apés a
embebicdo em diferentes tempos seguida de difsrémiensidades
de secagem

Nota: O primeiro ponto de cada curva representesor@eptagem de formacdo de
plantulas normais quando ndo ha desidratacdo. Gndegponto representa a
sobrevivéncia apds desidratacéo até 70% do gramméade do primeiro ponto.
O terceiro ponto corresponde a sobrevivéncia apésidhtacdo até 50% do grau
de umidade do primeiro ponto, e o Ultimo ponto déaccurva representa a
sobrevivéncia apos reducéo para 30% do grau deagiido primeiro ponto.

Quedas na sobrevivéncia para teores de agua magues20%
assemelham-se ao comportamento observado em estodos tolerancia a
dessecacdo de sementes recalcitrantes. Ao trabatimrEugenia stipitata,
espécie sensivel & dessecacdo, Gentil e Ferred@9)(lobservaram que a
viabilidade foi afetada pela reducdo do teor deaagptre 58,8% e 47,1%, e
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houve perda total do lote com niveis iguais ouriafes a 25,8% de agua. Em
estudos contugenia uniflorae Eugenia pyriformeDelgado (2006) também
observou perda da viabilidade para valores de demwmidade menores ou
iguais a 32,5% e 39,8%, respectivamente.

Conforme mencionado anteriormente, durante o psoogsrminativo os
mecanismos que conferem tolerancia a dessecacasewdin gradativamente
desativados, de modo que a protrusdo radicularcanem geral a perda da
tolerancia a dessecac¢éo para grande parte dasesspgitidadas. Entretanto, em
algumas espécies a perda da toler&ncia a dessepaci®o ser anterior a

proturséo radicular, como é o caso da espécieasiud

4.3 Avaliacdo do contetido de DNA

Células da ponta da radicula de embrideé.deolubrinaem diferentes
pontos da germinacdo e em sementes ndo embebit#sole) apresentaram
ndcleos com conteddo de DNA 2C, 4C, 8C e 16C (Ridg)r A presenca de
células somaticas com ploidias diferentes no me8rgéo, a polissomatia, €
consequéncia do processo de endorreduplicacdogjay da passagem dos
nucleos por ciclos repetidos de replicagdo do DN fjue ocorra a divisdo
celular (NAGL, 1976).

O ciclo celular é dividido nas fases G1, S, G2 eAMase G1 apresenta
contetdo de DNA nuclear 2C, a fase S consitui @ dasreplicacdo do DNA e a
fase G2 apresenta contelido de DNA 4C. A constarden®ta o contetdo de
DNA para a condicdo haploide. Células que apresergadorreduplicacéo
replicam o DNA sem que haja divisdo celular. Acémda mitose convencional,
estas células apresentam endociclos, os quaisgmosmifases S, G1 E G2, mas
nao apresentam mitose (EDGAR;ORR-WEAVER, 2001).
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Foi observada maior porcentagem de nulcleos 2C agoloda
embebicéo, seguidos de 4C, 8C e 16C (Figura 7). ©am¢ao da porcentagem
de nucleos 16C, a qual se manteve constante, asidd@uorcentagens foram
reduzidas durante a germinacdo. Foi verificado ummaro muito grande de
nudcleos na fase S, chegando a quase 50% em pentadidulas secas.
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Conteddo de DNA (Intensidade de Fluorescéncia)

Figura 6 Histogramas de citometria de fluxo dentamsto o conteldo de
DNA nuclear em radiculas de sementesAdienanthera colubrina
antes e ap0s a germinacao

Nota: A. Sementes frescas. B. Raizes com 1 mm meramento.
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Y= 22,0365 + 1,0729 x - -0,167%+x0,0060 XR*= 0,9987
Y 4c= 19,3248 + 0,3605 x- -0,0847+0,0037 X R*=0,7959
Ysc-13,9677 + 0,3797 x - 0,0473%0,0016 ¥ R*=0,7589
Y 16c= 3,3732 -0,1223 x+0,009G x R?= 0,9307

Figura7 Variacdo do conteddo de DNA nuclear emictdgls de eixos
embrionarios deAdenanthera colubrineem diferentes tempos da
germinacao

Em sementes, a endorreduplicacdo é um evento codurante o
desenvolvimento, presente em células do embrido endosperma. Existem
varias hipéteses a respeito da finalidade da eedopticacdo, uma delas seria
gue o aumento do contetddo de DNA seja util parairsagrande demanda de
proteinas durante a embriogénese (LEE; DAVIDSON;ROWMIO, 2009). O
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aumento no nimero de fitas moldes permitiria giddades de transcricdo e
traduc@o aumentassem proporcionalmente a cadaaggiti do genoma. Outra
hipotese seria que devido a endorreduplicacao aer frequente em tecidos de
armazenamento das sementes, ela possa ser um snecal@ armazenamento
de nucleotideos ou de nitrogénio no embrido. Apdsar hipdteses, ainda se
sabe pouco a respeito desse mecanismo (LARKINE 20a1).

Alguns trabalhos tém relatado a ocorréncia de eadoplicacdo
também durante o processo germinativo. Em semelet@&eta vulgarisL. e
Brassica oleraceaverificou-se que antes da ocorréncia da divisaalaelas
células passaram por ciclos de endorreduplicagdanddo que ocorreu um
aumento no conteddo de nicleos 8C e 16C (SLIWINSOR9).

Em células que ndo apresentam endorreduplicacgmoorcdo de
nucleos 4C/2C no embrido tem sido utilizada comonuancador de vigor, na
maturacdo e na germinacao das sementes (SLIWINZB@9). Tal propor¢céo
diminui durante a maturacdo e aumenta no finakdarsda fase de germinagéo.
Isto s6 é possivel porque células 2C (fase G1)rsiie resistentes a estresses e
possuem maior longevidade, quando comparadas daxéliC (fase G2)
(SARACCO et al., 1995). Além disso, a passagemmeestado tolerante para
um estado sensivel a dessecacdo em sementes agadimncide com a entrada
das células na fase G2, podendo ser uma das cadasaensibilidade a
dessecacdo (BOUBRIAK et al., 2000).

Em espécies polissomaticas a replicacdo do DNA renastn perfil
diferente, portanto a presenca de células embraanéom contelidos de DNA
8C e 16C torna necessario utilizar outro marcador estabelecer o estado

fisiolégico de uma semente polissomatica em relagiterancia a dessecagao.
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4.4 Manutencao da integridade do DNA

A manutencdo da integridade genética do acido debmaucleico
(DNA) é considerada um requisito fundamental pataréncia a dessecacgéo
(OSBORNE; BOUBRIAK, 1994). A desidratacao induzoaniacdo de radicais
livres, os quais podem atuar como sinalizadorepronoesso de morte celular
programada, ou causar danos celulares e ao majeriético na morte passiva
(KRANNER et al., 2010).

A morte celular programada (MCP) constitui uma atsae eventos
gue culmina na clivagem do DNA por endonucleases sftios
internucleossdmicos. Este padrdo de degradacaosgoddentificado em gel de
agarose, pela formacdo de escada ou “ladderingdMi& (STEIN; HANSEN,
1999).

No presente estudo, sementesAledenanthera colubringerderam
totalmente a tolerAncia a dessecacdo apds a @otmalicular, quando a
radicula atingiu 1 mm de comprimento. Entretantpesar da perda de
viabilidade, a integridade do DNA foi mantida (Figw). Este resultado pode
ser devido a ocorréncia de morte passiva ou necloseecrose geralmente
ocorre em resposta a injlria severa as célulazaatterizada pela perda de
integridade da membrana plasmatica, floculacaoramatina, inchaco seguido
de lise celular com extravasamento do contetdadelnlar e desintegracdo de
organelas (CURTIN; DONOVAN; COTTER, 2002). Na monpassiva a
degradacdo do DNA nem sempre ocorre. Além disgpynal autores como
Walters et al. (2007) tem demonstrado ser possiwdtracdo de DNA integro

de sementes nao viaveis ou envelhecidas.
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Figura8 Gel de agarose 1% com DNA gendmico exirath diferentes
pontos da germinacdo e apds a desidratacdo. (tjoo(sementes
nao embebidas); Sementes embebidas por (2) 2 boeas seguida
desidratadas (3) por 8 horas e em seguida desldmatél) 12 horas e
em seguida desidratadas; (5) sementes germinadaslconm de
comprimento radicular e desidratadas; (M) marcaduecular

A manutencao da integridade do DNA durante a pdedéolerancia a
dessecacdo também tem sido relatada por outroseauttm estudos com
Leucaena leucocephala Sesbania virgatafoi verificado que a perda da
tolerancia a dessecac¢éo de sementes germinadési m@ompanhada da perda
da integridade do DNA (COSTA, 2011; OLIVEIRA, 2009)

4.5 Andlise ultraestrutural

Nas Figuras 9 e 10, sédo apresentadas eletromifiesgde varredura e
transmissdo de pontas de radiculas de semen#sadienanthera colubrinaa
condicdo de armazenamento, embebidas, e embebidasidratadas por 27
horas. No inicio do processo germinativo (embebpgo2 horas) as células do

meristema radicular apresentavam-se uniformes 1@&igua), a plasmalema
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estava integra e bem aderida a parede celularmFobaervadas numerosas e
pequenas vesiculas (Figura 10a), denominadas ptétes por Sargent, Mandi
e Osborne (1981).

A embebicdo por 2 horas, seguida de desidratagdduziu a
vacuolizacdo. Acredita-se que tenha ocorrido aofudas vesiculas (pré-
vacuolos) presentes antes da desidratac¢éo, daiggonosios vacuolos, formados
apos a secagem. Além disso, a desidratacao apdra de embebicdo resultou
em aspecto irregular das paredes celulares, psairémm observado em células
de sementes apoés a dispersao (Figura 9 e), indicareltal conformacao possa

ser apenas um efeito fisico da desidratacéo.
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Figura9 Eletromicrografias de varredura de céluladiculares de eixos
embrionarios dédnadenanthera colubrina

Nota: (A) ApGs 2 horas de embebicdo; (B) Apos 2akode embebicdo e posterior
desidratacao; (C) Sementes germinadas (radicutaslcoom de comprimento)
(D) Sementes germinadas(radiculas com 1mm de corepid) e desidratadas
(E). Barras:A,BC,E = 10 um; D=2 um. Setas indicamgularidades da parede
celular (B,E) e descolamento do conteldo celulgyatade.
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Figura 10 Eletromicrografias de transmissdo de lagfadiculares de eixos
embrionarios dédnadenanthera colubrina

Nota: (A) Apés 2 horas de embebicdo; (B) Apos 2abode embebicdo e posterior
desidratagdo; (C) Apo6s germinacdo (radiculas comm e comprimento) (D)
Sementes germinadas (com 1mm de comprimento radiaildesidratadas. Seta
indica pré- vacuolos (A), vaclolos (B) e o desc@ato da membrana plasmética
(D) Barras = 1um.

Os vacuolos sdo compartimentos exclusivos de celukgetais, e
podem ser classificados como vacuolos de armazemaroa vacuolos liticos.
Em sementes, os primeiros acumulam proteinas addiz na germinacdo e
crescimento inicial de plantulas. Ja os vacuoltisod possuem enzimas
hidroliticas que degradam materiais celulares dessdrios. Situacdes de
estresse podem induzir a formacéo ou o aumenttivildeale de vacuolos liticos
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a fim de remover organelas danificadas ou reduedaatoutros materiais da
matriz celular (HARA-NISHIMURA; HATSUGAI, 2011).

A vacuolizacdo durante a secagem tem sido conatgiad diversos
autores. Em estudos coftvicennia marinaBerjak, Dini e Pammenter (1984)
verificaram que uma leve desidratacdo inicial edlm o aumento do namero
de vacuolos.

Células de sementes com radiculas de 1mm, aprem®nse tlrgidas,
uniformes (Figura 9 C) e com intensa atividade bi@tea (Figura 10 C). Foram
visualizado sreticulos endoplasmaticos rugososyadiitdrias e complexos de
Golgi. Estes ultimos sdo marcadores ultraestrigude intensa atividade
intracelular. Estas organelas sédo responsaveiswypetibolismo de carboidratos,
processamento de glicoproteinas e elaboracdo décuhaé da parede celular,
como pectina, e percursores da celulose e ligldERJAK; PAMMENTER,
2000).

A desidratacdo de sementes germinadas resultou eamdeg
desestruturacdo culminando em colapso celular.ddeviintensa perda de agua,
houve o desprendimento do plasmalema da paredrcelmdo foi possivel a
identificacdo das organelas (Figuras 9 D e 10 D).

As caracteristicas ultraestruturais observadasaeioulas de 1mm dé.
colubrinaemebebidas e dessecadas assemelharam-se as ddisemasementes
recalcitrantes antes e depois da dessecacdo (BERJAMMENTER, 2000).
Em estudos com a espécie recalcitrahtehilia emetica, Kioko; Berjak e
Pammenter (2006) encontraram em sementes recérergshispcélulas com
grandes vaculolos, varias organelas bem desenvslviistribuidas pelo
citoplasma e polissomos. ApOs a secagem mais seagraélulas tiveram a
ultraestrutura completamente perturbada, ndo spodsivel a identificacdo de

organelas.
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4.6 Proteinas resistentes ao calor

O padrédo eletroforético de proteinas resistentesadémr ao longo da
germinacdo de sementesAlecolubrinaé apresentado na Figura 11.

E possivel observar a presenca de PRCs durante dogmcesso
germinativo. Sementes germinadas (1mm de radiapagsentaram bandas
pouco intensas para todos 0s grupos de proteisiaterges ao calor.

Cinco fracdes de diferentes pesos moleculares stacden no gel, as
quais consistem de aproximadamente 100, entre 8@ 60, 50 e 45 kDa. As
PRCs podem ser classificadas em seis classedatistife acordo com 0s pesos
moleculares, a saber: PRC100, PRC90, PRC70, PRt&@jnas de baixo peso
molecular (17-30 kDa) e ubiquitinas (8,5kDa) (VIHRG, 1991; WATERS;
LEE; VIERLING, 1996). Proteinas de alto peso molacapresentam grande
similaridade em suas sequéncias, no entanto, exipendes diferencas
funcionais e de localizagéo celular (VIERLING, 1291
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Figura 11 Padrao eletroforético das PRCs de raiclle sementes de
Anadenanthera colubrinam diferentes tempos de embebicéo

Nota: (M) Marcador; (0 h) Sementes secas. (2-13eémentes embebidas por 2, 8 e 12
horas; (1 mm) Sementes germinadas com radiculasrda.

Proteinas da familia PRC100 atuam na protecdo aatlgacdo e
agregacao de proteinas (WANG et al., 2004). O paypetipal das PRC70 esta
relacionado a condicdes de estresse, sendo erdamtdentro do citoplasma,
mitocdndrias, nucleos, reticulo endoplasmatico aroglastos. (HENDRICK;
HARTL, 1993). A super expressdo deste grupo proténduz tolerancia a
estresses ambientais (WANG et al.,, 2004). A clatz® PRC60 ajuda no
dobramento de proteinas e montagem de subunidades.
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Estes resultados estdo de acordo com os resuladmmtrados por
Soares (2012), em estudos da tolerancia & dessedag@nte a germinacao de
sementes deAnadenanthera pavoninaA autora observou a presenca de
PRCs90, PRCs60 e pPRCs. Além disso, a reducédoardduPRCs,coincidiu
com o aumento da sensibilidade a dessecacdo. HmosstomSesbania
virgata, Costa, (2011) também relatou maior contelido desfiras resistentes
ao calor em fases tolerantes a dessecacéo delpntu

Este resultado da créditos a hipétese de que nsmecaside protecdo
durante a dessecacéo, tais como a presenca deasotesistentes ao calor séo
de grande importancia para a manutencdo da tolarartessecacgéo. As PRCS
atuam como chaperonas, portanto, auxiliam na magateda integridade das

estruturas celulares.

4.7 Peroxidase

O perfil eletroforético da enzima peroxidase agtoda germinacéo, é

apresentado na Figura 12.
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Oh 2h 8h 12h 1 mm

Figura 12 Padrao eletroforético da enzima perogidiesradiculas de sementes
de Anadenanthera colubrineem diferentes tempos de embebicéo: (0
h) Sementes secas.( 2-12 h) Sementes embebidads §@r12 horas;
(2 mm) Sementes germinadas com radiculas de 1 mm

Houve uma acentuada reducdo no conteldo de pesexidgo nas 2
primeiras horas de embebicéo, e observa-se teredé@ma reducado mais discreta
a partir dai.

A enzima peroxidasedesempenha um papel critico etabmlismo das
sementes, e de acordo com Bewley e Black (1994dwecao da atividade dessa
enzima proporciona maior exposicdo dos sistemamelmbranas a acdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Portantoiedajobservada no contetdo
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dessa enzima remete a uma reducdo do sistema decdmo e maior
sensibilidade a estresses, tal como a dessecacao.

Em estudos com sementes de soja, Senaratna, MeKers§tinson,
(1985), observaram que sementes embebidas pora8,hmrainda tolerantes a
dessecacdo, apresentavam maior conteddo de aatitesd do que aquelas
embebidas durante 36 horas e ja sensiveis a dedeeca

Em sementes dé’haseolous vulgaris processo de aquisicdo da
toler&ncia a dessecacdo coincidiu com o aumentatigalade das enzimas
superéxido dismutase e ascorbato peroxidase einabdo processo, houve
aumento da atividade da catalase (BAILLY et alQlY0Em sementes de milho,
a perda da tolerancia a dessecacado ao longo diangeéu foi relacionada com
0 aumento de espécies reativas de oxigénio, sulgearperda da eficiéncia de
sistemas protetores na remoc¢éo de radicais lWEBRINCE; BRONCHART;
DELTOUR, 1990).

Em estudos com a espécie recalcitraptercus robusHendry et al.
(1992) também verificaram que a perda da viabliddae sementes durante a
secagem estava relacionado com a reducdo de nadéordtetoras tais como
superéxido dismutase, glutationa redutase e adcopmsoxidase e o aumento
da concentracdo de radicais livres.
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5 CONCLUSOES

Em sementes dénadenanthera colubrina perda da toleréncia a
dessecacdo inicia-se nas primeiras horas de erdbeligiminando na perda
total apos a protruséo radicular e a intensidaddedalratacdo em cada ponto da
embebicéo influencia a sobrevivéncia das sementes.

N&o foi observada perda da integridade do DNA nemmeamto do
contetdo de DNA 4C quando a tolerancia a dessedaicgerdida.

A perda da tolerancia a dessecacdo foi acompanpadaompleta
desorganizacgdo ultraestrutural.

A perda da tolerdncia a dessecac¢do coincidiu comedacdo de
mecanismos de protecdo como proteinas resisterdesalr e enzima
peroxidase.
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