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“Acredite e ndo tenha medo;
faca o seu que a magia acontece;

enxergue primeiro que depois aparece.”

Trecho retirado do livro “Didrio da Sibila Rubra, de Kizzy Ysatis”

Aprendidas com um amigo incrivel
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RESUMO - A aquisi¢do da tolerancia a dessecac¢do ocorre durante a maturacido da semente,
apds acimulo de reservas e antes do inicio do processo natural de secagem, porém, com o
avanco da germinagdo a sensibilidade a desseca¢do aumenta. Estresses hidricos podem
induzir ou restabelecer a tolerancia a dessecacdo em sementes, porém, ndo se sabe em quais
processos ele atua, como na ativacdo de genes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
aquisicdo e perda de tolerancia a dessecacdo em sementes de Caesalpinia echinata Lam.
(pau-brasil), e a possibilidade de inducdo deste processo avaliando as modificacdes nos
carboidratos soluveis e de ciclitois, nos niveis endogenos de ABA e na expressdo de
aquaporinas. Foram observadas diferencas na aquisi¢do de tolerdncia em sementes imaturas
de mesma idade, produzidas nas mesmas matrizes em 2007 e 2008, com diferentes
composicdes de carboidratos soluveis. Sementes maduras perdem a tolerancia a dessecagdo
logo apds protrusdo da raiz primaria, em comprimentos dependentes do grau de deterioragdo
da semente. Sementes imaturas ¢ maduras tolerantes de C. echinata suportaram a
desidratagdo de formas diferentes, utilizando reservas de amido e ciclitois, com papel da
sacarose quando secas. Esses resultados foram comparados com sementes de Caesalpinia
peltophoroides Benth (sibipiruna), demonstrando comportamentos fisioldgicos distintos,

provavelmente relacionados com o tipo de reserva que acumulam.

Termos para indexagdo: tolerdncia a dessecacdo em sementes, carboidratos soluveis,

ciclitois, C. echinata, C. peltophoroides.



ABSTRACT - The acquisition of desiccation tolerance occurs during seed maturation, after
reserves accumulation and before the natural process of drying, however, with seed
germination the desiccation sensitivity increases. Water stress can induce or restore the
desiccation tolerance in seeds, but it is unclear what processes it acts, like activation of
genes. The objective of this work was to evaluate the acquisition and loss of desiccation
tolerance in Caesalpinia echinata Lam (brazil-wood) seeds, and the possibility to induction
this process, evaluating the soluble carbohydrates and cyclitols changes, the ABA
endogenous levels and expression of aquaporins. Differences were observed in the tolerance
acquisition in immature seeds of the same age, produced by the same trees in 2007 and
2008, showing different compositions of soluble carbohydrates. Mature seeds lose
desiccation tolerance soon after radicle protrusion in length depending on the degree of seed
deterioration lot. Immature and mature tolerant seeds of C. echinata support the dehydration
by different ways, using starch reserves and cyclitols, seen sucrose when the seed dry. These
results were compared with seeds of Caesalpinia peltophoroides (sibipiruna), showing
different physiological parameters, probably related to the type of reserves that they

accumulate.

Index terms: seed desiccation tolerance, soluble carbohydrates, cyclitols, C. echinata, C.

peltophoroides.



1. INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas com maior diversidade biologica do planeta.
Abrange cerca de 15% do territério nacional e estd localizada em 17 estados brasileiros,
extendendo-se até o Paraguai e a Argentina (Fundacdo SOS Mata Atlantica & INPE, 2001).
E, também, um dos biomas mais devastados por atividades antropicas, com histéria marcada
por diversos episodios desde a colonizagdo do Pais. Entre eles, figuram a exploragdo da
madeira do pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), os ciclos da cana-de-agucar, do café e
da soja, a exploracdo imobilidria e madeireira, entre outros (Dean, 1996). Pode ser
considerada um exemplo mundial da necessidade de conservacdo do patriménio genético,
por ja ter perdido cerca de 90% do total de sua area, restando menos de 100.000 km?®
(Fundagdo SOS Mata Atlantica & INPE, 2001).

Conservar uma espécie ndo significa apenas garantir sua sobrevivéncia, esse papel
seria minimo e poderia ser desempenhado mantendo poucos individuos de cada espécie em
jardins botanicos, zooldgicos e outros tipos de colegdes de seres vivos. Essa conservagao das
espécies também deve implicar na manutencdo de sua variabilidade genética intra-especifica
(Rocha, 2004).

Existem, basicamente, duas estratégias de conservag@o. A conservagdo in situ é aquela
realizada dentro dos proprios ecossistemas e em habitats naturais conservados; objetiva
manter a biodiversidade dentro do contexto do ecossistema no qual ¢ encontrada. Ja a
conservagao ex situ ¢ a manutencdo de amostras de organismos fora de seu habitat natural na
forma de individuos inteiros, como sementes, pdlen, propagulos vegetativos e culturas de
células ou tecidos (Botanic Gardens Conservation International, 2001).

A metodologia convencional de conservagdo de sementes sdo os bancos de
germoplasma que compreendem a secagem e armazenamento dessas sementes por periodos
prolongados, frequentemente na escala de décadas. Porém, sementes de diferentes espécies e
regides podem apresentar diferentes niveis de tolerancia a dessecagdo, além de ndo
suportarem serem armazenadas nesses niveis por grandes periodos sem ocorrer perda de
viabilidade.

Esse comportamento fisiologico diferenciado entre as sementes pode ter sido resultado
do processo natural de selecdo das espécies em ambientes com expressivas sazonalidades
térmica ou hidrica, compreendendo tanto espécies que necessitaram produzir sementes que

pudessem resistir as condigdes improprias a germinagdo logo apos a dispersdo, e espécies



selecionadas em ambientes com condi¢des adequadas para a germinagdo das sementes
durante o ano todo (Barbedo & Marcos Filho, 1998).

Apesar do comportamento distinto entre as sementes ter sido detectado desde o inicio
do século passado (Kidd, 1914; Castro & Krug, 1951; Zink & Rochele, 1964), apenas na
década de 70 foi proposta uma classificacdo, incluindo-se também a capacidade e
previsibilidade de seu armazenamento. Foram classificadas como ortodoxas as sementes que
podem ser secas abaixo de 10% de teor de 4gua e armazenadas em temperaturas negativas
por longos periodos havendo pequena perda de viabilidade. Por outro lado sementes
recalcitrantes sdo aquelas dispersas com teor de dgua elevado, perdem a viabilidade quando
secas abaixo de 20-30% de umidade e ndo toleram temperaturas negativas, inviabilizando o
armazenamento a longo prazo (Roberts, 1973). Variagdes nas respostas das sementes
levaram a observagdo de um terceiro grupo, formado por sementes dispersas umidas, mas
que suportam secagem até 12% de umidade e toleram armazenamento em temperaturas
baixas, porém, ndo negativas, sendo denominadas sementes intermedidrias (Hong & Ellis,
1996).

Apesar de trabalhos sobre os mecanismos que estariam envolvidos no processo de
tolerancia a dessecacdo ainda hoje estdo baseados nessas categorias de sementes (Pritchard
et al., 2004; Marcos-Filho, 2005; Ellis et al., 2007), nos ultimos anos vem se tornando mais
evidente que esse comportamento abrange diversas caracteristicas que ndo se limita a
categorias distintas, mas dentro de um continuum, este formado pelo maximo de ortodoxia
em um extremo € o maximo de recalcitrancia no outro, em niveis diferenciados pelos
diversos processos fisicos e fisioldgicos que as sementes podem adquirir durante sua
formacdo, e que resultardo no quanto sdo sensiveis a dessecacdo (Walters, 2000; Berjak &
Pammenter, 2004, 2008; Daws et al., 2008).

Caesalpinia echinata Lam, o pau-brasil, é nativa do Brasil e de ocorréncia natural
desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro na floresta pluvial atlantica, e esta em
risco de extingdo (Rocha, 2004). Suas sementes toleram ser secas até 10% de umidade, e
vém se mostrando de grande interesse para estudos desse comportamento por apresentarem
caracteristicas bioquimicas e fisiologicas dispares do normalmente encontrado em sementes
com elevada tolerancia a dessecacdo, pois perdem a viabilidade rapidamente mesmo quando
secas, se armazenadas acima de 20°C (Barbedo et al., 2002), porém, se mantém vidveis por
mais de 2 anos se armazenadas em temperaturas negativas (Hellmann et al., 2006).
Acumulam amido e sacarose como principais reservas, seguido de alguns ciclitois, e apenas

tracos de rafinose e estaquiose (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006).



Estudos recentes relatam que € possivel restabelecer a tolerancia a dessecacdo que foi
perdida durante a germina¢do da semente (Faria et al., 2005) ou induzir esse processo na
semente imatura (Leduc, 2007) ao se impor, sobre estas, estresses hidricos. Estudos sobre a
aquisi¢do e perda do processo de tolerancia a dessecagdo, no desenvolvimento da semente e
durante sua germinag¢o, podem fornecer informagdes importantes para melhor compreensio
deste processo ¢ em subsidiar metodologias para a conservacdo de sementes nativas em
bancos de germoplasma.

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivos, analisar as modificagdes
decorrentes da aquisi¢do e perda de tolerancia a dessecacdo em sementes de Caesalpinia,
particularmente as relacionadas com variagdes na composicdo de carboidratos soliveis e de

ciclitdis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.a Comportamentos das sementes apos dispersao

A tolerancia a dessecagdo de sementes ¢ um comportamento fisiologico que pode ser
considerado como resultado do processo de sele¢do natural em ambientes com expressivas
sazonalidades térmica ou hidrica. Assim, as espécies que produzem sementes tolerantes a
dessecacdo supostamente necessitaram de sistemas capazes de resistir a condi¢des
improprias a germinacdo de suas sementes logo apos a dispersdo. Espécies cujas sementes
sdo dispersas com elevados teores de dgua e sdo intolerantes a dessecacdo, por sua vez,
podem ter sido selecionadas em ambientes com distribui¢@o regular de suficiente quantidade
de 4dgua e temperaturas adequadas para a germinagdo das sementes e para o estabelecimento
de plantulas durante o ano todo (Barbedo & Marcos Filho, 1998).

Apesar desse comportamento diferenciado entre as sementes ter sido detectado desde
o inicio do século passado (Kidd ,1914; Castro & Krug, 1951; Zink & Rochele, 1964),
apenas na década de 70 foi proposta uma classificagdo dessas sementes, incluindo-se
também a capacidade e previsibilidade de seu armazenamento. Dessa forma, foram
denominadas sementes ortodoxas as que resistem a secagem até umidade abaixo de 10%,
caracteristica que permite armazena-las em temperaturas negativas, mantendo a viabilidade
por periodos prolongados; em outro extremo foram designadas as recalcitrantes, que sio
dispersas ainda Uimidas, ndo toleram secagem até cerca de 20% e consequentemente nao
suportam muito tempo de armazenamento (Roberts, 1973).

Inicialmente, o estudo do comportamento de sementes que apresentavam
comportamento ndo ortodoxo foi baseado na umidade das sementes na época de dispersao,
analisando a viabilidade dessas sementes apos remocdo de 4gua dos tecidos de forma
gradativa (Hong & Ellis, 1990). Com o avango no conhecimento sobre as categorias
inicialmente criadas, notou-se um terceiro grupo de sementes, caracterizadas pela dispersao
com elevado teor de agua, como nas recalcitrantes, mas que suportam serem desidratadas até
10-13% de umidade, ou seja, ndo tdo intensamente até valores suportados pelas ortodoxas
mas bem inferiores aos valores suportados pelas recalcitrantes; dessa forma, apresentam
maior chance de sucesso no armazenamento. Essas sementes foram denominadas
intermediarias (Hong & Ellis, 1996).

Apesar da categorizagdo das sementes em trés grupos distintos ser util (Ellis et al.,
2007), hoje se considera que esse comportamento engloba um continuum, formado pelo
maximo de ortodoxia em um extremo € o maximo de recalcitrincia no outro (Berjak &
Pammenter, 2008; Daws et al., 2008). O conceito de continuum engloba a grande

variabilidade que ocorre ndo apenas entre, mas também dentro da mesma espécie. Trabalhos



recentes indicam que o local de origem dessas sementes possui efeito significativo no
desenvolvimento da semente e no grau de tolerdncia a desseca¢do que pode ser adquirida
pelas espécies (Daws et al., 2004, 2006). Dessa forma, no conceito de continuum mesmo
sementes categorizadas como ortodoxas poderiam ndo ser igualmente tolerantes a
dessecagdo (Walters, 1998).

2.b Aquisi¢do e perda de toleriancia a dessecacéio

A aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo pelas sementes tolerantes ocorre durante a
formag¢do e maturagcdo da semente, e tem a agua papel fundamental durante todo o processo
(Berjak & Pammenter, 2001). O periodo de desenvolvimento de uma semente pode ser
dividido convencionalmente em trés fases. A primeira fase ¢ a de histodiferenciacio,
caracterizada por expressiva divisdo celular acompanhada de um aumento répido no peso
fresco e no contetido de 4gua da semente.

ApOs este evento, segue-se a fase de expansdo celular e de deposi¢do de reservas nas
células. A capacidade de tolerar a dessecagdo é adquirida logo apos esta fase e antes do
inicio do processo natural de secagem, e parece ser iniciado por fatores maternos, e nao
diretamente através de sinais ambientais (Bewley & Black, 1994), para mais tarde, estar sob
controle do embrido. A dificuldade de se estudar o processo de aquisi¢do de tolerancia esta
em separar os fatores endogenos envolvidos por se sobreporem aos processos de matura¢io
e desenvolvimento de dorméncia, quando isso ocorre (Berjak & Pammenter, 2008).

Finalmente, o desenvolvimento da maioria das sementes termina com uma fase pré-
programada da secagem nas sementes tolerantes, com redu¢@o consideravel do teor de dgua
(entre 90 a 95%) e do metabolismo da semente € do embrido, passando a um estado
quiescente (Black & Pritchard, 2002); nas sementes ndo tolerantes, o elevado teor de dgua é
mantido, sendo metabolicamente ativas quando dispersas, podendo a semente germinar
quando ainda esta ligada a planta-mée (Barbedo & Marcos Filho, 1998). Entretanto, o tipo e
a intensidade do metabolismo podem diferir, dependendo da fase de desenvolvimento e o
conteudo de 4gua no momento da dispersao.

Por outro lado, a sensibilidade a dessecagdo aumenta notoriamente enquanto o
processo de germinacdo avanga, mesmo nas sementes mais tolerantes a dessecacdo, com a
fase mitdtica e extensa vacuolizagdo das células do embrido sinalizando a perda do processo
de tolerancia (Farrant et al., 1986; Berjak et al., 1989). Nas sementes mais sensiveis a
secagem, se ha algum processo ativo, ele ¢ perdido logo que se inicia a protrusdo da raiz
primaria, sem haver a necessidade de nova entrada de agua, embora o estagio exato da perda
do processo de tolerancia a dessecacdo possa variar entre as espécies (Farrant et al., 2004).

Diferencas encontradas nas respostas das sementes sensiveis a dessecacdo tém

levantado a hipdtese dos fatores ambientais apresentarem maior participagdo no processo de



aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo (Berjak & Pammenter, 2008). Contudo, ha ainda
insuficiente informacao cientifica para corroborar essa hipotese. Em recente trabalho, Daws
et al. (2004), monitorando o desenvolvimento de sementes de A. hippocastanum por um
gradiente de latitudes, observaram que quanto maior a quantidade de graus dia acumulado
pela planta, mais robusta, mais desenvolvida e menos sensivel a dessecagdo ¢ a semente.

Entretanto, no caso de nove espécies de Coffea, todas da Africa tropical, Dussert et al.
(2000) nao encontraram relacdo entre o tempo de desenvolvimento da semente ¢ o nivel de
tolerdncia a dessecagdo adquirida, mas foram capazes de demonstrar correlagdo inversa
entre a sensibilidade a dessecagdo e o nuimero de meses secos depois da dispersdo de
sementes em varios habitats. Embora as diferencas na quantidade de graus dia entre as
estacdes possam ser uma caracteristica das zonas temperadas, elas sdo menos acentuadas nos
tropicos e, consequentemente, sdo mais dificeis de explicar (Berjak & Pammenter, 2008).

Trabalhos recentes com sementes ortodoxas t€ém demonstrado que as mesmas podem
readquirir a tolerancia a dessecacdo, perdida durante a germinagdo, quando submetidas a
estresses hidricos em solugdes osméticas (Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005; Massetto et
al., 2008). Mais recentemente, a tolerancia a desseca¢do também vem sendo estudada
durante a maturacdo das sementes, procurando induzir o embrido imaturo a tolerar a
secagem (Leduc, 2007); essa inducdo foi obtida, por exemplo, incubando-se as sementes
imaturas de C. echinata em solu¢des de polietilenoglicol (PEG) em potencial hidrico
ligeiramente inferior ao do embrido.

Estresses hidricos, portanto, podem ser importantes ferramentas para estimular
processos que levem a tolerdncia a dessecacdo, dentre os quais pode estar a ativagdo de
genes. A ativagdo de diversos genes por estresse hidrico € reportada na literatura (Le &
McQueen-Mason, 2006), mas pouco se sabe sobre a ativacdo de genes ligados a tolerancia a
dessecacdo. Em sementes intolerantes a dessecacdo esse conhecimento assume importancia
ainda maior, visto que ndo se sabe a fonte dessa intolerancia: a auséncia dos genes ou sua
ndo-atividade. Alguns resultados promissores, nesse sentido, foram obtidos por Bonjovani &
Barbedo (2008), verificando que estresses hidricos diminuiram a sensibilidade ao frio dos
embrides de . vera, altamente intolerantes a dessecagdo (Bilia et al., 1999). Apesar desse
ganho de tolerdncia ndo ter resultado em aumento do potencial de armazenamento, esses
resultados indicam a possibilidade de ampliagdo desse processo nesses embrides.

2.c Carboidratos, ABA e aquaporinas e a tolerancia a dessecacio em sementes

Processos € mecanismos de protecdo vém sendo identificados sobre diversos aspectos,
e juntos promovem a tolerancia a dessecacdo das sementes, embora o modo como operam e
sua interacdo ainda ndo estejam muito bem compreendidos (Berjak et al., 2007). Entre

outros mecanismos que podem estar envolvidos no processo de tolerncia a dessecagdo, o



acumulo de carboidratos no estruturais no periodo de maturagdo foi bastante investigado e
parece invaridvel que a sacarose e certos oligossacarideos da série da rafinose (ROS), como
a rafinose e estaquiose sdo acumulados durante a maturagdo, na fase de secagem, de
sementes tolerantes a dessecacgdo (Steadman et al., 1996; Obendorf, 1997; Black et al., 1999;
Hoekstra et al., 2001; Buitink et al., 2003; Leduc, 2007). Além disso, a alta concentragao de
sacarose ¢ também comum nos tecidos secos das plantas revivescentes (Berjak et al., 2007).
Outros agucares como os ciclitois livres e galactosil ciclitéis também se acumulam em
algumas sementes e parecem contribuir na tolerancia a dessecacdo de maneira semelhante
aos ROS (Obendorf, 1997; Peterbauer & Richter, 2001), quando estes ndo estdo
evidenciados (Horbowicz et al., 1998; Steadman et al., 2000; Borges et al., 2006).

O papel da sacarose no estado seco em tecidos da semente ja foi bastante discutido
(Berjak et al., 2007), esse dissacarideo teria um papel dindmico de impedir a aproximacao
das membranas umas as outras, substituindo fisicamente a d4gua quando esta ¢ removida na
secagem e, dessa forma, prevenindo sua proximidade lateral (Hoekstra et al., 2001). Esta
proximidade promoveria mudangas nos fosfolipideos e em alguns componentes da
membrana que sdo acompanhadas pela exclusdo de proteinas integrais (Bryant et al., 2001;
Koster & Bryant, 2005; Halperin & Koster, 2006).

Contudo, a partir de um amplo levantamento sobre o acumulo de sacarose em
sementes ortodoxas e nio ortodoxas, se encontrou uma variedade de sementes sensiveis a
desseca¢do que acumulam grandes quantidades de sacarose e alguns oligossacarideos
(Steadman et al., 1996). No entanto, a sacarose ndo tem como desempenhar parte da
protecdo contra danos de secagem como nas sementes tolerantes a dessecagdo, ja que as
sementes recalcitrantes teriam perdido a viabilidade anteriormente, em umidades ainda
elevadas, sem que se tenham iniciado os beneficios provenientes da contribuicdo da sacarose
ao estado vitreo, ou em neutralizar o contato lateral entre as membranas. E provavel que,
nessas sementes, a hidrélise da sacarose proporcione um substrato prontamente disponivel
para o processo respiratorio necessario para sustentar o desenvolvimento em curso que
aumenta durante a germina¢do (Berjak & Pammenter, 2008). Outra visdo seria a da agdo
benéfica dos carboidratos soluveis estar associada, ainda, a um sistema antioxidante bastante
eficiente (Walters et al., 2002).

O 4cido abscisico (ABA) pode também estar envolvido na aquisicdo da tolerancia a
dessecacdo (Chandler & Robertson, 1994; Bradford & Chandler, 1992; Han et al., 1997,
Vicré et al., 2004; Le & McQueen-Mason, 2006). Durante a formagdo da semente o ABA
tem papel crucial sobre eventos tais como a deposicdo das reservas de armazenamento,
inibicdo da germinagdo precoce, a indugdo de dorméncia primaria em algumas sementes € a

aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo (Bewley & Black, 1994; Kermode, 2005).



As concentragdes de ABA sio baixas durante os estagios iniciais do desenvolvimento
das sementes, aumentando de maneira acentuada e geralmente concomitante ao maximo
peso fresco, tendo seus niveis reduzidos a medida que se inicia a etapa de secagem da
maturacdo (Kermode, 2005). Essa redug¢do também poderia sinalizar a diminui¢do da
sensibilidade da semente ao seu efeito (Ackerson, 1984 a,b). Ou ainda, esses picos de ABA
durante a matura¢do poderiam estar relacionados com a aquisi¢do da tolerancia, preparando
a semente para a etapa de secagem (Tetteroo et al., 1994).

Na maturagdo de sementes de Fagus sylvatica L. (tolerantes a dessecacdo) coletadas
em trés diferentes anos, foram observados picos de ABA sempre uma semana antes da
aquisi¢do de tolerancia a dessecagdo pela semente imatura, em umidades ainda elevadas (60
%), mas com a etapa de desseca¢do ja iniciada. Apesar da relagdo aparente entre a secagem
e o aumento dos niveis de ABA, esses picos seriam apenas uma constante do
desenvolvimento sem relagdo direta com a aquisi¢do de tolerancia a dessecagao (Kalemba et
al., 2009).

Apesar da relagio do ABA com a tolerancia a dessecagdo ndo ter sido, ainda,
confirmada (Xu et al., 1990; Tarquis & Bradford, 1992; Bochicchio et al., 1994), evidéncias
de sua acdo impedindo a germinacdo ou influenciando o conteudo de carboidratos soluveis e
a regulacdo de transcricdo do gene /ea (Bray, 1993; Tetteroo et al., 1994) ainda o colocam
como fator ligado a aquisicdo da tolerancia a dessecacao.

Algumas classes de proteinas especificas estdo fortemente relacionadas com o
processo de tolerdncia a dessecacdo em sementes, como por exemplo, as Late
Embryogenesis Abundant Proteins (LEAs), Heat Shock Proteins (HSPs), entre outras
(Barbedo & Marcos-Filho, 1998). Juntamente com a sacarose, as LEAs tém sido o foco de
aten¢do recente no contexto da aquisi¢do e retengdo de tolerancia a dessecagdo nas sementes
(Buitink et al., 2002; Kermode & Finch-Savage, 2002; Berjak, 2006; Berjak et al., 2007).

O aparecimento de LEAs ocorre durante a maturacdo das sementes tolerantes a
dessecacdo e estd relacionado com uma variedade de estresses em células vegetais que
causam déficit hidrico (Cuming, 1999). Tem sido sugerido que, devido a caracteristica de
atrair agua, alguns grupos de LEAs poderiam formar uma concha protetora de hidratacdo em
torno das estruturas intracelulares e de macromoléculas, enquanto outros grupos teriam a
capacidade de seqiiestrar ions durante a desidratagdo e no estado seco (Berjak & Pammenter,
2008). Uma caracteristica adicional ligando LEAs ao fenomeno da tolerancia a dessecagao ¢
que surgem de forma concomitante com o acido abscisico, regulador de transcri¢do do gene
Lea, como ja discutido (Bray, 1993).

As aquaporinas constituem outro grupo de proteinas, cuja participacdo no processo de

tolerdncia a desseca¢do de sementes ainda ndo foi elucidada. Estas proteinas constituem
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canais que facilitam o transporte de dgua através das membranas. S3o proteinas bastante
conservadas entre as espécies, sendo descritas em diversos grupos de procariotos e
eucariotos (Park & Saier, 1996; Kozono et al., 2003).

As aquaporinas sdo classificadas segundo sua seqiiéncia e localiza¢do (Kaldenhoff &
Fischer, 2006). Nas plantas superiores encontramos as proteinas intrinsecas de tonoplasto
(TTPs), proteinas do tipo nodulina 26 (NIPs), proteinas intrinsecas basicas (SIPs) (Johanson
& Gustavsson, 2002) e as proteinas intrinsecas de membrana pldsmatica (PIPs) (Kaldenhoff
& Fischer, 2006). As TIPs contribuem nos fluxos de dgua e de pequenos solutos que
atravessam a membrana dos vactolos, tendo papel na regulagdo de turgor celular, além de
atuar no equilibrio das concentracdes de uréia entre compartimentos celulares diferentes. As
PIPs representam a subfamilia com o maior nimero de membros (13 em Arabidopsis e
milho) e a maioria esta localizada na membrana plasmatica (Kaldenhoff & Fischer, 2006).

Em geral, as aquaporinas formam canais seletivos que podem favorecer também o
transporte de substancias como glicerol, CO, e uréia (Gaspar et al., 2003; Uehlein et al.,
2003). Sua expressdo ¢ regulada principalmente durante a expansao celular, em situagdo de
estresse hidrico e salino e pelo aumento nos niveis de ABA (Luu & Maurel, 2005).

Poucos trabalhos sobre as aquaporinas durante o desenvolvimento de sementes sdo
encontrados na literatura, tendo as pesquisas como principal alvo os processos de embebigao
e germinagdo (Willigen et al., 2006). Considerando-se que a tolerdncia a dessecagio,
naturalmente ou artificialmente adquirida, envolve fluxos de dgua pela semente (Faria et al.,
2005; Leduc, 2007), o estudo de expressdo de aquaporinas € necessario para complementar
as evidéncias do modo de operagdo desse mecanismo.

2.d Espécies modelos de estudo

Caesalpinia echinata Lam., o conhecido pau-brasil que deu nome ao nosso Pais, ou
ibirapitanga (madeira vermelha) na linguagem tupi-guarani, ¢ pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, e apresenta distribui¢@o natural restrita a floresta
pluvial tropical atlantica e estd ameacada de extin¢do (Rocha, 2004). Apresenta sementes
planas e irregularmente orbiculares, com 1 a 1,5 cm de didmetro (Cunha & Lima, 1992),
presentes 1 ou 2 sementes por fruto (Lewis, 1998), com coloragdo verde clara no inicio do
desenvolvimento até uma coloracdo parda, quando maduras (Borges et al., 2005).

Essas sementes toleram secagem até atingirem niveis abaixo de 8% de agua (Barbedo
et al., 2002) e vém se mostrando de grande interesse para estudos de tolerancia a dessecagao,
acumulando amido como principal polissacarideo de reserva, seguido de alguns ciclitdis
como o pinitol e ciceritol (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006), com apenas tracos de
rafinose e estaquiose (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006). Perdem a viabilidade

rapidamente, mesmo quando secas, se armazenadas em temperaturas acima de 20°C
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(Barbedo et al., 2002), mas mantém a viabilidade por mais de 2 anos se armazenadas em
temperaturas negativas (Hellmann et al., 2006). Embora o pau-brasil tenha sido pouco
estudado quanto a sua capacidade de recuperar a tolerancia a dessecac¢do apds o inicio da
germinagdo, foi possivel induzir essa tolerancia em sementes imaturas (Leduc, 2007).

Caesalpinia peltophoroides Benth (sibipiruna), ¢ também pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, com distribui¢do principalmente na regido de
Mata Atlantica do Rio de Janeiro, sul da Bahia e no Pantanal Mato-Grossense (Lorenzi,
1992), porém, devido a sua grande utilizagdo na ornamentacdo urbana, é facilmente
encontrada em Sdo Paulo. Arvore de grande porte que apresenta potencial madeireiro, sendo
utilizada na construcdo civil e na produg¢do de mdveis, e pode ser utilizada em planos de
recuperacdo de areas degradadas (Santana & Santos, 1999).

Das poucas informagdes encontradas sobre essas sementes, a semente madura de
sibipiruna apresenta cerca de 50% de lipidios, 32% de carboidratos soluveis, 7,7% de amido
e 6,8% de proteinas soluveis (Corte et al., 2006), podem ser armazenadas por até 360 dias
em camara fria, porém em ambiente natural, perdem sua capacidade germinativa em 240
dias de armazenamento (Figliolia et al., 2001). Sdo visualmente parecidas com as sementes
de pau-brasil, com o mesmo tom amarronzado nas sementes maduras, porém maiores em
comprimento e largura. As sementes imaturas apresentam tegumento fino e transparente,

com cotilédones verdes e eixo embrionario bem definido.
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3. CAPITULO 1

DETERMINACAO DA FASE TOLERANTE E INTOLERANTE A
DESSECACAO EM SEMENTES MADURAS DE Caesalpinia echinata
Lam. (PAU-BRASIL)

JOAO PAULO NALDI SILVA, MARILIA GASPAR, CLAUDIO JOSE BARBEDO
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RESUMO - A tolerancia a dessecagdo em sementes maduras ortodoxas € perdida com o
avanco do processo de germinagdo, possibilitando diferentes comportamentos fisioldgicos
para estudo dentro de uma mesma espécie. Objetivou-se determinar a manutengdo do
processo de tolerdncia a dessecagdo em sementes maduras germinantes de Caesalpinia
echinata Lam. (pau-brasil), e 0 momento de sua perda. Foi determinado o tempo de secagem
das sementes até 10% de teor de agua utilizando solug¢des de K,COs e o tempo de equilibrio
em solugdo osmotica de PEG a -3 MPa. Foram agrupadas sementes germinantes de mesmo
comprimento de raiz primaria e posteriormente secas até¢ 10% de teor de dgua. Os resultados
permitiram estabelecer a secagem utilizando K,CO; em 3 dias, e incubagdo em PEG por 24
horas. Sementes maduras germinantes de pau-brasil perdem a tolerancia a dessecacdo apos a
protrusdo da raiz primaria e parece ser influenciada pelo grau de deterioracdo do lote,
determinando sementes com 3 ¢ 5 mm de raiz primaria como grupos a serem estudados. Tais
resultados permitiram identificar comportamentos fisioldgicos diferentes nas sementes

maduras, fornecendo metodologias essenciais para o estudo de tolerancia a dessecagao.

Termos para indexacdo: a dessecacdo, germinagdo, secagem, osmoregulagcdo, sementes
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DETERMINATION OF TOLERANT AND INTOLERANT PHASES IN MATURE
SEEDS OF CAESALPINIA ECHINATA LAM. (BRAZIL-WOOD)

ABSTRACT — The desiccation tolerance in mature orthodox seeds is lost with the beginning
of the germination process, enabling different physiological parameters to compare into the
same species. The objective of this work was to determine the maintenance of the process of
desiccation tolerance in germinating mature seeds of Caesalpinia echinata (brazil wood),
and your loss. It was determined the time of seed drying at 10% water content using K,CO;
solutions and the time of equilibrium using PEG at -3 MPa. Germinating seeds were
grouped in the same length of primary root and then dried to 10% water content. The results
allowed establishing the drying using K,COjs in 3 days, and incubation in PEG for 24 hours.
Germinating mature seeds of C. echinata lose desiccation tolerance after radicle protrusion
and appear to be influenced by the level of seed lot deterioration, setting seed with 3 to 5
mm of primary root as groups to be studied. These results allowed determining various
physiological parameters in mature seeds, providing essential methodologies for the study of

desiccation tolerance.

Index terms: tolerance, germination, drying, osmoregulation, seeds
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INTRODUCAO

A aquisi¢do da tolerancia a dessecag@o pelo embrido, nas sementes ortodoxas, ocorre
durante a formag¢do e maturagdo da semente (Berjak & Pammenter, 2001), logo apds a fase
de expansdo celular e de deposicdo de reservas nas células e antes do inicio do processo
natural de secagem (Bewley & Black, 1994), que apos iniciado, leva a redugdo acentuada do
teor de 4gua e do metabolismo da semente e do embrido, observando na semente madura um
estado quiescente (Black & Pritchard, 2002).

Por outro lado, a sensibilidade a dessecacdo aumenta notoriamente enquanto o
processo de germinagdo avanga, mesmo em sementes ortodoxas. Nestas sementes, o
processo de hidratacdo segue um padrdo trifdsico conforme descrito por Bewley & Black
(1994), no qual a primeira fase é caracterizada pelo aumento répido do teor de dgua da
semente devido aos altos potenciais matriciais dos tecidos. Apos essa fase, a absor¢do de
agua ¢ lenta e se inicia o restabelecimento dos processos metabdlicos do embrido.

Até esta fase, a manutencdo da tolerancia a desseca¢do ¢ mantida (De Castro et al.,
2004b), porém, com a retomada do crescimento embrionario evidenciada pela protrusao da
raiz primdria, esse processo ¢ perdido (Buitink et al., 2003; Oliveira, 2009), embora o
estadio exato da perda da tolerancia a dessecag@o nas sementes ortodoxas possa variar entre
as espécies (Farrant et al., 2004). Nas sementes recalcitrantes se ha algum processo ativo, ele
¢ perdido logo que se inicia a protrusdo da raiz primaria.

Os estudos de tolerancia a dessecagdo de sementes geralmente envolvem dois tipos de
secagem: secagem rapida que objetiva redugdo consideravel do teor de 4gua de um lote em
um periodo curto e em niveis pré-determinados, a fim de estabelecer umidades criticas que o
lote é capaz de suportar; e secagem lenta, que promove perda de dgua pela semente de
maneira lenta e controlada, geralmente associada a potenciais hidricos especificos que se
quer manter o embrido.

Na secagem rapida sdo normalmente utilizadas estufas de secagem com circulacio
forcada de ar, e mais recentemente solugdes salinas concentradas que sdo capazes de entrar
em equilibrio com a atmosfera circundante, criando ambiente com baixa umidade relativa
(Medeiros, 2006). A retirada de agua das sementes ¢ promovida em ambos os métodos por
dois processos simultaneos: a perda de 4gua da superficie da semente para o ar circundante,
que ocorre quando a pressdo parcial de vapor na superficie da semente ¢ maior do que a no
ar circundante; e o movimento de agua do interior para as camadas superficiais da semente,

em virtude do gradiente de potencial hidrico entre as duas regides (Villela & Silva, 1992).
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Na secagem lenta podem ser utilizadas solu¢des osmoticas como solucdes de
polietilenoglicol (PEG), manitol, sacarose e sais inorganicos como NaCl e MgSO4 (Vasquez,
1995; Leduc, 2007). O PEG ¢ um agente osmdético macromolecular, quimicamente inerte,
ndo degradavel, atdxico para as sementes por ndo penetrar nos tecidos devido ao elevado
peso molecular e ndo ser incorporado (Villela et al., 1991). Por ser capaz de estabelecer
gradientes osmoticos entre a solugcdo e a semente, esse composto tem sido utilizado com
sucesso para simular os efeitos do déficit hidrico em plantas (Hasegawa et al., 1984), e
também utilizado para promover priming em sementes germinantes (Bittencourt et al.,
2004). Porém, para se ter uma adequada utilizagdo da solu¢do osmotica para a desidratacio
controlada, é importante ter conhecimento do potencial hidrico das sementes no momento da
incubagdo do lote.

Sementes maduras de Caesalpinia echinata (pau-brasil) toleram secagem até
atingirem niveis abaixo de 8% de 4gua (Barbedo et al., 2002) e vém se mostrando de grande
interesse para estudos de tolerancia a dessecag@o. Perdem a viabilidade rapidamente, mesmo
quando secas, se armazenadas em temperaturas acima de 20°C (Barbedo et al., 2002), mas
mantém a viabilidade por mais de 2 anos se armazenadas em temperaturas negativas
(Hellmann et al., 2006). Embora tenha metodologias para estudo da tolerancia a dessecagao
em sementes imaturas (Leduc, 2007), o pau-brasil foi pouco estudado quanto a métodos de
secagem e hidratagdo durante a germinagdo (Lamarca et al., 2009).

Dessa maneira, para compreender as mudangas fisicas e fisiologicas que ocorrem na
semente apos hidratagdo, este trabalho objetivou identificar os momentos do processo da
embebi¢do e/ou da germinagdo nos quais a semente madura germinante ainda ¢ tolerante a
dessecacdo e quando esta ¢ completamente perdida, utilizando sementes maduras de C.

echinata como modelo de estudo.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Flores de Caesalpinia echinata foram marcadas, na base de inflorescéncias que
tivessem pelo menos trés flores abertas, de 15 matrizes localizadas em bosques ja
estabelecidos da Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, no municipio de
Mogi-Guagu, Sdo Paulo.

A coleta de sementes foi realizada em 2007, aos 60 dias apds a antese (DAA),

caracterizando o estadio da semente madura (Borges et al., 2005), com auxilio de sombrite.

17



Para verificar possiveis altera¢des no comportamento de tolerancia a dessecagdo nas
sementes com diferentes caracteristicas, o material vegetal foi levado para o Laboratorio de
Sementes do Instituto de Botanica e separado em quatro grupos da seguinte forma: sementes
intactas com coloragdo tipica da espécie, sementes intactas de cor parda (maduras de elevada
qualidade fisiologica), segundo Borges (2007), sementes intactas de cor esverdeada (de boa
qualidade fisiologica, porém imaturas) segundo Borges (2007) e sementes hidratadas e secas
no proprio ambiente (sementes de baixa qualidade fisiologica). Os grupos formados foram
caracterizados quando a teor de 4gua, matéria seca, potencial hidrico, germinagdo e
armazenados em envelopes de papel Kraft a -18°C.

Testes de Germinacio

Os testes de germinacdo e as andlises da producdo de plantulas normais foram
realizados em germinadores Marconi tipo MA400 com circulacdo interna de dgua, a 25+1°C,
com fotoperiodo de 12 horas e 100% UR (Mello & Barbedo, 2007). As sementes foram
colocadas em rolo de papel para germinacdo (Germitest), umedecidos previamente com
agua de torneira (Brasil, 2009), em quatro repeticdes de 20 sementes cada
(excepcionalmente 10 sementes quando nao havia material suficiente). Foram feitas leituras
diarias, registrando-se as sementes germinadas (protrusdo da raiz primaria de, no minimo, 2
cm) e o desenvolvimento de plantulas normais (Barbedo et al., 2002). Foi calculado o Indice
de Velocidade de Germinagdo (IVG), através da adaptagio da formula de Indice de
Velocidade de Emergéncia (Maguire, 1962).

Nos experimentos envolvendo comprimentos de raiz primaria, além do indice de
germinacdo (G) e plantulas normais (PN) da testemunha, foi determinada a taxa de
sobrevivéncia das sementes apos serem secas (Tx), sendo considerada sobrevivente a
semente com raiz primaria protrudida e que apds secagem e nova hidratacdo, manteve seu
desenvolvimento. O valor da taxa de sobrevivéncia se refere apenas as sementes que
germinaram, e por isso pode alcancar valores maiores que o indice de germinagdo da
testemunha.

Determinacio do teor de agua, matéria seca e potencial hidrico das sementes

O teor de dgua (expresso em porcentagem, com base na massa umida) e o conteudo de
matéria seca das sementes (mg.semente’) foram determinados gravimetricamente pelo
método de estufa a 103 °C + 2 °C, por 17 horas (Brasil, 2009). O potencial hidrico das
sementes foi obtido através de psicrometro, modelo WP4 Dewpoint Potentiometer, da
Decagon (USA), baseando-se no ponto de orvalho, utilizando trés repeticdes de 5 sementes

cada. A aferi¢do da relagdo entre potencial hidrico medido e potencial hidrico de equilibrio
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foi realizada por meio de isotermas de sor¢do de dgua, em solugdes de potencial osmotico
conhecido, com polietileno glicol (PEG), segundo Michel & Kauffmann (1973) bem como
por meio de equilibrio em atmosfera com umidade relativa controlada e pré-estabelecida,
utilizando-se sais especificos (Medeiros, 2006).
Secagem das sementes
As sementes foram submetidas a dois tipos de secagem:
1) com solucdo osmética com polietilenoglicol (PEG 6000), em gerbox recobertas por
uma camada de papel de germinacdo, durante 24 horas, acondicionados em geladeira a 8°C.
i1) com atmosfera controlada, em caixas plasticas (75 cm de comprimento x 60 cm de
largura x 40 cm de altura) contendo soluc¢do saturada de K,CO; com umidade relativa de
43% a 20°C, sem haver contato das sementes com a solugio salina. Esta secagem diferencia-
se por ser rapida e faz com que as sementes atinjam cerca de 10% de umidade, que a
caracteriza como tolerante a dessecacdo (Faria et al., 2005; Alpert, 2005). Apos incubagao
do material, o ambiente interno da caixa deve entrar em equilibrio em menos de 24 horas,
com as sementes armazenadas por um periodo total de 3 dias, para garantir a secagem e
manuten¢do no estado seco.
Determinacio das fases de tolerdncia e intolerincia a dessecacio das sementes
germinantes
Para determinar a perda de tolerancia a dessecagdo pela semente germinante, sementes
de C. echinata foram colocadas para germinar em periodos progressivos de embebicao:
e Experimento 1 (8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 48 horas);
Com o mesmo proposito, foram medidas as raizes primdarias dessas sementes
formando os seguintes grupos:
e Experimento 2 (0; 1; 2 a5; 6 a7, ¢ 9 a ll milimetros) apés 4 meses de
armazenamento;
e Experimento 3 (0; 5; 10 e 15 milimetros), ap6s 15 meses de armazenamento;
e Experimento 4 (0; 3; 4 e 5 milimetros), apds 17 meses de armazenamento.
Apos atingir cada tempo de embebicdo e/ou obter os comprimentos de raiz primaria
desejados, os lotes de sementes foram secos conforme descrito anteriormente.
Delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 9 tempos de
embebicdo compondo os tratamentos do Experimento 1, 4 comprimentos de raiz primaria
compondo os tratamentos do Experimento 2, ou 3 comprimentos de raiz primaria compondo

os tratamentos dos Experimentos 3 e 4.
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RESULTADOS

Caracterizacio do lote

As sementes das diferentes categorias foram separadas através de caracteristicas
visuais do tegumento e morfofisiologicas apresentadas abaixo (Tabela 1 e Figura 1). Os
resultados mostraram que as sementes de todas as categorias apresentaram valores de
umidade e potencial hidrico semelhantes, com pouca variagdo na matéria seca (Tabela 1).
Com relagdo a germinagdo, ndo se verificou diferenga, contudo, a producdo de plantulas
normais e o indice de velocidade de germinagdo foram mais elevados para as sementes
intactas quando comparadas as demais. Apesar de valores de germinacdo e de plantulas
normais proximos ao lote de sementes intactas e superiores aos demais, as sementes
esverdeadas apresentaram um IVG inferior. As sementes pardas intactas e as hidratadas e
secas apresentaram em todos os parametros avaliados, valores semelhantes entre si e

inferiores ao demais (Figura 1).

TABELA 1. Teor de agua, Potencial hidrico e Matéria Seca de sementes maduras (60 DAA) de
C. echinata, beneficiadas e agrupadas primeiramente quanto a aspectos visuais do tegumento
da semente (Intacta, Esverdeada Intacta, Parda Intacta, Hidratada e seca), lote 2007.

Categorias Teor de 4gua (% bu) Potencial hidrico Matéria seca

(-MPa) (g.semente'l)
Intacta 13,0 -55,8 0,293
Esverdeada Intacta 12,7 -59.4 0,258
Parda Intacta 12,4 -69,5 0,262
Hidratada e seca 12,4 -65,1 0,304
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FIGURA 1. Germinacio (G), Indice de Velocidade de Germinagio (IVG) e Plantulas Normais
(PN) de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata, beneficiadas e agrupadas primeiramente
quanto a aspectos visuais do tegumento da semente (Intacta, Esverdeada Intacta, Parda
Intacta, Hidratada e seca), lote 2007.
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As sementes esverdeadas intactas foram as escolhidas para os estudos iniciais de
diagnose das fases de tolerancia e intolerancia a dessecacdo, dessa forma, foram realizados

diversos testes para otimizagdo dos experimentos e apresentados a seguir.
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FIGURA 2. Secagem de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata por periodos progressivos
(A e B — 72 horas; C e D — 24 horas), ap6s secagem em atmosfera com UR de 42% contendo
solucio de K,COs; e apos incubacio em PEG a -3 MPa. A e C, Umidade (% em base umida). B
e D, Potencial Hidrico (-MPa). As sementes foram previamente embebidas por 16 horas
(Umidade de 61,2%).

A Figura 2 mostra os resultados da incubagdo das sementes maduras previamente
embebidas, em atmosfera com umidade relativa controlada de 42% e em incubacdo em
solugdo de PEG a -3 MPa. Nota-se que a perda de umidade das sementes em atmosfera
controlada foi rapida, com valores abaixo de 20% alcangados nas primeiras 24 horas de
incubagdo. O mesmo efeito ¢ observado no potencial hidrico das sementes que em 24 horas
obtém valores préximos a -50 MPa, e ao final de 72 horas de incubacdo atingem potencias
de cerca de -100MPa. J& na incubagdo em PEG a redugcdo de umidade foi lenta, ndo
perdendo mais do que 10% em 72 horas de incubacdo, com estabilizagdo do potencial
hidrico das sementes depois de 8 horas de incubagio.

Apo6s otimizacdo das solucdes de incubacdo seguiram-se estudos para determinar o
estagio de perda de tolerancia a dessecacdo da semente madura de pau-brasil, inicialmente

utilizando periodos de até 480 minutos de embebicdo (dados ndo apresentados), indicando
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que a tolerancia a dessecagdo dessas sementes ¢ mantida até o final deste periodo, com todos
os tempos de embebicdo apresentando valores de germinacdo e de plantulas normais mais
baixos que os da testemunha, porém, ndo nulos.

Consequentemente um novo experimento foi instalado, em tempos de embebigdo de
8 a 48 horas (Figuras 3 e 4), com sementes do lote Esverdeada Intacta que estavam

armazenadas por 6 meses, a temperaturas negativas, conforme Hellman et al. (2006).

Experimento 1

Na Figura 3 ¢ possivel notar que o teor de d4gua da semente se estabiliza em valores
proximos a 60%, alcancada apds 16 horas de embebicdo, 0 mesmo ocorrendo com os
valores de potencial hidrico (entre -0,5 e -1 MPa, apds 16 horas de embebicdo). Neste
experimento os indices de germinacdo, de IVG e de plantulas normais foram reduzindo se
comparados progressivamente os tempos de embebicdo, com os tratamentos de 40 e 48
horas de embebicdo apresentando valores de germinagdo muito baixos (6 € 3% em média,
respectivamente). Enquanto que os valores de teor de agua e potencial hidrico se
mantiveram em média, proximos a 60% e -1 MPa respectivamente, enquanto tmidas, e
médias de 10% e -100 MPa respectivamente, apds secas, com excecdo dos periodos de 40 e
48 horas de embebicdo que apresentaram potenciais mais baixos, entre -80 ¢ -85 MPa e

teores de dgua por volta de 11% (Figura 3).
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FIGURA 3. Teor de agua e potencial hidrico de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata,
apos periodos progressivos em embebicido (8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 40 e 48 horas), com
posterior secagem em atmosfera controlada, por 3 dias. Apés embebicéo, teor de agua (U pe) e
potencial hidrico (‘¥w pe). Apos secagem teor de agua (U ps) e potencial hidrico (¥w ps).
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FIGURA 4. Germinacio, indice de Velocidade de Germinacio e Plintulas Normais de
sementes maduras (60 DAA) de C. echinata, apés periodos progressivos em embebicio (0, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 40 e 48 horas), com posterior secagem em atmosfera controlada, por 3 dias.

Também puderam ser observadas sementes com raiz primdria protrusdo e sementes
ainda sem ocorrer protrusdo da raiz nos mesmos periodos de embebic¢do, indicando que esse
parametro (tempo de embebi¢do) pode ndo ser o melhor a ser utilizado para se procurar
ponto de perda de tolerancia a dessecacdo, além de aumentar a variagdo entre os
tratamentos. Dessa maneira, novo experimento foi realizado, dessa vez empregando-se ndo o
tempo de embebi¢do, mas o avango do crescimento da raiz primaria como parametro para
determinar o estagio de perda de tolerancia a dessecacdo dessas sementes, procurando tornar

o lote de sementes embebidas mais uniforme.

Experimento 2

A dificuldade desse método estava na obtencdo de sementes com o mesmo
comprimento de radicula, j4& que um niimero muito maior de sementes ¢ necessario para se
obter o numero minimo de repeti¢cdes, além da variabilidade natural do objeto de estudo.
Devido a essas questdes, foram agrupados alguns comprimentos de raiz primdria obtidos (2
a5 6a7e9 all milimetros) e se priorizou as andlises de germinagdo (Figura 5) em
detrimento do teor de 4gua, potencial hidrico e de matéria seca das sementes.

O padrao de embebicdo ¢ semelhante ao quando se utilizava tempos de embebicdo
das sementes, com o grupo de 1 mm de raiz primaria apresentando 60% de teor de dgua e -
1,5 MPa em média. Também pode ser observada queda nos valores da taxa de sobrevivéncia
enquanto a raiz primdria cresce, porém, com continua¢do do processo de germinagdo mesmo

apoOs sementes com raiz primaria de 9 a 11 mm serem secas e novamente hidratadas (Figura
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5). Pode ser observado também, a redu¢do no indice de plantulas normais, com valores
iguais a zero ja com 1 mm de comprimento de raiz primdria. Nestes tratamentos, pode ser

observada grande infestagdo das sementes por fungos.
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FIGURA 5. Germinacio (G), indice de velocidade de germinacio (IVG), Plintulas Normais e
Taxa de sobrevivéncia (Tx) de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata, apés embebicio e
comprimento de raiz primaria de 1,2 a5, 6 a 7,9 a 11 milimetros, com posterior secagem em
atmosfera controlada, por 3 dias. Germinacio se refere apenas a testemunha.

Visando a otimizar e uniformizar os materiais coletados, em quantidade suficiente
para se prosseguirem as analises, optou-se por agrupar todos os lotes de sementes maduras
de 2007, ja armazenados por 17 meses, realizando nova caracterizacdo inicial dos

parametros fisicos e fisiologicos, mostrados na Tabela 2.

TABELA 2. Caracterizacio dos parametros fisicos e fisiolégicos de sementes maduras (60
DAA) de C. echinata, armazenadas por 17 meses.

Teor de 4gua Potencial Matéria seca Germinacio  IVG Plantulas
(% bu) hidrico (-MPa) (g.semente™) (%) Normais (%)
10,7 -68,2 0,234 48 3.4 26

Os resultados deste novo lote indicam pequeno acréscimo da umidade dessas
sementes, além disso, a germinacdo e o indice de plantulas normais desse lote ¢ menor do
que qualquer outro lote analisado anteriormente (Tabelas 1 e 2).

Para maior eficdcia na obtencdo de sementes com comprimentos de raiz primadria
especificos, foi instalado teste de germinacdo analisando apenas o comprimento das raizes
primarias apds tempos de embebi¢do progressivos (Bloco 1: 16 a 26h; 2: 28 a 38 horas, 3:

40 a 50h - Tabela 3).
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Experimento 3

Na figura 6, estdo os resultados obtidos ao secar sementes com comprimento de raiz
primaria de 5, 10 e 15 mm até 10% de teor de 4gua (dados ndo apresentados). Diferente do
encontrado quando se utilizou apenas as sementes esverdeadas intactas (Figura 5), as
sementes com raiz de 10 mm de comprimento ndo resistiram a secagem, e até mesmo com
raizes de 5 mm apresentaram niveis minimos de sobrevivéncia e zero de plantulas normais
(Figura 6).
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FIGURA 6. Germinacio (G), indice de velocidade de germinacio (IVG), Plantulas Normais e
Taxa de sobrevivéncia (Tx) de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata, apés embebicio e
comprimento de raiz primaria de 5, 10 e 15 milimetros, com posterior secagem em atmosfera
controlada, por 3 dias. Germinacio se refere apenas a testemunha.
Experimento 4

Neste experimento foram escolhidos comprimentos de raiz priméria de 3,4 ¢ 5 mm, e
apos a secagem das sementes ¢ possivel observar que a semente madura com comprimento de
raiz primaria de 3 mm ainda apresenta algum grau de tolerancia, o que ndo ocorre nos outros
comprimentos (Figura 7). Sementes com comprimento de 4 mm de raiz apresentam queda

acentuada na taxa de sobrevivéncia e de plantulas normais quando secas, com esses

pardmetros préximos a zero quando o comprimento da raiz chega a Smm (Figura 7).
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FIGURA 7. Germinacio (G), indice de velocidade de germinacio (IVG), Plantulas Normais e
Taxa de sobrevivéncia (Tx) de sementes maduras (60 DAA) de C. echinata, apés embebicéo e
comprimento de raiz primaria de 3, 4 e 5 milimetros, com posterior secagem em atmosfera
controlada, por 3 dias. Germinacio se refere apenas a testemunha.

DISCUSSAO

A separagdo das sementes de C. echinata se mostrou eficiente, pois, apesar de ndo se
notarem diferengas em relagdo a germinacdo, a producdo de plantulas normais e o indice de
velocidade de germinacdo destacaram as sementes intactas como o de melhor qualidade
fisiologica, as esverdeadas intactas como o imediatamente inferiores aquelas devido ao IVG
menor e, ainda, as demais como as de baixa qualidade (Figura 1).

Considerando que as sementes esverdeadas intactas apresentaram caracteristicas
bastante proximas as sementes intactas (sementes de melhor qualidade fisioldgica) aquelas
foram selecionadas para os estudos preliminares das fases de tolerdncia e intolerdncia a
dessecagao.

Os resultados das incubagdes para secagem de sementes com uso de K,CO; e com PEG
se mostraram adequados ao objetivo proposto. A perda de umidade das sementes em
atmosfera controlada foi rdpida (queda até 20% de teor de 4gua em 24 horas de incubag@o)
atende a necessidade de reducdo rapida da umidade das sementes para se verificar a
tolerancia a dessecagdo do lote, e, além disso, estabilizar os valores de teor de agua proximos
a 10%, com pouca variacdo (Figura 2A). Dessa maneira, pode-se determinar a incubag@o em
atmosfera controlada por 3 dias, um dia de secagem e mais dois dias para manuten¢do das
sementes no estado seco (J.M.R. Faria, da Universidade Federal de Lavras, 2008,

comunicacao pessoal).
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J4 a incubagdo em PEG permitiu a redug¢@o de umidade de forma lenta, como esperado,
forcando e mantendo o potencial hidrico das sementes a estabilizar em valores préximos ao
da solu¢do de incubagdo (-3 MPa, Figura 2D), atendendo também as necessidades do
tratamento de estresse osmotico, conforme protocolo sugerido por Leduc (2007) para a
inducdo de tolerdncia em sementes imaturas, podendo ser escolhido para ensaios de
restabelecimento de tolerancia a dessecacdo, a incubagdo em solucdo osmotica de PEG a -3
MPa por 24 horas.

Os resultados obtidos no experimento 1, utilizando tempos de embebigdo progressivos
mostram que a tolerancia a dessecag@o dessas sementes ¢ mantida por pelo menos até 32 a 40
horas de embebicdo, decaindo quanto maior o tempo de embebigdo, principalmente nos
tempos de 40 e 48 horas de embebi¢ado (Figura 4). Esses resultados poderiam colocar os dois
tratamentos como alvos para a re-indug¢do de tolerdncia a dessecacdo, porém, as sementes
maduras de pau-brasil apresentam velocidade de germinagdo relativamente rapida (Tabela 3),
e, devido a propria variacdo natural que ocorre na germinagdo dessas sementes, pode-se notar
que as sementes que sobreviveram nesses tratamentos tinham raiz primdria curta ou ainda néo
protrudida, evidenciando que os tempos de embebicdo ndo sdo parametros confidveis para o
estudo proposto nas sementes maduras de C. echinata.

Utilizando comprimento de raiz primaria como parametro para formar os grupos a
serem secos, foi possivel observar que a sensibilidade a dessecagdo aumenta enquanto a
germinagdo avanca (Figura 5), e que essas sementes ainda sdo capazes de resistir em
comprimentos entre 9 e 11 milimetros, valores relativamente altos se comparadas a outras
espécies tolerantes, como tomates e M. fruncatula que ja se mostraram sensiveis a dessecacio
com 2 mm de raiz primdria (Lin et al., 1998; Buitink et al., 2003), indicando que a perda do
processo de tolerancia a dessecag@o ocorreria em comprimentos maiores da raiz primaria.

Os resultados da caracterizacdo do novo lote de sementes maduras de C. echinata
formado ja eram esperados (Tabela 2), ja4 que os lotes provenientes deste ja estavam
armazenados ha 17 meses e ndo apresentavam qualidade inicial elevada (Tabela 1 e Figura
1). Utilizando as sementes maduras deste lote formado para o experimento 3 (Figura 6), se
obteve resultados inesperados quando mesmo a semente de 5 mm atingiu indice muito baixo
de sobrevivéncia. Este comportamento pode estar ligado a deterioracdo do lote de sementes
durante o armazenamento, sobre a capacidade de manutencdo da tolerancia a dessecagdo das
sementes durante a germinagao.

Ao selecionar menores comprimentos de raiz primaria deste lote, foi possivel observar

que a semente madura com comprimento de raiz primaria de 3 mm ainda € capaz de resistir a
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secagem até teor de agua de 10%, enquanto sementes com comprimento de 4 mm e 5 mm,
ndo (Figura 7), indicando que os mecanismos de tolerancia a dessecacdo que estavam

mantidos nas sementes com 3 mm foram perdidos com o avan¢o da germinacao.

CONCLUSOES

As sementes esverdeadas intactas apresentaram semelhangas fisiologicas as sementes
intactas, podendo ser utilizadas para os estudos iniciais de perda de tolerancia a dessecagao.

O armazenamento das sementes de pau-brasil proporcionou diferencas na sensibilidade
a dessecagdo nas fases iniciais da germinagdo dessas sementes.

Nas sementes com curto periodo de armazenamento o comprimento da raiz primaria foi
um pardmetro mais eficiente do que o tempo de germinagdo para estudos de perda de

tolerancia a dessecagao.
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4. CAPITULO 2

VARIACOES NA COMPOSICAO DOS CARBOIDRATOS SOLUVEIS E
DE CICLITOIS DURANTE A AQUISICAO E PERDA DE
TOLERANCIA A DESSECACAO EM SEMENTES DE C. echinata LAM
(pau-brasil)

JOAO PAULO NALDI SILVA, DANILO DA CRUZ CENTENO, MARILIA GASPAR,
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RESUMO - A aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo ocorre durante a maturacdo da semente
antes do inicio do processo natural de secagem. Por outro lado a sensibilidade a dessecacdo
aumenta com o avango da germinagdo, associada a protrusdo da raiz primaria. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a aquisicdo e perda de tolerancia a dessecagdo em sementes de
Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), confrontando os comportamentos tolerantes e
intolerantes de sementes imaturas ¢ maduras ¢ analisando as modifica¢des dos carboidratos
soluveis e ciclitdis. Sementes imaturas de 43 DAA coletadas em dois anos das mesmas
matrizes tiveram comportamentos antagoénicos apds secagem, evidenciando efeito ambiental
sobre a aquisi¢do da tolerancia. Sementes com 3 mm de raiz primaria suportam secagem até
10% de agua, enquanto que sementes com 5 mm ndo, com aumento das propor¢des de
sacarose em ambas. A manuten¢do do processo de tolerancia a dessecagdo estd ligada ao
avanco da germinag@o, com outros mecanismos envolvidos além da sacarose. Sementes
imaturas e maduras parecem ter estratégias diferentes para suportar a desidratagdo, ambas
aumentam as proporgdes de sacarose na secagem, se utilizando de reservas de amido e de

ciclitéis, com provavel papel protetor de galactinol e myo-inositol.

Termos para indexacdo: tolerdncia a dessecagdo em sementes, carboidratos soluveis,

maturagdo, germinacdo, C. echinata.
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ACQUISITION AND LOSS OF DESICCATION TOLERANCE AND CHANGES IN
SOLUBLE CARBOHYDRATES AND CYCLITOLS DURING MATURATION AND
GERMINATION OF C. echinata LAM (BRAZIL-WOOD)

ABSTRACT - The acquisition of desiccation tolerance occurs during seed maturation before
the natural process of drying. Moreover, the desiccation sensitivity increases with the seed
germination associated with primary root protrusion. The objective of this work was to
evaluate the acquisition and loss of desiccation tolerance in Caesalpinia echinata Lam
(brazil-wood) seeds, comparing the tolerant and intolerant behavior of immature and mature
seeds and analyzed the changes of soluble carbohydrates and cyclitols. Immature seeds
collected at 43 DAF in two years of the same trees, shows antagonistic behavior after drying,
implying environmental effect on the acquisition of seed tolerance. Seeds with 3 mm of
primary root support drying up to 10% water content, whereas seeds with 5 mm not, with
increasing proportions of sucrose in both. The maintenance of desiccation tolerance in mature
seeds is linked to the advancement of germination, with other mechanisms involved in
addition to sucrose. Immature and mature seeds seem to have different strategies to withstand
dehydration, both increase the proportion of sucrose in the drying process, making use of

starch reserves and cyclitols, with a probable protective role of galactinol and myo-inositol.

Index terms: seed desiccation tolerance, soluble carbohydrates, maturation, germination, C.

echinata.
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INTRODUCAO

Dentre as formas de conservagdo ex sifu, a formacdo de bancos de sementes figura
entre as principais (Barbedo & Marcos Filho, 1998), pois serve de base da conservagdo dos
recursos genéticos das colegdes ativas de espécies (Berjak & Pammenter, 2008). Para isso sdo
necessarias informacdes importantes relativas ao armazenamento e a germinagdo das
sementes, tais como tolerancia a dessecagdo e os tipos de reservas da semente, que permitam
a produg¢do, beneficiamento e manuten¢do de sementes com elevado potencial fisiologico.

O armazenamento das sementes ortodoxas € favorecido pela diminuicdo da temperatura
ambiente e do teor de 4agua da semente (Roberts, 1973). Sementes ortodoxas sdo, dessa
forma, tolerantes a dessecacdo, resistindo a secagem até umidade abaixo de 10%. Ja as
sementes recalcitrantes tendem a perder a viabilidade com a redu¢do do grau de umidade,
perdendo a viabilidade apds secagem até cerca de 20% e, consequentemente, ndo suportando
muito tempo de armazenamento (Roberts, 1973). Esse comportamento pode ser considerado
um continuum, formado pelo méximo de ortodoxia em um extremo ¢ o maximo de
recalcitrancia no outro (Barbedo & Bilia, 1998; Berjak & Pammenter, 2004). Esse conceito
engloba a grande variabilidade que ocorre ndo apenas entre espécies, mas também dentro da
mesma espécie. Trabalhos recentes indicam que o local de origem possui efeito significativo
no desenvolvimento da semente e no seu grau de tolerancia a dessecagdo (Daws et al., 2004 e
2006). Dessa forma, no conceito de continuum, mesmo sementes categorizadas como
ortodoxas poderiam ndo ser igualmente tolerantes a dessecagdo (Walters, 1998).

A aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo pelas sementes ortodoxas ocorre durante a
formagdo e maturagdo da semente (Berjak & Pammenter, 2001), entre a fase de expansdo
celular e de deposi¢do de reservas nas células e a do inicio do processo natural de secagem
(Bewley & Black, 1994). Por outro lado, a sensibilidade a dessecagdo aumenta notoriamente
com o inicio do processo de germina¢do, mesmo em sementes ortodoxas, ¢ geralmente esta
associada a protrusdo da raiz primaria (De Castro et al., 2004b). Contudo, 0 momento exato
da perda da tolerancia a dessecag¢do nas sementes ortodoxas pode variar entre as espécies
(Farrant et al., 2004).

Entre os mecanismos que podem estar envolvidos no processo de aquisi¢do e perda da
tolerancia a dessecag¢do (Berjak & Pammenter, 2008), o acumulo de carboidratos nao
estruturais no periodo de maturacdo foi bastante investigado, evidenciando o papel da
sacarose e de certos oligossacarideos, como rafinose e estaquiose (Steadman et al., 1996;
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Black et al., 1999; Buitink et al., 2003; Leduc 2007). Esses agtcares teriam um papel
dindmico de impedir a aproximag¢do das membranas umas as outras, substituindo fisicamente
a agua quando esta ¢ removida e, dessa forma, prevenindo uma possivel fusdo destas
(Hoekstra et al., 2001). Outra visdo seria a da acdo benéfica dos carboidratos soluveis estar
associada, ainda, a um sistema antioxidante bastante eficiente (Walters et al., 2002).

Outros agucares como os ciclitois livres e galactosil ciclitois também se acumulam em
algumas sementes e parecem contribuir na estabilidade estrutural de organelas e de outras
macromoléculas de maneira semelhante aos oligossacarideos da série da rafinose - ROS
(Obendorf, 1997; Peterbauer & Richter, 2001), quando estes ndo estdo evidenciados
(Horbowicz et al., 1998; Steadman et al., 2000; Borges et al., 2006). Além disso, agucares
como myo-inositol e o galactinol estdo associados a formagdo de rafinose e estaquiose
durante a maturag¢do (Pridham & Hassid, 1965; Saravitz et al., 1987; Smith et al., 1991), com
o myo-inositol sendo componente base das reacdes de sintese, e aparente regulador da via
biossintética de ROS (Hitz et al., 2002; Zhao et al., 2004).

Trabalhos com sementes ortodoxas tém demonstrado que as mesmas podem readquirir
a tolerancia a dessecagdo, perdida durante a germinagdo, quando submetidas a estresses
hidricos em solucdes osmoticas (Bruggink & Toorn, 1995; Faria et al., 2005; Massetto et al.,
2008; Oliveira, 2009). A tolerancia a dessecagcdo também vem sendo estudada durante a
maturacdo das sementes, procurando induzir o embrido imaturo a tolerar a secagem (Black et
al., 1999; Leduc, 2007); essa indu¢do foi obtida, por exemplo, incubando-se as sementes
imaturas de C. echinata em solugdes de polietilenoglicol (PEG) em potencial hidrico
ligeiramente inferior ao do embrido (Leduc, 2007). A perda de 4gua de forma lenta possibilita
respostas fisiologicas das sementes que levam a algum tipo de protecdo, ndo apenas na
germinagdo, mas também no desenvolvimento de sementes ortodoxas (Kermode & Finch-
Savage, 2002) permitindo-lhes resistir a uma posterior desidratagao.

Caesalpinia echinata Lam., o conhecido pau-brasil que deu nome ao nosso Pais, ¢
pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, apresenta distribui¢do
natural restrita a floresta pluvial tropical atlantica e esta ameacada de extingdo (Rocha, 2004).
Além da importancia da espécie para a histdria e cultura de nosso pais, somada ao fato de sua
madeira apresentar propriedades para a confeccdo dos melhores arcos de violinos no mundo,
essas sementes toleram secagem até atingirem niveis abaixo de 8% de agua (Barbedo et al.,
2002) e vém se mostrando de grande interesse para estudos de tolerancia a dessecacdo.
Acumulam amido como principal polissacarideo de reserva, seguido de alguns ciclitdis como
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o pinitol e galactopinitol A e B (Borges et al., 2006. Garcia et al., 2006) e, diferentemente da
maioria das sementes tolerantes a dessecacdo conhecidas, apresentam apenas tragos de
rafinose e estaquiose (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006). Sdo sementes que perdem a
viabilidade rapidamente, mesmo quando secas, se armazenadas em temperaturas proximas ou
acima de 20°C (Barbedo et al., 2002), mas mantém a viabilidade por mais de 2 anos se
armazenadas em temperaturas inferiores a 0°C (Hellmann et al., 2006).

As sementes de pau-brasil tém sido pouco estudadas quanto a sua capacidade de
recuperar a tolerancia a dessecacgdo apds o inicio da germinagao e, embora tenha sido possivel
induzir essa tolerancia em sementes imaturas (Leduc, 2007), pouco ainda se sabe sobre os
mecanismos que possam estar envolvidos na aquisi¢do e na perda de sua tolerancia a
dessecacdo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a aquisicdo de tolerancia a
dessecagdo pelas sementes imaturas e a perda deste processo nas sementes maduras
germinantes, procurando induzir tal processo ou restabelecé-lo através de estresse osmatico
nas sementes, analisando o conteudo e composi¢do de carboidratos soliveis, germinagdo e

dessecagdo das sementes.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Sementes de Caesalpinia echinata foram coletadas em diferentes estddios de
maturagdo. Para tanto, flores foram marcadas, na base de inflorescéncias que tivessem ao
menos trés flores abertas, em 15 matrizes localizadas em bosque estabelecido da Reserva
Biologica e Estagdo Experimental de Moji-Guagu, no municipio de Mogi-Guagu, Sao Paulo
(22°15-16' S € 47°8-12' W).

A coleta de frutos foi realizada, nos anos de 2007 e 2008, aos 43, 50-55 e 59-60 dias
apods a antese (DAA), as duas primeiras caracterizando estadios imaturos e a ultima maduros,
segundo Borges et al. (2005). Os frutos foram beneficiados e separados em lotes
homogéneos, sendo analisadas caracteristicas como coloragdo da casca, rigidez e cor de
aculeos. As sementes obtidas foram ainda separadas quanto a coloracdo do tegumento e
caracteristicas fisiologicas como teor de agua, matéria seca, potencial hidrico e germinacao.
As sementes danificadas por insetos e/ou ja germinadas foram descartadas.

Os experimentos com as sementes imaturas (intolerantes a dessecag¢do) foram

instalados apds o beneficiamento, sendo o material armazenado em envelopes plésticos
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semipermeaveis a 6°C por no maximo 15 dias. As sementes maduras (tolerantes a
dessecacdo) foram armazenadas em envelopes de papel Krafta -18°C.

Secagem e condicionamento osmotico das sementes

Sementes de 43 DAA e 50-55 DAA (imaturas) e sementes maduras com 3 e 5
milimetros de comprimento da raiz primaria foram submetidas a dois tipos de tratamentos,
secagem direta e secagem apds prévio condicionamento osmotico das sementes. O
condicionamento osmdtico foi realizado com solugdo de PEG com potencial hidrico de -3,0
MPa, a 8°C por 24 h em camara de refrigeracdo (Leduc, 2007). As fases de tolerancia e
intolerancia a dessecagdo das sementes germinantes foram determinadas no Capitulo 1.

Foram realizados dois tipos de secagem:

1) em estufa a 40 °C com circulagdo forcada de ar, durante 6 a 12 horas, até atingirem
10% de 4agua, como realizado por Leduc (2007) para as sementes de C. echinata;

i1) com atmosfera controlada, em caixas plasticas (75 cm de comprimento x 60 cm de
largura x 40 cm de altura) contendo solucdo saturada de K,CO3 com umidade relativa de 43%
a 20°C, sem haver contato das sementes com a solu¢do salina, como realizado por Faria et al.
(2005) para sementes de Medicago truncatula. Esta secagem diferencia-se da anterior por ser
rapida e permitir que as sementes atinjam uniformemente cerca de 10% de umidade, que as
caracterizam como tolerantes a dessecacdo (Faria et al., 2005; Alpert, 2005). Apos incubagdo
do material, o ambiente interno da caixa deve entrar em equilibrio em menos de 24 horas,
com as sementes armazenadas por um periodo total de 3 dias, para garantir a secagem e
manuteng¢@o no estado seco (Capitulo 1).

Testes de Germinacio

Os testes de germinacdo e as andlises da producdo de plantulas normais foram
realizados em germinadores Marconi tipo MA400 com circulagdo interna de agua, a 25+1°C,
com fotoperiodo de 12 horas e 100% UR (Mello & Barbedo, 2007). As sementes foram
colocadas em rolo de papel para germinacdo (Germitest), umedecidos previamente com agua
(Brasil 1992), em quatro repeti¢des de 10 a 20 sementes cada. Foram feitas leituras didrias,
registrando-se as sementes germinadas (protrusdo da raiz primdria de, no minimo, 2 cm) € o
desenvolvimento de plantulas normais (Barbedo et al., 2002). Foi calculado o Indice de
Velocidade de Germinagio (IVG), através da adaptagdo da formula de Indice de Velocidade
de Emergéncia (Maguire, 1962).

Nos experimentos envolvendo comprimentos de raiz primaria, além do indice de
germinagdo (G) e plantulas normais (PN) da testemunha, foi determinada a taxa de
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sobrevivéncia das sementes apos serem secas (Tx), sendo considerada sobrevivente a semente
com raiz primaria protrudida e que apds secagem e nova hidratacdo, manteve seu
desenvolvimento. O valor da taxa de sobrevivéncia se refere apenas as sementes que
germinaram, € por isso pode alcancar valores maiores que o indice de germinacdo da
testemunha.

Determinacio do teor de Agua, matéria seca e potencial hidrico das sementes

O teor de 4dgua (expresso em porcentagem, com base na massa imida) e o contetido de
matéria seca das sementes (mg.semente’') foram determinados gravimetricamente pelo
método de estufa a 103 °C £ 3 °C, por 17 horas (Brasil, 2009). O potencial hidrico das
sementes foi obtido através de psicrometro, baseando-se no ponto de orvalho, modelo WP4
Dewpoint Potentiometer, da Decagon (USA), utilizando trés repeticdes de 5 sementes cada.
A aferi¢do da relag@o entre potencial hidrico medido e potencial hidrico de equilibrio foi
realizada por meio de isotermas de sorcdo de agua, em solugdes de potencial osmotico
conhecido, com polietileno glicol (PEG), segundo Michel & Kauffmann (1973) bem como
por meio de equilibrio em atmosfera com umidade relativa controlada e pré-estabelecida,
utilizando-se sais especificos (Medeiros, 2006).

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas a partir de radiculas das sementes coletadas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, em trés repeticdes com cerca de 100 a 150
radiculas, com posterior pulverizacdo do material vegetal em nitrogénio liquido com auxilio
de almofariz e pistilo. Devido a pouca quantidade de material vegetal nas sementes imaturas,
as repetigdes foram reunidas em apenas uma para analise.

Extracio e analise de carboidratos nio estruturais e osmolitos

A extrag@o dos carboidratos soluveis foi realizada segundo metodologia adaptada por
Garcia et al. (2006), a partir de 50 a 100 mg de material liofilizado. Como as radiculas foram
coletadas em nitrogénio liquido, ndo foi necessaria a etapa de inativagdo de enzimas. A
extragdo dos carboidratos foi realizada com etanol 80% na propor¢do de 1:10 (p:v), a 80°C
por 15 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm em temperatura
ambiente por 15 min. Ao término da centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante, armazenando-o
em frascos apropriados, devidamente identificados. O procedimento completo foi repetido

mais duas vezes, para que fossem extraidos todos os agucares solaveis.
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Os residuos da extragdo etandlica foram lavados com 4gua deionizada, agitados em
vortex com posterior retirada de agua (que foi adicionada a parte aquosa da extragdo
etandlica) e liofilizados por 48 horas, pesados e reservados para quantificagdo de amido.

Os sobrenadantes das amostras tiveram seu volume igualado e foram, entdo, utilizados
para a quantifica¢do dos agucares através do método de fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956),
sendo utilizada uma solugdo de glucose (100 ug mL™") como padrio. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro, a 490 nm, em triplicatas para cada amostra. Apds a
quantificagdo dos acucares totais pelo método do fenol-sulfurico, separaram-se 1 mL das
amostras e estas foram entdo deionizadas em colunas contendo resinas de troca catidnica e
anidnica Dowex, sendo eluidas com 10 volumes de agua deionizada. O material eluido teve
seu pH neutralizado com hidréxido de amodnio. Os eluatos foram concentrados até secagem
completa e retomados em 1 mL de dgua deionizada, sendo novamente quantificados e, um
volume contendo 400 pg de actcar, de cada repeti¢do, foi analisado através de cromatografia
liquida de alta resolugdo em cromatdgrafo DIONEX, modelo ICS3000, em coluna CarboPac
PA-1. O sistema de elui¢do foi o isocratico com 250 mM de hidréxido de sodio (eluente B)
em agua (eluente A), com fluxo de 0,2 mL min™', por meio da seguinte programagio: 0-2
min, 7% eluente B; 2,1-25 min, 4% eluente B; 25,1-30 min, 80% eluente B; 30,1-35 min, 7%
eluente B (Garcia et al., 2006).

Quantificacio de amido

Ap6s liofilizagdo, foram pesados 10 mg do residuo da extragdo de carboidratos
soluveis, para quantificacdo de amido, por meio de método enzimadtico, realizando-se
digestdes com alfa-amilase e amiloglucosidase como descrito por Amaral et al. (2007). A
quantificagdo dos produtos da hidrélise enzimatica foi realizada utilizando-se as enzimas
glucose-oxidase e peroxidase (GOD-POD) e os reagentes 4-aminoantipirina ¢ fenol em
microplaca de Elisa para a leitura a 490 nm. A curva padrdo foi construida a partir de
quantidades crescentes de glucose na concentracdo de 1 mg mL™".

Analises de ciclitois

Para a analise de ciclitdis, utilizou-se o extrato etanodlico obtido na extragdo de agucares
soluveis totais, sendo evaporado e sililado utilizando piridina e BSTFA, e caracterizado por
aparelho de cromatografia a gas acoplado a um espectrometro de massas CG / EM (Richter et
al., 1990 modificado). A identificacdo de cada ciclitol foi realizada através da biblioteca de

compostos do aparelho e na comparacio dos Indices de Kovats obtidos na literatura, sendo
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este indice calculado através do Indice de Reten¢do (IR) de cada composto quando
comparados com padrdo de alcanos de cadeias progressivamente maiores.

Apos a identificagdo e calculadas as areas referentes a cada ciclitol, os valores foram
normatizados e as freqiiéncias relativas foram obtidas ao comparar as areas normatizadas de
cada agucar, as areas obtidas na testemunha, que foram consideradas de valor igual a 1.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 tratamentos
compondo o experimento com sementes imaturas de 2007, e 2 idades de maturacdo X 4
niveis de secagem nas sementes de 2008, e 8 tratamentos compondo o experimento na
semente madura. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (teste F); com as
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, e os

0,5
valores de porcentagem, transformados para arc sen (%) .

RESULTADOS

Inducao de tolerancia a dessecacdo na semente imatura

O lote de sementes imaturas (43 DAA) de 2007 apresentou umidade compativel com
a idade (67,7%), alta porcentagem de germinagdo (97%), mas valores ndo tao altos (53%) de
formacdo de plantulas normais (Tabela 1). Entretanto, as sementes ja se apresentavam
suficientemente maduras para sobreviver a secagem até que o teor de agua atingisse 12%
(Tabela 1). O estresse osmdtico nessas sementes resultou em diminui¢@o do teor de agua para
cerca de 10%, equilibrando o potencial hidrico das sementes com o da solucdo de incubacdo
(-2,8 MPa), sem causar expressiva reducdo nos valores de germinacdo (87%, Tabela 1). Ja
para o tratamento de secagem apos o estresse osmotico, a secagem reduziu a umidade para
7,4%, sendo observada queda da germinagao.

Dada a importancia verificada na diferenga do teor de 4gua no lote 2007, maior
cuidado foi tomado em 2008 quando, entdo, os valores de teor de dgua entre os diferentes
tratamentos de secagem foram mais proximos.

As sementes imaturas de 43 DAA coletadas em 2008 apresentaram umidade e
germinacdo elevadas (70,1% e 87%, respectivamente), e apresentaram baixos valores para
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IVG (1,5), plantulas normais (18%) e de matéria seca (0,101 g.semente”) em relacdo ao
obtido no ano anterior. Além disso, os resultados do tratamento de secagem foram opostos ao
lote de 2007, obtendo 0% de germinagdo, e, nas sementes que sofreram estresse osmatico
apenas 31% germinaram, e com a secagem subsequente, a germinagéo foi reduzida a zero.
Devido a variagdo natural que ocorre na formagdo de frutos e sementes de C.
echinata, houve a obtencdo de sementes mais maduras apos o completo beneficiamento na
coleta de 2008. Essas sementes apresentavam tegumento umido e coloracdo verde ou roxa, e
geralmente manchas escuras, indicando que estas sementes estavam com cerca de 50-55
DAA conforme descricdo feita por Borges (2007). Ainda umidas essas sementes
apresentaram valores elevados de germinacdo e formagdo de plantulas normais (91% e 80%,
respectivamente), ocorrendo reducdo nesses parametros apds serem secas abaixo de 10% de
umidade (49% e 20%, respectivamente), semelhante ao observado com a semente de 43 DAA
de 2007 secas Esse lote de sementes também apresentou queda na germinagdo apds estresse
osmotico, e apds subseqiiente secagem, os valores de germinagdo e¢ de plantulas normais

reduziram ainda mais.
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Analises bioquimicas

O comportamento encontrado entre os diferentes anos e entre os estadios de sementes
coletadas também foi estudado bioquimicamente, analisando as radiculas coletadas desses
experimentos.

Na Figura 1 verifica-se que os niveis de amido e de carboidratos solaveis totais
aparecem maiores no lote de 50-55 DAA (Figura 1 D). Além disso, o nivel de amido nas
radiculas do lote imaturo de 2007 ¢ maior que o de mesma idade em 2008. Os niveis de
acUcares soluveis totais entre esses dois lotes sdo bem proximos, porém o lote imaturo de
2007 tem niveis bem inferiores de agucares soluveis totais que o lote de 50-55 DAA (Figura 1
D).
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FIGURA 1. Quantificacdo de amido e de carboidratos soltveis totais de sementes de C. echinata
coletadas em diferentes estadios de maturacio e em diferentes anos, apdés os seguintes
tratamentos: Testemunha (T0); estresse osmético (Estresse); secagem até 10% (Secagem);
secagem apoés estresse osmatico (Estresse + Secagem). A, sementes imaturas aos 43 DAA, lote
2007. B, sementes imaturas aos 43 DAA, lote 2008. C, sementes imaturas entre 50-55 DAA, lote
2008. D, comparacéio das testemunhas dos trés lotes.

Analisando-se dentro de cada lote, a secagem proporcionou grande queda nos niveis
de amido nas radiculas das sementes imaturas de 2007 (Figura 1, A), além de pequeno
aumento dos carboidratos soliveis totais, porém sem manter a viabilidade dessas sementes

(Tabela 1). Excetuando-se esse resultado, ndo foram observadas grandes mudangas nos niveis
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de amido nos diferentes tratamentos e nos diferentes lotes. O tratamento de estresse osmotico
ndo provocou alteragdes significativas nas quantidades de carboidratos soluveis totais nas
sementes, entretanto com a secagem subseqiiente esses niveis diminuiram em todos os lotes
(Figuras 1, A, B e C), assim como os indices de germinagdo (Tabela 1). E possivel notar
ainda, que a queda de carboidratos soluveis totais nas radiculas das sementes de 43 DAA de
2008 ocorreu também apos o tratamento de secagem e em quantidades semelhantes ao lote do
ano anterior (Figura 1, C).

Analisando-se o perfil dos actcares soliveis através de cromatografia liquida de alta
resolucdo (Tabelas 2, 3 e 4), sdo observadas nas radiculas das sementes grandes propor¢des
de ciclitdis, além da sacarose, com baixa propor¢do de glucose e frutose. Além disso, foram
detectadas baixas propor¢des de oligossacarideos da série da rafinose, principalmente nos
lotes de 43 DAA de 2007 e de 50-55 DAA, sendo maiores nas sementes de 43 DAA de 2008.

O estresse osmotico ndo proporcionou grandes alteragdes nas proporgdes dos agucares
(principalmente sacarose, ciclitdis e oligossacarideos da série rafinose), excetuando-se as
sementes de 50-55 DAA, obtendo aumento dos niveis de rafinose e estaquiose com a
contrapartida de ciclitéis (Tabela 4). J& os tratamentos que envolviam secagens, em todos os
lotes, também levaram a diminui¢do dos niveis de ciclitois e conseguinte aumento dos niveis
de estaquiose e rafinose (Tabelas 2, 3 e 4), sendo que as maiores propor¢des encontradas
desses agucares foram nas radiculas das sementes de 43 DAA de 2008 (Tabela 3), tinico lote
que ndo apresentou germinacdo quando seca (Tabelas 1). A secagem também proporcionou
aumento nas propor¢des de sacarose em todos os lotes, com maior amplitude nas sementes de

43 DAA de 2007 (Tabela 2), ocorrendo reducio na quantidade de amido (Figura 1, A).

TABELA 2. Variacdes na composicio de carboidratos soliveis em radiculas de sementes (43
DAA) de C. echinata, apés estresse osmotico e/ou apos secagem em atmosfera controlada (cerca
de 10% em base imida), por 3 dias, lote 2007.

Ciclitois Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose

Tratamento %) (%) (%) (%) (%) (%)
Testemunha 69,6 4,5 1,7 21,5 1,1 1,5
Estresse osmético 68,2 4.1 1,6 23,7 0,9 1,5
Secagem 53,7 5,3 2,6 35,0 1,5 1,9
Estresse + Secagem 55,1 6,2 3,0 30,6 2,3 2,9
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TABELA 3. Variacoes na composicio de carboidratos soliveis em radiculas de sementes (43
DAA) de C. echinata, apoés estresse osmético e/ou apés secagem em atmosfera controlada (cerca
de 10% em base imida), por 3 dias, lote 2008.

Ciclitéis  Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose
Tratamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Testemunha 58,4 3,7 1,8 22.9 7,9 5,4
Estresse osmético 61,5 33 1,3 21,1 7,7 5,1
Secagem 473 4,1 2,5 29,6 9,4 7,1
Estresse e Secagem 50,1 4.4 2,5 25,6 9.6 7,9

TABELA 4. Varia¢des na composicio de carboidratos soliveis em radiculas de sementes (50-55
DAA) de C. echinata, ap0s estresse osmotico e/ou apos secagem em atmosfera controlada (cerca
de 10% em base imida), por 3 dias, lote 2008.

Ciclitéis  Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose
Tratamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Testemunha 56,4 5,6 0,7 31,2 1,6 4,6
Estresse osmético 44,8 8,4 1,6 33,8 4,2 7,2
Secagem 47,5 6,4 1,5 36,2 3,7 4.8
Estresse e Secagem 44,1 7,6 1,8 35,5 4,9 6,1

A andlise de ciclitois por CG-EM permitiu identificar alguns actcares deste grupo que
estavam presentes nas radiculas das sementes, como o pinitol, chiro-inositol e myo-inositol, e
com provaveis chances de também terem sido encontrados galactopinitol A e B e galactinol
(Figura 2).

Analisando a quantidade relativa desses acucares nas radiculas de sementes imaturas
de 2007 (Figura 2, A), nota-se que os tratamentos tiveram efeito acentuado e positivo sobre
as propor¢des de galactinol e negativo sobre as propor¢des de pinitol e chiro-inositol. A
secagem proporcionou também aumento nos niveis de galactopinitol B, e leve aumento de
myo-inositol. Enquanto que no tratamento de estresse com posterior secagem, houve aumento
semelhante de galactopinitol B como na secagem, mas o mesmo ndo ocorre com os niveis de
myo-inositol.

A variacdo encontrada nas propor¢des de galactinol vistas nas sementes de 43 DAA
de 2007 ndo ocorreu nas sementes de mesma idade em 2008, tendo efeito positivo sobre os
niveis de galactopinitol A, B e myo-inositol (Figura 2, B), principalmente pelos tratamentos
de secagens que provocaram as maiores variagdes. Porém, foram exatamente os tratamentos

onde a germinagdo foi zero (Tabela 1).
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FIGURA 2. Quantidade relativa de alguns ciclitois (pinitol, chiro-inositol, myo-inositol,
galactopinitol A e B e galactinol), em sementes de C. echinata coletadas em diferentes estadios de
maturagdo e em diferentes anos, apds os seguintes tratamentos: Testemunha (T0); estresse osmotico
(Est); secagem (Sec); secagem apoés estresse osmoético (Est + Sec). A, sementes aos 43 DAA, lote
2007. B, sementes aos 43 DAA, lote 2008. C, sementes entre 50-55 DAA, lote 2008. Os dados foram
normalizados a partir da resposta calculada da testemunha de cada lote (=1). *Os valores encontrados
provavelmente sdo de Galactopinitol A e B e galactinol.
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Ja no lote de sementes de 50-55 DAA coletado em 2008, ndo houve grandes variagdes
entre os ciclitois identificados, exceto pelo aumento de myo-inositol quando as sementes
foram estressadas e com a secagem subseqiiente (Figura 2, C).

Ao analisar apenas as testemunhas dos trés lotes de sementes imaturas, nota-se uma
grande variagdo nas propor¢des dos ciclitois, sendo interessante notar que apesar das
respostas fisiologicas semelhantes entre o lote de sementes com 50-55 DAA de 2008 e o de
sementes imaturas de 2007 (Tabela 1), a quantidade relativa de cada ciclitol encontrado ¢

oposta entre eles (Figura 3).
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FIGURA 3. Quantidade relativa de alguns ciclitéis (pinitol, chiro-inositol, myo-inositol,
galactopinitol A e B e galactinol), em sementes de C. echinata coletadas em diferentes estadios de
maturacio e em diferentes anos, comparando apenas as testemunhas. Os dados foram
normalizados a partir da resposta calculada da testemunha 50-55 DAA 08 (=1). *Os valores
encontrados provavelmente sao de Galactopinitol A e B e galactinol.
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Restabelecimento de tolerancia a desseca¢cdo na semente madura

Os resultados de tentativa de restabelecimento de tolerancia a dessecagdo com
sementes maduras (59 DAA) coletadas em 2007 estdo na Tabela 5, sendo selecionadas
sementes com 3 milimetros (ainda tolerantes a dessecacdo), e com 5 milimetros (sensiveis a
desseca¢do), como discutido no Capitulo 1.

Apds 17 meses de armazenamento, a semente madura apresentava-se seca (10,6%),
com potenciais hidricos tanto do embrido quanto do eixo embriondrio elevados (-65,5 e -55,7
MPa, respectivamente), 49% de germinagdo e 24% de plantulas normais quando comparadas
a semente de 43 DAA do mesmo ano (Tabela 1), mas com valores mais elevados de IVG
(5,9) e de matéria seca (0,264 g.semente™).

As sementes que foram embebidas atingindo 3 e 5 milimetros de comprimento de raiz
primaria, tiveram acréscimo elevado de umidade (60,4 e 61%, respectivamente) e redugdo
acentuada nos potenciais hidricos do embrido (-0,9 e -1MPa, respectivamente) e do eixo
embrionario (-3,6MPa para ambos), porém, este se mantendo mais negativo. Essas sementes
mantiveram a capacidade germinativa apds serem selecionadas quanto ao comprimento
(100% para ambos), porém formaram apenas 69% de plantulas normais.

Entretanto, houve perda acentuada da capacidade germinativa das sementes com 3
mm apods secagem (29%), valor bem abaixo do obtido em anélises prévias (73%, ver Capitulo
1). A perda completa de tolerancia a dessecagdo ¢ vista nas sementes secas com Smm de
comprimento, obtendo zero de sobrevivéncia, sendo que ambos os comprimentos ndo foram
mais capazes de produzir plantulas normais.

Quando estas sementes passaram por estresse osmotico antes de serem secas, nio
houve diferengas na taxa de sobrevivéncia de ambos os comprimentos (Tabela 5), mesmo nas
sementes com 3 mm de comprimento.

O estresse osmotico nas sementes de 5 mm causou pequena redugdo do teor de dgua
da semente (54,1%), aumentando os potenciais hidricos do embrido e do eixo embrionario (-
2,0 e -4,7 MPa, respectivamente), com manutencdo da germinacdo e da formacdo de

plantulas normais (Tabela 5).
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Anadlises bioquimicas

Na Figura 4, sdo apresentadas as quantificacdes de carboidratos soliveis totais e
amido, a partir das radiculas das sementes, do experimento de tentativa de restabelecimento
da tolerancia a dessecagao.

A radicula da semente madura e seca de C. echinata apresenta niveis elevados de
amido e de carboidratos soluveis totais (47,9 e 237,6 mg/g MS, respectivamente). Esses
niveis apresentam modificagdes quando o processo de germinagdo se inicia, diminuindo a
quantidade de agucares soluveis totais nas radiculas das sementes com 3 ¢ 5 mm de raiz
primaria, porém com o dobro da quantidade de amido nas mesmas sementes (95,1 e 94,4
mg/g MS, respectivamente).

Quando estas sementes foram secas até 10%, pode-se observar aumento nos niveis de
carboidratos soliiveis em valores maiores que da testemunha (281,5 e 286,3 mg/g MS para 3
e Smm, respectivamente), concomitante a redugdo de amido.

Esse aumento nos niveis de carboidratos soluveis ndo ¢ observado quando sementes
com 5mm de raiz primdria foram previamente estressadas, ao invés disso, ocorre reducgdo
desses acucares (171,6 mg/g MS). Esse comportamento ndo ¢ visto nas sementes com 3mm
secas apos estresse osmoético, com pouca variagdo nos niveis de carboidratos soluveis em

relagdo a mesma semente que foi apenas seca.
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FIGURA 4. Quantificacio de amido e de carboidratos soluveis totais nas radiculas de sementes
maduras de C. echinata. Testemunha (T0); 3mm de raiz primaria (3mm); Smm de raiz priméaria
(Smm); sementes secas até 10% (Secagem); sementes secas apos estresse osmotico (Est +
Secagem); sementes apos estresse osmotico (Estresse).
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As sementes com 5 mm submetidas apenas a estresse ndo apresentam grandes
diferengas nos niveis de agucares soliiveis quando comparadas a mesma semente Umida
(170,5 mg/g MS), porém em niveis bem menores comparadas com as que sofreram apenas
secagem. Além disso, o estresse osmotico proporcionou reducdo da quantidade de amido nas
radiculas (62,0 mg/g MS).

Analisando o perfil dos agucares soluveis através de cromatografia liquida de alta
resolucdo (Tabela 6), sdo observadas na semente madura de C. echinata proporgdes
semelhantes de ciclitois e de sacarose (43% em média) com baixas propor¢des de glucose
(10,2%) e niveis minimos de estaquiose e rafinose (1% em média).

Enquanto o processo de germinacdo avanca, observado nas sementes com 3 € 5 mm
de raiz primaria, as proporcdes de ciclitdis oscilam levemente para baixo, enquanto as
proporcdes de sacarose tem queda acentuada em contrapartida ao aumento de glucose (em
maior propor¢do) e frutose. Ja os niveis de rafinose e estaquiose se tornam minimos e
indetectaveis (Tabela 6).

Quando comparadas sementes de 3mm de raiz primdria imidas e as secas até 10%
ocorre varia¢do negativa nas propor¢des de ciclitdis (44,0 para 32,7%), e leve aumento de
rafinose (0,1 para 1,2%), enquanto as propor¢des de sacarose tem aumento acentuado (37,2
para 53,7%) com redugdo nas de glucose. Observando as sementes imidas e secas com Smm
o comportamento observado é semelhante, aumento de sacarose e redugdo de glicose, porém
com pouca variag@o nas proporcdes de ciclitdis e rafinose, ambas, oscilando para baixo.

Comparadas a testemunha e sementes secas de 3mm, é notada apenas variagdo
negativa na propor¢do de ciclitois (43,1 para 32,7%), e positiva nas de sacarose (43,3 para
53,7%). Nas sementes secas com Smm as diferencas nas propor¢des desses agucares com a
testemunha sdo ainda menores (Tabela 6).

TABELA 6. Variacoes na composicdo de carboidratos soliiveis em radiculas de sementes
maduras de C. echinata, ap6s germinacio iniciada, estresse osmético e/ou apds secagem em
atmosfera controlada (cerca de 10% em base imida), por 3 dias.

Ciclitois Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose

[ratamento %) R ) (%) (%) (%)
Testemunha 43,1 10,2 1,5 433 1,1 0,9
3 mm 44,0 17,4 1,2 37,2 0,1 0,0
5 mm 39,0 33,7 23 24,9 0,0 0,0
3 mm Secagem 32,7 11,6 0,6 53,7 1,2 0,2
5 mm Secagem 37,0 14,8 0,4 47,0 0,6 0,0
3 mm Est + Secagem 493 9,5 1,1 39,0 0,7 0,4
5 mm Est + Secagem 45,5 13,7 0,5 40,0 0,3 0,0
5 mm Estresse 40,9 34,2 1,3 23,5 0,1 0,1
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Variagdes acentuadas sdo observadas quando comparadas as sementes com 3mm
secas e as que passaram pelo estresse osmotico, com maiores proporgdes de ciclitdis (32,7 e
49,3%, respectivamente), oscilando os niveis de rafinose para baixo (1,2 e 0,7%,
respectivamente). Enquanto a sacarose apresenta propor¢des mais baixas (53,7 € 39,0%).

Comportamento semelhante ¢ visto quando comparadas as sementes com Smm secas
e as que passaram por estresse (Tabela 6), observando maiores proporgdes de ciclitois (37 e
45,5%, respectivamente), ¢ menores de sacarose (47 e 40%), novamente com menor
amplitude de varia¢des do que ocorre nas sementes com 3mm.

Nao se observa alteragdes nas proporgdes dos acucares quando observadas as
sementes com Smm e as mesmas apos estresse osmotico (Tabela 6), apesar disso, os niveis de
ciclitéis aumentaram quando as sementes foram secas apoOs estresse (45,5%), o que ndo

ocorreu quando foram apenas secas (37%).

A andlise de ciclitois por CG-EM (Figura 5) permitiu observar que enquanto o
processo de germinagdo avancga, ocorre aumento nas proporc¢des de pinitol, galactopinitol A e
B, seguido de aumento acentuado de chiro-inositol e principalmente de myo-inositol, sendo
que as radiculas das sementes com 5 mm de raiz primaria apresentam propor¢des ainda
maiores da maioria desses agucares.

Quando sementes com 3 mm sdo secas até 10% de umidade, se observa oscilagdes
negativas de galactopinitol A e de myo-inositol, enquanto ha leve aumento de chiro-inositol,
porém, todos ainda em propor¢des mais elevadas que a testemunha. Nas sementes com 5 mm
a secagem provoca alteracdes mais visiveis, como a queda acentuada de galactopinitol A e B
para niveis proximos da testemunha. Além disso, hd queda acentuada de myo-inositol, de
maior amplitude que a vista entre as sementes de 3 mm Umidas e apds secagem, entretanto a
propor¢do de myo-inositol nas sementes com 5 mm secas ainda ¢ maior do encontrado nas
sementes com 3 mm secas. Ja o estresse osmdtico provocou alteracdo ainda maior de myo-

inositol nas sementes de 5 mm, porém reduzindo os niveis de galactopinitol A e B (Figura 5).
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FIGURA 5. Quantidade relativa de ciclitois (pinitol, chiro-inositol, myo-inositol, galactopinitol A e B e
galactinol), em radiculas de sementes maduras de C. echinata, apés germinacio iniciada, estresse
osmotico e/ou apds secagem em atmosfera controlada (cerca de 10% em base imida), por 3 dias. Os
dados foram normalizados a partir da resposta calculada da testemunha (=1). *Os valores encontrados
provavelmente sio de Galactopinitol A e B e galactinol.

DISCUSSAO

Inducdo de tolerancia a desseca¢do na semente imatura

O lote de sementes imaturas (43 DAA) de 2007 mostra caracteristicas ja observadas
para esse estadio em trabalhos anteriores (Borges et al., 2005; Leduc, 2007). Porém, ao
contrario do esperado, a semente sobreviveu ao tratamento de secagem até 12%, indicando
que esse lote estaria fisiologicamente mais maduro do que o utilizado por Leduc (2007), de
idade semelhante (45 DAA) e dessa forma com o processo de aquisicdo de tolerancia a
dessecacdo ja iniciado. Outra observagdo nesse sentido € a obtengdo de plantulas normais em
valores proximos a testemunha (Tabela 1) nas sementes secas, que pode indicar também o
vigor elevado dessas sementes e, por conseguinte, estddio de maturagdo mais avangado.

Em relacdo ao tratamento de estresse osmotico, os resultados foram os esperados, com

valores de germinagdo semelhante a testemunha (Tabela 1). J4 para o tratamento de secagem
55



apos o estresse osmotico, a secagem reduziu a umidade para 7,4%, valor que deve estar
ligado a queda de germinacdo ocorrida (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por
Leduc (2007), que, ao secar sementes de 55 DAA até umidades de 12 e 7%, observou quedas
na germinagdo, de 78% para 28%. Esses resultados, somados aos obtidos e descritos neste
capitulo, sugerem que o processo de aquisicdo de tolerancia a dessecagdo das sementes de C.
echinata pode ndo ser gradativo e continuo, mas seja produto de etapas definidas, passando
de uma fase intolerante até a de total tolerancia a dessecagdo na semente madura, hipdtese ja
feita por Walters (2000) para o processo de tolerancia a dessecacdo em sementes.

O outro lote de sementes com 43 DAA, coletadas em 2008, apresentaram umidade e
germinacdo elevadas, mas com baixos valores para IVG, plantulas normais e de matéria seca
em relacdo ao obtido no ano anterior (Tabela 1); entretanto em relacdo apenas a matéria seca,
pode haver grande variacdo entre os estddios de maturacdo das sementes de pau-brasil
quando observada ao longo dos anos (Tabela 9). Dessa forma, os resultados do presente
trabalho reforcam a idéia de que a maturagdo das sementes de C. echinata (e provavelmente o
processo de aquisi¢do de tolerdncia a dessecagdo) pode sofrer influéncia das condigdes
ambientais em que a planta-mae estd submetida (Daws et al., 2004).

Além disso, os resultados do observado nas sementes de 43 DAA de 2007, em 2008 o
tratamento de secagem ocasionou a perda completa da germinagdo. Declinio elevado da
germinacao dessas sementes apds serem secas até baixos niveis de umidade era esperado para
esse estddio (Leduc, 2007). Contudo, as sementes que sofreram estresse osmotico ja se
apresentaram prejudicadas, com queda acentuada da germinacdo (31%), e com a secagem
subsequente, a germinag¢do foi reduzida a zero (Tabela 1). Analisando esses resultados, o lote
de sementes imaturas de 2008 provavelmente se encontrava fisiologicamente mais imaturo
que o lote de 2007 e do utilizado por Leduc (2007), ndo suportando sequer leve desidratacio
pelo estresse osmoético, o que ndo proporcionou a indug¢do de processo de tolerdncia a
dessecagao esperado.

As sementes consideradas mais maduras de 2008 apresentavam ndo apenas
caracteristicas visuais do tegumento de sementes entre 50 e 55 DAA, como relatado por
Borges (2007), mas também valores de umidade, de matéria seca e de IVG indicando que
esse lote formado estava fisiologicamente mais maduro que o de 43 DAA do mesmo ano

(Tabela 1).
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TABELA 9. Teor de dgua (% em base imida), matéria seca (g.semente™), germinaciio (%) e
plantulas normais (%) de sementes de C. echinata em diferentes épocas de maturacio (DAA -
dias apods antese), coletadas em diferentes anos no arboreto experimental de Mogi-Guacu/SP.

Autor Ano  DAA Teor de agua Matéritheca Germinacio l;z:::;?:
(%o bu) (gs7) (%0) (%)
32 76,8 0,011 0 0
40 75,4 0,033 40 0
2001 48 67,1 0,010 90 0
Borges et al. 52 60,4 0,141 100 0
(2005) 59 44,7 0,250 97 90
40 72,2 0,010 2 0
50 69,8 0,098 70 10
2002 60 45,8 0,157 100 50
65 30,6 0,171 100 80
Mello &
Barbedo 2003 rd* 20,9 0,278 91 73
(2007)
45 60,0 - 88 45
2004 55 55,0 - 100 75
Leduc (2007) 45 60,0 0,243 98 70
2005 55 50,0 0,310 98 78
65 22,0 0,310 98 88
Mello (2008) 2006 rd* 16,2 0,237 90 85
43 67,7 0,170 97 53
2007 6o 13,0 0,203 86 72
Silva (2010)*" 43 70,0 0,101 87 18
2008  50-55 57,1 0,203 91 80
59 9,6 0,308 80 64

* Sementes maduras coletadas recém dispersas, sem marcacdo prévia de inflorescéncias.
1 .
*" Dados apresentados neste capitulo.

Quando umidas essas sementes também apresentaram germinagdo e formagdo de
plantulas normais elevadas, com reducdo nesses parametros apds serem secas abaixo de 10%
de umidade, porém ndo igualmente as sementes de 43 DAA do mesmo ano, mas
curiosamente, com resultados semelhantes aos observados com a semente de 43 DAA de
2007 secas até 12% umidade (Tabela 1), indicando que essas sementes ja se apresentavam
tolerantes a desseca¢do no momento da coleta. Contudo, esse lote de sementes também
apresentou queda na germinacdo apods estresse osmoético, e apds subseqiiente secagem, os
valores de germinagdo e de plantulas normais reduziram ainda mais (Tabela 1), resultados
semelhantes com sementes mais maduras (55 ¢ 65 DAA) foram obtidos por Leduc (2007),

levando a supor que a perda de umidade de forma lenta em uma semente com o processo de
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tolerancia ja iniciado, pode prejudica-lo (Pammenter et al 1998).. Outra questio intrigante é o
comportamento fisioldgico na germinagdo e formacgao de plantulas normais semelhantes entre

este lote e o lote de 2007, porém, com umidades iniciais diferentes (Tabela 1).

Restabelecimento de tolerdncia a dessecacdo na semente madura

As sementes maduras (59 DAA) coletadas em 2007 apresentam caracteristicas
normalmente observadas para essa idade (Borges et al., 2005; Leduc, 2007; Lamarca et al.,
2009), umidade baixa, potenciais hidricos bastante reduzidos, e matéria seca elevada (Tabela
5). Os baixos valores de germinacdo (49%) e de plantulas normais (24%) estdo relacionados
ao processo de deterioracdo que estas sementes sofreram pelo armazenamento por 17 meses a
-20°C, metodologia mais eficaz para a manuten¢@o da viabilidade das sementes maduras de
C. echinata por longos periodos (Hellman et al., 2006).

Sementes com 3 mm de comprimento de raiz primaria foram selecionadas apds
mostrar a manutengdo da tolerancia a dessecacdo ao serem secas até 10% de umidade. Da
mesma maneira, sementes com 5 mm de comprimento de raiz primaria foram selecionadas
por terem perdido essa tolerdncia nas mesmas situa¢des (Capitulo 1), sendo o alvo para o
tratamento de estresse osmoético a -3MPa na tentativa de restabelecer a tolerancia a
dessecagdo, da mesma forma como foi possivel induzir esse processo na semente imatura
(Leduc, 2007).

O ganho de umidade e reducdo nos potenciais hidricos das sementes com 3 e 5
milimetros de comprimento de raiz primaria (Tabela 5), sdo devido a alta velocidade de
embebi¢do dessas sementes (Lamarca et al., 2009), e a pouca diferenca temporal para se obter
os dois comprimentos. Porém, é interessante notar que mesmo muito hidratadas o potencial
hidrico apenas do eixo embriondrio se mantém consideravelmente baixo para ambos os
comprimentos (-3,6 MPa), sinalizando que o caminho da 4gua é preferencialmente no sentido
do eixo embrionario.

Ao invés do esperado, as sementes com 3 mm de raiz primdria secas até 10% ja se
mostraram bastante sensiveis a dessecag@o, com baixa taxa de sobrevivéncia (29%) e zero de
plantulas normais, sinalizando que uma maior deterioracdo do lote ja havia ocorrido
(Capitulo 1). Dessa forma, sementes secas com 5 mm de raiz primdria ja estavam
completamente sensiveis a dessecagdo, ndo retomando o processo germinativo apds

reidratacdo (Tabela 5).
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O estresse osmotico ndo foi capaz de retomar a tolerancia a dessecagdo nas sementes
com 5 mm de raiz primaria (Tabela 5), talvez pelo fato da solu¢do de incubacdo de PEG a -3
MPa nio ter reduzido suficientemente o teor de agua da semente, apenas 6,9%, ao invés de
10% como proposto por Leduc (2007), para sementes imaturas. No desenvolvimento de
embrides de trigo, a tolerancia a dessecacdo foi totalmente induzida apds estresse causar a
perda de 8,5% em relagdo ao peso fresco (Black et al., 1999), ja4 em sementes germinantes de
M. truncatula, o estresse osmético de -1,7 MPa proporcionou restabelecimento de tolerancia
a dessecacdo com decréscimo de apenas 5,2% de umidade (Buitink et al., 2003),
evidenciando que a magnitude do estresse osmotico que pode causar algum efeito fisiologico
¢ variavel entre as espécies, € parece ter sido insuficiente nas sementes com 5 mm de raiz
priméria de pau-brasil.

Além disso, mesmo sementes com 3 mm de raiz primaria também ndo obtiveram
nenhum ganho na retomada da germinagdo apds o estresse osmotico, comportamento ja
observado para sementes germinantes de Medicago truncatula em situagdes semelhantes
(Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005), devido ao estresse osmotico insuficiente como
discutido anteriormente, apesar de ndo ter sido realizado apenas o tratamento de estresse

osmotico nas sementes com 3 mm de raiz primaria.

Analises bioquimicas na semente imatura

Conforme esperado, os niveis de amido e de carboidratos soluveis totais aparecem
maiores no lote de sementes imaturas 50-55 DAA, do que no lote de 43 DAA do mesmo ano
(Figura 1 D), fator ligado ao maior tempo de maturagdo e ja observado por Borges et al.
(2005) e Leduc (2007) para eixo embrionario e cotilédones na mesma espécie em estadios
semelhantes. Além disso, os niveis de amido nas radiculas do lote imaturo de 2007 se
apresentam maior que o de mesma idade em 2008, com niveis de agucares soluveis totais
bem proximos, o que concorda com a hipdtese que sementes desse lote estariam mais
maduras que as sementes de 43 DAA de 2008, porém em niveis bem inferiores de agucares
soluveis totais que o lote de 50-55 DAA (Figura 1 D).

E possivel observar também que a secagem proporcionou grande queda nos niveis de
amido nas radiculas das sementes imaturas de 2007 (Figura 1, A). Esse resultado poderia
indicar hidrolise de amido que favoreceria a osmoregulacdo das células para suportar a
secagem, fato também ligado ao pequeno aumento dos carboidratos soluveis totais nas
mesmas sementes, porém sem favorecer a viabilidade dessas sementes (Tabela 1).
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O tratamento de estresse osmotico ndo provocou alteracdes significativas nas
quantidades de carboidratos soluveis totais nas radiculas das sementes, comportamento
relatado por Leduc (2007) em eixos embriondrios de sementes de C. echinata, sendo que o
aumento observado nos niveis de carboidratos soliveis apos estresse osmotico teria relacdo
com a aquisi¢cdo de tolerdncia a dessecacdo dessas sementes. Entretanto esses niveis cairam
ainda mais no tratamento de secagem apds o estresse osmotico em todos os lotes (Figura 1,
A, B e C), ndo favorecendo a manuten¢do da viabilidade (Tabela 1). Além disso, a queda de
carboidratos soltveis totais nas radiculas das sementes de 43 DAA de 2008 apds secagem
reduziu em niveis semelhantes as radiculas do ano anterior (Figuras 1, A e B), porém,
obtiveram diferen¢as marcantes na germinagdo (Tabela 1).

O perfil dos agucares soluveis através de cromatografia liquida de alta resolugdo
(Tabelas 2, 3 e 4), mostram resultados semelhantes aos obtidos em eixos embrionarios de C.
echinata em trabalhos anteriores (Borges et al., 2005; Leduc, 2007). As altas propor¢des de
oligossacarideos da série da rafinose (ROS) encontradas nas sementes de 43 DAA de 2008
(Tabela 3) corroboram a hipotese deste lote ser mais imaturo que os outros avaliados.
Analisando eixos embriondrios de pau-brasil durante a maturagdo, Leduc (2007) constatou a
diminui¢do de rafinose e estaquiose com o amadurecimento da semente, evidenciando que
esses acucares nao atuam sobre a tolerancia a dessecacdo nas sementes de C. echinata, sendo
substituidos pelos ciclitois, considerados responsaveis por esse papel quando os ROS nao
estdo evidenciados (Obendorf, 1997; Borges et al., 2006).

J& os tratamentos que envolviam secagens, em todos os lotes, também levaram a
diminuicdo dos niveis de ciclitdis e conseguinte aumento dos niveis de estaquiose e rafinose
(Tabelas 2, 3 e 4). Essa relacdo entre as mudangas dos niveis desses agucares pode estar
ligada ao fato de que alguns ciclitois sdo precursores naturais desses oligossacarideos, além
disso, rafinose e estaquiose podem estar envolvidos na prote¢do de membranas quando estas
estdo secas, da mesma forma que a sacarose (Koster, 1991; Obendorf, 1997; Peterbauer &
Richter, 2001), entretanto as maiores propor¢des desses acucares foram encontradas
exatamente no unico lote de sementes que ndo apresentou germinagdo quando seca (Tabela
1). Além disso, outros trabalhos com sementes de C. echinata mostraram apenas tracos
desses oligossacarideos (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006), relacionando o processo de
tolerancia a dessecagdo na semente desta espécie principalmente com os ciclitois, que nestas
analises sdo encontrados em grandes propor¢des, porém sem explicar as variagdes
encontradas na germinagdo dessas sementes apds as sementes serem secas (Tabela 1).
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A andlise de ciclitois por GC-MS permitiu identificar alguns agticares deste grupo que
estavam presentes nas radiculas das sementes. Esses aglcares estdo presentes na maturacdo
de algumas sementes e estariam contribuindo na tolerdncia a dessecagdo de maneira
semelhante aos oligossacarideos da série da rafinose (Obendorf ,1997; Borges et al., 2006).

Acumulo de ciclitoéis € observado durante o desenvolvimento de sementes e apos
estresse hidrico (Horbowicz & Obendorf, 1994; Pinheiro et al., 2005), com o galactinol
participando na sintese de rafinose (Saravitz et al., 1987; Liu et al., 1995) além de também
atuar na protecdo contra estresse oxidativo em plantas (Nishizawa et al., 2008), como
recentemente descoberto. Nas sementes imaturas de 2007 esse acimulo de galactinol ocorreu
independente do tratamento realizado (Figura 2, A), porém as propor¢des de rafinose sé
aumentaram quando as sementes foram secas apds estresse osmatico (Tabela 2), que resultou
em queda acentuada de germinacdo (Tabela 1), sustentando o discutido anteriormente sobre o
papel dos ROS nas sementes de pau-brasil. Entretanto, acdo benéfica dos ciclitdis pode ter
tido efeito quando estas sementes foram secas apenas até 12%, quando ocorreu acumulo de
galactinol e de myo-inositol (Figura 2, A), este que também poderia estar inibindo a via de
sintese de rafinose (Hitz et al., 2002) e assim estaria com sua concentracdo elevada nas
células.

Nas sementes de 43 DAA de 2007, ndo houve grandes alteragdes nos niveis de
galactinol, mesmo com aumento das propor¢des de myo-inositol nas sementes secas (Figura
2, B), que ¢ precursor de galactinol (Peterbauer & Richter, 2001), e que explicaria a alta
sensibilidade desse lote a perda de 4agua (Tabela 1). Além disso, as altas propor¢des de
galactopinitol A e B encontradas, junto com myo-inositol, estariam relacionadas a sintese de
rafinose e estaquiose por outra via de sintese (Peterbauer & Richter, 2001), e neste caso sem
promover qualquer protecao.

Praticamente ndo houve alteracdes nas propor¢gdes de ciclitdéis analisados
individualmente nas sementes de 50-55 DAA (Figura 2, C), e dessa forma, a sensibilidade
das sementes secas apds estresse (Tabela 1) pode estar ligada a redu¢do dos niveis de todos os
ciclitéis como vista na cromatografia liquida (Tabela 4).

A andlise das testemunhas dos trés lotes de sementes imaturas ndo ajuda a elucidar as
diferencas encontradas (Figura 3). Maiores proporcdes de pinitol, galactopinitol A e B eram
esperadas quanto maior o tempo de maturagdo da semente de pau-brasil, sendo que estes dois
ultimos juntos com a sacarose, formam as maiores reservas de carboidratos soliiveis na
semente madura (Borges et al., 2006), entretanto, o lote de 43 DAA de 2007 ¢ o que

61



apresenta a maior propor¢ao de pinitol, oposto ao encontrado no lote de 50-55 DAA, apesar
deste ter propor¢des mais elevadas de galactopinitol A e B. Além disso, os niveis de
galactinol sd@o semelhantes nas sementes de 43 DAA e 50-55 DAA coletadas no mesmo ano,
porém a sensibilidade a secagem dos dois lotes foram completamente diferentes. Interessante
¢ notar que apesar das respostas fisioldgicas semelhantes entre este lote e o de sementes
imaturas de 2007, a quantidade relativa de cada ciclitol encontrado € oposta entre eles (Figura

3).

Analises bioquimicas na semente madura

Os niveis de carboidratos soluveis totais e de amido encontrados nas radiculas das
sementes maduras de C. echinata sdo elevados (Figura 4), além disso, o perfil dos agticares
soliveis apresenta valores semelhantes aos encontrados em outros trabalhos utilizando a
espécie (Borges et al., 2006; Leduc, 2007 diferencas encontradas podem estar relacionada
com a varia¢do natural ocorrente no desenvolvimento da semente, assim como ja ocorre no
contetido de matéria seca (Tabela 9), e por esses trabalhos terem realizadas as anélises com o
eixo embrionario inteiro. Além disso, altas concentragdes de carboidratos soluveis foram
encontradas em eixos embriondrios de sementes de pau-brasil armazenadas congeladas por
30 e 90 dias, concomitante a solubilizagdo de amido (Mello, 2008; Hellman et al., 2006),
exatamente o que € observado na semente madura coletada em 2007 e armazenada por 17
meses.

Com a embebicdo e conseqiiente inicio da germinacdo, os tecidos embrionarios
necessitam de energia de rapida mobilizagdo, o que poderia explicar a diminui¢do da
quantidade de agtcares soluveis nas sementes umidas de 3 ¢ 5 mm (Figura 4), além disso,
pode ser evidenciado a degradacdo da sacarose ¢ do aparente consumo total dos
oligossacarideos da série rafinose (ROS - rafinose e estaquiose), na formagdo de
monossacarideos como glucose e frutose (Tabela 6). Em sementes germinantes de soja, Kuo
et al. (1990) associaram a conversdo de oleos e oligossacarideos soluveis, como sacarose €
rafinose, em monossacarideos, na rapida expansdo do eixo embriondario, sendo que as maiores
modifica¢des encontradas no teor desses agucares neste trabalho foram nas sementes com o
processo de germinagdo mais avangado, com 5 mm de raiz primaria (Tabela 6).

Somado a isso, as modificagdes vista nos ciclitois, principalmente no aumento das
proporcdes de galactopinitol A e B e chiro-inositol (Figura 5), devem estar relacionadas a

mobilizacdo desses agucares para o inicio do processo de germinac¢do. J& que a perda de ROS
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e de ciclitdis nos eixos precedem a germinag@o de varias sementes de leguminosas (Gorecki
et al.,, 1997). Além disso, Borges et al. (2006) relacionaram o aumento significativo de
galactosil ciclitois (como pinitol e ciceritol, entre outros) no final da fase de maturacdo das
sementes de C. echinata com a aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo e também como reserva
energética para o crescimento das mudas, sendo que o aumento acentuado de myo-inositol
(Figura 5), precursor da maioria dos ciclitois e aparente regulador dessa via (Obendorf 1997,
Hitz et al., 2002), evidencia que a via biossintética desses agucares esta em funcionamento.

Interessante ¢ a observagdo da quantidade de amido que praticamente dobrou
enquanto o processo de germinagdo avanga (Figura 4). Thind & Malik (1995) observaram em
sementes de Abelmoschus esculentus que durante as primeiras 72 horas de germinacdo
ocorreu acumulo de amido no eixo embrionario, concomitante a atividade do ciclo do
glioxilato. Stone & Gifford (1999) verificaram durante a germinagdo de sementes de Pinus
taeda, que houve decréscimo no teor de agucares soluveis, coincidente com a queda nos
teores de triacilglicerois, esses resultados indicam a provavel conversdo de lipidios em
carboidratos (Lehninger, 1986), que segundo os autores, seria uma estratégia das sementes
para acumular energia, preparando o eixo embrionario para o estabelecimento da plantula.
Nas sementes de pau-brasil com 3 e 5 mm, ¢ tanto observado niveis elevados e semelhantes
de amido quanto o de plantulas normais (Tabela 5).

Quando estas sementes sdo secas até¢ 10% de umidade o comportamento observado
entre carboidratos soluveis e amido ¢ oposto ao discutido anteriormente (Figura 4), com
provavel degradag¢do de amido para formagdo principalmente de sacarose, que tem aumento
acentuado nos dois tratamentos (Tabela 6), provavelmente como estratégia para manutencdo
de membranas no estado seco (Buitink et al., 2003; Berjak et al., 2007), entretanto ¢
observada germinacdo apenas nas sementes secas com 3 mm (Tabela 5). Além disso, o fato
de ter novamente encontrado niveis de rafinose e estaquiose nas sementes secas, deve estar
relacionada com a diminuicdo das proporcdes de ciclitdis (Tabela 6), sendo alguns
precursores naturais desse oligossacarideo (Peterbauer & Richter, 2001), visto de maneira
mais evidenciada nas sementes secas de 3 mm.

Ciclitéis como myo-inositol e galactinol estdo presentes na maturacdo de algumas
sementes e estariam contribuindo na tolerdncia a dessecacdo de maneira semelhante aos
oligossacarideos da série da rafinose (Obendorf, 1997; Borges et al., 2006), entretanto nas
sementes secas com 5 mm esses niveis ndo sofreram grandes modificagdes, e, mesmo com

proporg¢des de sacarose mais elevadas que a semente de 3 mm, ndo suportaram a desidratagao
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(Tabela 5). Também ¢é visto que o efeito da secagem sobre os tipo de ciclitdéis nos dois
comprimentos de raiz primaria é a mesma (Figura 5), e, mesmo com maior amplitude de
variacdo nas sementes com 5 mm, as propor¢des encontradas sdo semelhantes a testemunha
ou a semente seca de 3 mm, o que dificulta a correlacdo desses aguicares com a tolerancia a
dessecagdo na semente germinante.

Como discutido na andlise fisioldgica das sementes, o estresse osmotico ndo
promoveu o efeito desejado nas sementes de 5 mm como o aumento na concentracdo de
carboidratos soltveis totais, evento que poderia levar a aquisicdo de tolerancia a dessecacdo
pelas sementes imaturas (Leduc, 2007), ndo ocorrendo modificagdes nem mesmo nas
proporg¢des de sacarose e de ciclitdis quando comparadas com as sementes imidas (Tabela 6),
exceto pelo grande aumento de myo-inositol (Figura 5), evidenciando que o estresse osmotico
a -3 MPa foi leve, sendo assim, a perda de viabilidade das sementes com 5 mm secas apos
estresse ndo gera surpresa, além disso os niveis de carboidratos soluveis nestas sementes foi
ainda menor comparada as mesmas ainda umidas (Figura 4).

Nas sementes com 3 mm secas apoOs estresse também ndo houve variacdes nos
carboidratos soluveis, sendo provavel o fraco efeito osmotico sobre as sementes, porém esses
niveis se mantiveram semelhantes as sementes umidas e poderiam explicar porque ndo houve
algum ganho de tolerancia, como observado em outros trabalhos em situacdes semelhantes
(Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005).

Entretanto, efeito osmotico € notado sobre as proporgdes e o perfil de ciclitdis quando
as sementes estressadas sdo posteriormente secas (Tabela 6 e Figura 5), e dessa maneira,
sugere que um estresse osmotico mais elevado poderia resultar em modificacdes mais
contundentes sobre os processos metabdlicos das sementes, principalmente nesses agucares,
podendo sinalizar uma retomada do processo de tolerdncia a dessecacdo na semente

germinante.

Analisando o comportamento a secagem dos lotes de sementes intolerantes, sementes
imaturas de 43 DAA de 2008, e as sementes maduras com 5 mm de raiz primaria, ¢
observado que as duas tem estratégia de aumentar as propor¢des de sacarose (Tabelas 3 e 6),
porém, a semente imatura parece preferir o consumo de ciclitdis para tal objetivo (Tabela 3),
enquanto na semente madura esse agucar viria do consumo de amido (Figura 4). Apesar da
diferenca no sucesso dessa producdo, acréscimo de apenas 7% de sacarose nas sementes

imaturas e de cerca de 20% nas sementes maduras, provavelmente ligado a maturidade dos
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processos metabolicos existentes nos estadios de desenvolvimento distintos. Em ambas esse
acréscimo foi insuficiente para tolerar a secagem até 10% de umidade, ou ainda, outros
mecanismos ndo teriam sido atingidos, ou ja irrevogavelmente perdidos nesses estadios, ndo
permitindo maior resisténcia a desidratagdo dessas sementes.

Quando observado os lotes que apresentaram algum grau de tolerancia, sementes
imaturas de 43 DAA de 2007, sementes imaturas de 50-55 DAA de 2008, sementes maduras
de 59 DAA de 2007 e sementes maduras com 3 mm de raiz primaria. Nas sementes imaturas
de 2007 a estratégia também parece ser a de aumento nas propor¢des de sacarose durante a
secagem (14%, Tabela 2), metabolizando ciclitdis, com aparente papel também de galactinol
e myo-inositol (Figura 2, A), porém, esse comportamento ndo ¢ evidenciado nas também
imaturas de 50-55 DAA de 2008, quando ocorre pequeno acréscimo nas proporc¢des de
sacarose (5%, Tabela 4), reduzindo também as proporcdes de ciclitdis sem ocorrer variacdo
qualitativa importante destes (Figura 2, C). Ja a semente madura e seca (59 DAA), apresenta
propor¢des semelhantes entre ciclitois e sacarose (43% em média, Tabela 6, Testemunha),
sendo que os niveis de ciclitéis pouco se alteram com o inicio da germinagdo (Tabela 6, 3
mm), porém quando secas, sementes tolerantes de 3 mm de raiz primdaria tem decréscimo das
propor¢des de ciclitdis e na quantidade de amido, com provavel favorecimento da formagao

de sacarose (15% de acréscimo, Tabela 6).

CONCLUSAO

Os dados apresentados com as sementes imaturas mostram que os mecanismos do
processo de tolerdncia a dessecacdo nas sementes de C. echinata sdo influenciados pelo
ambiente em que as matrizes estdo submetidas. J4 a manutencdo do processo de tolerancia a
dessecacdo na semente madura de pau-brasil estd ligada ao avangco do processo de
germinacao.

O estresse osmotico de -3 MPa nas sementes maduras germinantes de pau-brasil ndo ¢
suficiente para restabelecer tolerancia a dessecacao.

A via biossintética dos ciclitdis e a dos oligossacarideos da série da rafinose tém

relagdo com o processo de tolerancia a dessecagdo nas sementes de pau-brasil.
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5. CAPITULO 3

AQUISICAO E PERDA DE TOLERANCIA A DESSECACAO EM
SEMENTES DE Caesalpinia peltophoroides BENTH (SIBIPIRUNA)

JOAO PAULO NALDI SILVA, DANILO DA CRUZ CENTENO, MARILIA GASPAR,
CLAUDIO JOSE BARBEDO

(Nas normas da Revista Brasileira de Sementes)
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RESUMO - O comportamento de tolerdncia a dessecacdo pode ser considerado um
continuum onde mesmo sementes ortodoxas poderiam ndo ser igualmente tolerantes a
dessecagdo. Objetivou-se fornecer metodologias de secagem e regulacdo osmética, avaliando
a aquisicdo e perda de tolerancia a dessecacdo em sementes de Caesalpinia peltophoroides
Benth (sibipiruna), comparados as sementes de pau-brasil. Foi determinado o tempo de
secagem das sementes até 10% de teor de agua utilizando solug¢des de K,CO; e estufa, além
do tempo de equilibrio em solugdo osmotica de PEG a -3 MPa. A semente imatura de
sibipiruna ¢ capaz de germinar ainda Uimida, e j& estava tolerante a dessecacdo até 7,5% de
agua. Apresentam propor¢des elevadas de ciclitdois e de sacarose, com apenas tragos de
rafinose e estaquiose. Na secagem héd reducdo com poucas variagdes dos carboidratos
soltveis, sem perda de viabilidade. Sementes maduras germinantes de sibipiruna perdem a
tolerdncia a dessecag@o logo apds a protrusdo da raiz primadria. Tais resultados demonstram
comportamentos fisioldgicos diferentes entre as sementes das duas espécies, questionamentos

sobre essas diferengas sdo levantados.

Termos para indexacgdo: tolerdncia a dessecagdo, maturagcdo, germinagdo, carboidratos,
semente
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ABSTRACT - The behavior of desiccation tolerance can be considered a continuum where
even orthodox seeds might not be equally desiccation tolerant. The objective was to provide
methods for drying and osmotic regulation, assessing the acquisition and loss of desiccation
tolerance in seeds of Caesalpinia peltophoroides (Caesalpiniaceae), compared with C.
echinata (brazil-wood). It was determined the time of drying seeds to 10% water content
solutions using K>COs and stove, and the equilibrium time in osmotic solution of PEG to -3
MPa. The immature seed is able to germinate still moist, and was tolerant to desiccation to
7.5% water content. Have high proportions of cyclitols and sucrose, with only traces of
raffinose and stachyose. Drying reduced with a few variations of soluble carbohydrates,
without loss of viability. Mature seeds from germinating seeds lose desiccation tolerance
soon after radicle protrusion. These results demonstrate different physiological parameters

between the seeds of two species, questions about these differences are raised.

Index terms: desiccation tolerance, maturation, germination, carbohydrates, seed
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INTRODUCAO

A aquisi¢do da tolerancia a dessecacdo pelas sementes ortodoxas ocorre durante a
formag@o e maturacdo da semente (Berjak & Pammenter, 2001), logo apds a fase de expansio
celular e de deposi¢do de reservas nas células e antes do inicio do processo natural de
secagem (Bewley & Black, 1994). Por outro lado, a sensibilidade a dessecagdo aumenta
notoriamente com o inicio do processo de germinagdo, mesmo em sementes ortodoxas, €
geralmente estd associada a protrusdo da raiz primaria (De Castro et al., 2004b). O estagio
exato da perda do processo de tolerdncia a dessecacdo nas sementes ortodoxas pode variar
entre as espécies (Farrant et al., 2004). Nas sementes recalcitrantes, se hd algum processo
ativo, ele é perdido logo que se inicia a protrusdo da raiz primaria.

Trabalhos com sementes ortodoxas t€ém demonstrado que as mesmas podem readquirir
a tolerancia a dessecacdo, perdida durante a germinagdo, quando submetidas a estresses
hidricos em solugdes osmoticas (Bruggink & Toorn, 1995; Faria et al., 2005; Oliveira, 2009).
A tolerancia a dessecacdo também vem sendo estudada durante a maturagdo das sementes,
procurando induzir o embrido imaturo a tolerar a secagem (Leduc, 2007); essa indugdo foi
obtida, por exemplo, incubando-se as sementes imaturas de C. echinata em solugdes de
polietilenoglicol (PEG) em potencial hidrico ligeiramente inferior ao do embrido.

Entre outros mecanismos que podem estar envolvidos no processo de tolerdncia a
dessecag¢do (Berjak & Pammenter, 2008), o acimulo de carboidratos ndo estruturais no
periodo de maturagdo foi bastante investigado, evidenciando o papel da sacarose e de certos
oligossacarideos da série rafinose, como a rafinose e estaquiose (Steadman et al., 1996; Black
et al., 1999; Buitink et al., 2003; Leduc, 2007). Esses agucares teriam um papel dindmico de
impedir a aproximagdo das membranas umas as outras, substituindo fisicamente a agua
quando esta é removida e, dessa forma, mantendo a integridade das membranas (Hoekstra et
al., 2001). Os carboidratos soluveis podem estar associados, ainda, a um sistema antioxidante
bastante eficiente (Walters et al., 2002).

Outros agucares como os ciclitdis livres e galactosil ciclitois também se acumulam em
algumas sementes e parecem contribuir para a estabilidade estrutural de organelas e de outras
macromoléculas de maneira semelhante aos oligossacarideos da série da rafinose (Obendorf,
1997; Peterbauer & Richter, 2001), quando estes ndo estdo evidenciados (Horbowicz et al.,
1998; Steadman et al., 2000; Borges et al., 2006). Além disso, agucares como myo-inositol e

o galactinol estdo associados a formagdo de rafinose e estaquiose durante a maturagio
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(Pridham & Hassid, 1965; Saravitz et al., 1987; Smith et al., 1991), com o myo-inositol sendo
componente base das reagdes de sintese, e aparente regulador da via biossintética (Hitz et al.,
2002; Zhao et al., 2004).

Caesalpinia peltophoroides Benth (sibipiruna), ¢ também pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, com distribuicdo principalmente na regido de
Mata Atlantica do Rio de Janeiro, sul da Bahia e no Pantanal Mato-Grossense (Lorenzi,
1992), e devido a sua grande utilizagdo na ornamentag@o urbana, ¢ facilmente encontrada em
Sdo Paulo. Das poucas informagdes encontradas sobre essas sementes, a semente madura de
sibipiruna apresenta cerca de 50% de lipidios, 32% de carboidratos soltuveis, 7,7% de amido e
6,8% de proteinas soluveis (Corte et al., 2006), podem ser armazenadas por até 360 dias em
camara fria, porém em ambiente natural, perdem sua capacidade germinativa em 240 dias de
armazenamento (Figliolia et al., 2001). Sdo visualmente parecidas com as sementes de pau-
brasil, com o mesmo tom amarronzado nas sementes maduras, porém maiores em
comprimento e largura. As sementes imaturas apresentam tegumento fino e transparente, com
cotilédones verdes e eixo embrionario bem definido.

Devido as semelhancas morfoldgicas e a proximidade taxondmica frente as diferencas
fisiologicas, especialmente as relacionadas a longevidade, encontradas entre as sementes de
sibipiruna e pau-brasil, o objetivo deste trabalho foi determinar a aquisicdo e perda da
tolerancia a dessecagdo das sementes imaturas e maduras de C. peltophoroides, associando-os
com os obtidos nas sementes de pau-brasil e nas modificagdes na composicdo de carboidratos

soluveis e na analise de ciclitdis.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Para a obtencdo de sementes de C. peltophoroides, foram coletados frutos verdes,
maduros e sementes recém-dispersas de 15 matrizes, sem marcacdo prévia de flores, estas
abertas entre setembro e outubro de 2008, no Campus Universitdrio de Rubido Junior
(UNESP-Botucatu/SP), em abril e outubro de 2009.

As sementes obtidas do beneficiamento foram separadas em lotes homogéneos, sendo
analisadas caracteristicas como coloragdo da casca e rigidez, coloragdo do tegumento das
sementes, além de caracteristicas fisicas e fisioldgicas como teor de agua, matéria seca,
potencial hidrico e germinagao.
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Os experimentos com as sementes imaturas (e provavelmente intolerantes a
dessecacdo) foram prontamente instalados apds o beneficiamento, sendo o material
armazenado a 8°C por no maximo 15 dias. As sementes obtidas de frutos maduros e as
sementes recém dispersas foram armazenadas em envelopes de papel Kraft também a 8°C.

Determinacio das fases de tolerancia e intolerancia a dessecacao das sementes

Sementes coletadas de frutos verdes de C. peltophoroides foram submetidas a dois
tipos de tratamentos, secagem direta e secagem apds prévio condicionamento osmoético das
sementes. O condicionamento osmdtico foi realizado com solu¢do de PEG com potencial
hidrico de -3,0 MPa, a 8°C por 20 h em camara de refrigeracdo. A secagem foi realizada em
estufa a 40 °C com circulacdo for¢ada de ar, durante 8 horas, até atingirem cerca de 20% e
10% no teor de 4gua, como proposto por Leduc (2007) para as sementes de C. echinata.

Para os experimentos com sementes maduras germinantes, foi utilizada secagem com
atmosfera controlada, em caixas plasticas (75 cm de comprimento x 60 cm de largura x 40
cm de altura) contendo solucdo saturada de K,CO; com umidade relativa de 43% a 20°C,
para reduzir o teor de dgua de sementes imaturas abaixo de 10%, secando as sementes sem
qualquer contato com a solucdo salina. Esta secagem diferencia-se por ser rapida e faz com
que as sementes atinjam cerca de 10% de umidade, que a caracteriza como tolerante a
dessecagdo (Faria et al.,2005; Alpert, 2005). Apds incubacdo do material, o ambiente interno
da caixa entra em equilibrio em menos de 24 horas, com as sementes armazenadas por um
periodo total de 3 dias, para garantir a secagem e manutencdo no estado seco.

Para determinar a retomada do metabolismo da semente madura de C. peltophoroides,
atingindo a fase dois da embebicdo (Bewley & Black, 1994), sementes foram embebidas em
agua por periodos progressivos e calculados o teor de agua e o potencial hidrico.

Para determinar a perda de tolerancia a dessecagdo pela semente germinante, sementes
foram colocadas para germinar e tomadas as medidas das raizes primdrias formando o grupo,
de 0; 3; 5; 7 e 8; 10 a 16 milimetros. Apos obten¢do dos comprimentos de raiz primaria, as
sementes foram secas conforme descrito anteriormente.

Testes de Germinacao

Os testes de germinacdo foram realizados em germinadores Marconi tipo MA400 com
circulagdo interna de agua, a 25+1°C, com fotoperiodo de 12 horas e 100% UR (Brasil,
2009). As sementes foram colocadas em rolo de papel para germinagdo (Germitest),
umedecidos previamente com agua de torneira, em trés repeticdes de 15 sementes para as
sementes imaturas, e trés repeti¢des de 10 sementes para as sementes maduras. Foram feitas

77



leituras didrias, registrando-se as sementes germinadas (protrusdo da raiz primaria de, no
minimo, 2 ¢cm) e o desenvolvimento de plantulas normais. Foi calculado o Indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG), através da adaptacio da férmula de Indice de Velocidade
de Emergéncia (Maguire, 1962).

No experimento envolvendo comprimentos de raiz primaria, além do indice de
germinagcdo (G) e plantulas normais (PN) da testemunha, foi determinada a taxa de
sobrevivéncia das sementes apos serem secas (Tx), sendo considerada sobrevivente a semente
com raiz primaria protrudida e que apds secagem e nova hidratacdo, manteve seu
desenvolvimento. O valor da taxa de sobrevivéncia se refere apenas as sementes que
germinaram, e por isso pode alcancar valores maiores que o indice de germinacdo da
testemunha.

Determinacio do teor de Agua, matéria seca e potencial hidrico das sementes

O teor de dgua (expresso em porcentagem, com base na massa Umida) e o conteido de
matéria seca das sementes (mg.semente”) foram determinados gravimetricamente pelo
método de estufa a 103 °C = 3 °C, por 17 horas (Brasil, 2009). O potencial hidrico das
sementes foi obtido através de psicrometro, baseando-se no ponto de orvalho, modelo WP4
Dewpoint Potentiometer, da Decagon (USA), utilizando trés repeticdes de 5 sementes cada.

A aferi¢do da relagdo entre potencial hidrico medido e potencial hidrico de equilibrio
foi realizada por meio de isotermas de sor¢do de agua, em solugdes de potencial osmdtico
conhecido, com polietileno glicol (PEG), segundo Michel & Kauffmann (1973) bem como
por meio de equilibrio em atmosfera com umidade relativa controlada e pré-estabelecida,
utilizando-se sais especificos (Medeiros, 2006).

Determinacio da resisténcia a hipoxia das sementes

Com o objetivo de verificar possiveis efeitos de hipdxia do tratamento osmotico,
sementes imaturas foram incubadas submersas em dgua destilada, cobertas com papel de
germinagdo em gerbox, pelos periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 30 dias, em geladeira a 8°C. Apds
estes periodos, foram determinados o teor de 4gua, a matéria seca e o potencial hidrico das
sementes, além da porcentagem e velocidade de germinacdo e desenvolvimento de plantulas
normais, conforme descritos anteriormente.

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas a partir de radiculas das sementes imaturas

coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, em duas repeti¢des com cerca de 250
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a 300 radiculas, com posterior pulverizacdo do material vegetal em nitrogénio liquido com
auxilio de almofariz e pistilo.

Extracao e analise de carboidratos nao estruturais e osmolitos

A extracdo dos carboidratos soluveis foi realizada segundo metodologia adaptada por
Garcia et al. (2006), a partir de 100 mg de material liofilizado. Como as radiculas foram
coletadas em nitrogénio liquido, ndo foi necessaria a etapa de inativacdo de enzimas. A
extragcdo dos carboidratos foi realizada com etanol 80% na propor¢do de 1:10 (p:v), a 80°C
por 15 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm em temperatura
ambiente por 15 min. Ao término da centrifugacio, retirou-se o sobrenadante, armazenando-o
em frascos apropriados, devidamente identificados. O procedimento completo foi repetido
mais duas vezes, para que fossem extraidos todos os agucares soluveis.

Os residuos da extracdo etandlica foram lavados com 4gua deionizada, agitados em
vortex com posterior retirada de agua (que foi adicionada a parte aquosa da extragdo
etandlica) e liofilizados por 48 horas, pesados e reservados para quantificagdo de amido.

Os sobrenadantes das amostras tiveram seu volume igualado e foram, entdo, utilizados
para a quantificacdo dos agucares através do método de fenol-sulfurico (Dubois et al.,1956),
sendo utilizada uma solucdo de glucose (100 pg mL™) como padrio. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotometro, a 490 nm, em triplicatas para cada amostra. Apos a
quantificacdo dos acucares totais pelo método do fenol-sulfurico, separou-se 1 mL de cada
amostra e estas foram entdo deionizadas em colunas contendo resinas de troca cationica e
anionica Dowex, sendo eluidas com 10 volumes de agua deionizada. O material eluido teve
seu pH neutralizado com hidréxido de amodnio. Os eluatos foram concentrados até secagem
completa e retomados em 1 mL de dgua deionizada, sendo novamente quantificados e, um
volume contendo 400 ug de actcar, de cada repeti¢do, foi analisado através de cromatografia
liquida de alta resolugdo em cromatdgrafo DIONEX, modelo ICS3000, em coluna CarboPac
PA-1. O sistema de elui¢@o foi o isocratico com 250 mM de hidréxido de sédio (eluente B)
em 4gua (eluente A), com fluxo de 0,2 mL min”', por meio da seguinte programacdo: 0-2
min, 7% eluente B; 2,1-25 min, 4% eluente B; 25,1-30 min, 80% eluente B; 30,1-35 min, 7%
eluente B (Garcia et al., 2006).

Quantificacio de amido

Ap6s liofilizagdo, foram pesados 10 mg do residuo da extracdo de carboidratos
soluveis, para quantificacio de amido, por meio de método enzimatico, realizando-se
digestdes com alfa-amilase e amiloglucosidase como descrito por Amaral et al. (2007). A
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quantificagdo dos produtos da hidrélise enzimatica foi realizada utilizando-se as enzimas
glucose-oxidase e peroxidase (GOD-POD) e os reagentes 4-aminoantipirina ¢ fenol em
microplaca de Elisa para a leitura a 490 nm. A curva padriao foi construida a partir de
quantidades crescentes de glucose na concentragdo de 1 mg mL™".

Analises de ciclitois

Para a analise de ciclitdis, utilizou-se o extrato etandlico obtido na extragcdo de agucares
soluveis totais, sendo evaporado e sililado utilizando piridina e BSTFA, e caracterizado por
aparelho de cromatografia gasosa e espectrometria de massas CG / EM (Richter et al.,1990
modificado). A identifica¢do de cada ciclitol foi realizada através da biblioteca de compostos
do aparelho e na comparagio dos Indices de Kovats obtidos na literatura, sendo este indice
calculado através do Indice de Retengdo (IR) de cada composto quando comparados com
padrdo de alcanos de cadeias progressivamente maiores.

Apos a identificacdo e calculadas as areas referentes a cada ciclitol, os valores foram
normatizados e as freqii€éncias relativas foram obtidas ao comparar as areas normatizadas de
cada agtcar, as areas obtidas na testemunha, que foram consideradas de valor igual a 1.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 6 tratamentos
compondo o experimento com a semente imatura, € 5 tratamentos compondo o experimento
para a semente madura, os resultados foram submetidos a andlise de variancia (teste F), e as
médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Para
realizacdo das andlises estatisticas, os valores de porcentagem, quando necessdrio para ajuste

da normalidade, serfio transformados para arc sen (%)
RESULTADOS

Caracteristicas fisicas e morfofisiologicas

As sementes coletadas de frutos verdes apresentaram o tegumento fino e transparente,
com cotilédones verdes e com eixo embriondrio bem definido. As coletadas de frutos
maduros e recém dispersas continham o tegumento rigido e amarronzado, geralmente com
manchas marrons escuras e verdes escuras, com cotilédones esverdeados e poucos de
coloragdo bege (Figura 1).

O lote de sementes imaturas apresentou teor de agua elevado (65,9%), e contetido de

matéria seca baixo (0,14 g.semente™), quando comparados as sementes coletadas de frutos
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maduros e recém dispersas, (9,1% e 0,259 g.semente”, respectivamente). Além disso, as
sementes imaturas germinaram ainda umidas e desenvolveram plantulas normais, porém os
indices de germinacdo, desenvolvimento de plantulas normais e de IVG das sementes
maduras foram mais elevados quando comparados os dois lotes (33 e 73 % de germinagdo, 22
e 63 % de plantulas normais e 1,06 e 1,83 de IVG, respectivamente para sementes imaturas e

maduras).

FIGURA 1. Frutos e sementes de C. Pelfophoroides coletados em diferentes épocas. A e C,
coleta abril/09; B € D, coleta outubro/09.

Osmoregulacdo e aferi¢do correta do potencial hidrico

Os testes de osmoregulacdo das sementes imaturas de C. peltophoroides mostram que
as sementes apresentando rapida regulacdo da umidade e do potencial hidrico pelas diversas
solugdes de PEG em até 24 horas de incubagdo. Outra caracteristica notada é o potencial
hidrico do eixo embriondrio estar cada vez menor, enquanto a semente apresenta menor
umidade (dados ndo apresentados).

Diferencas nos valores dos potenciais hidricos do eixo embrionario de C.
pelthoporoides também foram encontradas durante a secagem da semente (dados ndo
apresentados). A semente imatura de C. peltophoroides levou cerca de 7 horas para atingir
umidade em torno de 15%, perdendo 4gua de forma relativamente rapida quando muito
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umida, mas ha dificuldade de se obter valores abaixo de 10%, quando secas em estufa com

circulagdo de ar a 40°C (Figura 2).
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FIGURA 2. Umidade (% em base imida) de sementes de C. peltophoroides apds secagem (56 /
48/40/32/24/20/16/12/10/8/6 % em base iumida) por periodos progressivos.

Resisténcia a hipoxia

As sementes imaturas submersas em agua e armazenadas a 8°C ganharam umidade no
decorrer do tempo de incubagdo, ficando muito hidratadas com potenciais hidricos maior que
-1 MPa, a partir de 14 dias submersas (dados ndo apresentados). Entretanto, os valores de
germinagdo e de formacgdo de plantulas normais foram semelhantes aos da testemunha, com

diferenga apenas no IVG, a partir do 7° dia de incubacdo (dados ndo apresentados).

Indugao de tolerancia a desseca¢do em sementes imaturas

As sementes imaturas ja apresentavam germina¢do e desenvolvimento de plantulas
normais (Tabela 1 e Figura 3). Os tratamentos de secagem até 20% e 10% ndo apresentaram
diferengas quando comparadas a testemunha, exceto queda no IVG (Figura 3). Com relagéo
ao tratamento de estresse osmotico, houve a redugdo de cerca de 10 pontos percentuais do
valor de umidade apds incubagdo (Tabela 1), sem alteragdes dos outros pardmetros, exceto no
IVG. Ja para os tratamentos de estresse osmotico apos secagem subseqiiente até 20 e 10% de
umidade, se reduziu apenas até 27,7% de umidade no primeiro, ¢ acima de 10% de umidade
no segundo (Tabela 1), porém, os indices de germinagdo e de plantulas normais foram em
média, mais elevados que o da testemunha, com IVG igual ao da testemunha (Figura 3).

Procurando obter sementes secas abaixo de 10%, sementes imaturas de C.
peltophoroides desse mesmo lote foram incubadas em atmosfera controlada com UR de 42%

contendo solug¢do de K,COs, por 6 dias (dados ndo apresentados). Dessa forma foi possivel
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atingir valores de teor de agua de 7,5%, e potenciais hidricos muito reduzidos (-96,3 MPa).
As sementes imaturas ainda germinaram apods esta secagem, além disso, os indices de
germinagdo e de plantulas normais encontrados foram o mesmo para os tratamentos de

secagens anteriores (31 e 20%, respectivamente), e semelhantes ao da testemunha (Figura 3).

TABELA 1. Teor de agua, Potencial hidrico e Matéria Seca de sementes imaturas de C.
peltophoroides, apos estresse osmotico e/ou com secagem, coletadas em Botucatu (abr/09).

Teor de agua  Potencial hidrico (-MPa) Matéria seca

Tratamento

(% bu) ¥w eb Yw ex (g.semente™)

Testemunha 65,9 a -1,4 ¢ 33 d 0,140
Estresse osmoético 53,6 b 2,1 ¢ 3,3 d 0,193
Secagem 20% 21,1 cd -195 b -22,6 ¢ 0,149
Secagem 10% 13,5 ¢ 434 a -62,6 a 0,157
Estresse e Secagem 20% 27,7 ¢ -10,8 b -10,2 cd 0,138
Estresse e Secagem 10% 15,1 de -349 a -40,5 b 0,146
C.V (%) 7,26 18,09 21,47

Letras comparam tratamentos entre si, pelo teste de Tukey, a 5%.
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FIGURA 3. Germinacio (G), indice de Velocidade de Germinaciio (IVG) e Plantulas Normais
(PN) de sementes imaturas de C. peltophoroides, apos estresse osmotico e/ou apds secagem,
coletadas em Botucatu. As médias dos tratamentos nio tiveram diferenca significativa entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

Analises bioquimicas
As andlises bioquimicas nas radiculas das sementes imaturas foram realizadas apenas

nas sementes ainda umidas e apds secagem até 20 e 10% de 4gua, e sdo apresentadas abaixo.
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FIGURA 4. Quantificacio de amido e de carboidratos soliiveis totais de radiculas de sementes
imaturas de C. peltophoroides apés os seguintes tratamentos: Testemunha; secagem até 20%
(Secagem 20%); secagem até 10% (Secagem 10%).

Nestes resultados é possivel observar quantidades muito baixas de amido, sendo que
no tratamento de secagem a 10%, ndo foi possivel detectar amido pela técnica utilizada. J& os
valores de agucares soluveis totais se mostram semelhantes entre a testemunha e nas
sementes secas até 20%, porém, se mostram reduzidos quando a semente ¢ seca até teor de
agua de 13% (Figura 4).

Analisando o perfil dos agtlicares soliveis através de cromatografia liquida com pulso
amperométrico - HPLC-PAD (Tabela 2), é observado nas radiculas das sementes imaturas
grandes proporg¢des de agticares alcoois da familia dos ciclitdis, além da sacarose, com baixa
proporcdo de glucose e valores ainda menores para frutose. Além disso, foram detectadas
baixas propor¢des de oligossacarideos da série da rafinose, com maior propor¢do de
estaquiose do que rafinose (Tabela 2). E também observada leve altera¢io na composi¢io
desses agucares quando as sementes foram secas, com redugdo nos ciclitdis € aumento de

sacarose, além de leve aumento nos niveis de estaquiose (Tabela 2).

TABELA 2. Variacdes na composicio de carboidratos soliiveis em radiculas de sementes
imaturas de C.peltophoroides, apés secagem, coletadas em Botucatu.

Ciclitois Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose
Tratamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Testemunha 57,1 4,1 0,2 36,0 0,3 2,2
Secagem 20% 55,2 4,0 0,1 37,6 0,4 2,6
Secagem 10% 52,5 4.4 0,1 39,8 0,4 2,8
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A analise de ciclitdis por GC-MS permitiu identificar alguns agucares deste grupo que
estavam presentes nas radiculas das sementes, como o pinitol, chiro-inositol e myo-inositol, e

com provaveis chances de também terem sido encontrados galactopinitol A e B e galactinol

(Figura 5).
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FIGURA 5. Quantidade relativa de alguns ciclitdis (pinitol, chiro-inositol, myo-inositol,
galactopinitol A e B e galactinol), em radiculas de sementes imaturas de C. peltophoroides apos os
seguintes tratamentos: Testemunha; secagem até 20% (Secagem 20%); secagem até 10% (Secagem
10%), coletadas em Botucatu. Os dados foram normalizados a partir da resposta calculada da
testemunha (=1). *Os valores encontrados provavelmente sdo de Galactopinitol A e B e galactinol.

Nesta andlise, nota-se diminui¢do na quantidade relativa de praticamente todos os
acucares alcoois identificados, exceto pelo galactinol nas radiculas das sementes seca a 20%.
Também nota-se que os niveis de galactopinitol B e pinitol ndo foram identificados em todos

os tratamentos (Figura 5).

Perda de tolerancia a dessecagdo na semente madura

Com o objetivo de obter informagdes sobre o tempo de embebigdo, ativagdo do
metabolismo da semente e do inicio do processo de germinacdo, sementes maduras de C.
peltophoroides foram embebidas por periodos progressivos e calculados o teor de dgua e o
seu potencial hidrico (do embrido e do eixo embrionario), mostrados na Figura 6.

Estes resultados mostram que a semente ganha umidade de forma relativamente rapida,
triplicando seu valor inicial ap6és 4 horas de embebi¢do (Figura 6, B), aumentando
progressivamente até atingir valores acima de 50% apds 24 horas de embebicdo. Padrdo
semelhante € visto no potencial hidrico, que diminui rapidamente nas primeiras horas de
embebicdo, e tende a ser menor quanto maior o tempo de embebicdo (dados ndo
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apresentados). Entretanto, a curva de hidratacdo obtida estd incompleta, sem tendéncia
caracteristica da fase 3 da embebic¢do, onde ocorreria um novo aumento no teor de dgua das

sementes (Figura 5, A).
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FIGURA 6. Teor de 4gua de sementes maduras de C. peltophoroides, ap6s periodos progressivos
de embebicdo. A; Tendéncia de teor de agua das sementes até 24 horas de embebicio. B;
Detalhe da mesma tendéncia nas primeiras 4 horas de embebicéo.

Com o objetivo de obter sementes que ja tivessem perdido o processo de tolerancia a
dessecacdo, sementes maduras de C. peltophoroides foram colocadas para germinar e tiveram
suas raizes primarias medidas para formar tratamentos que seriam secos até atingir teor de
agua proximo da semente madura intacta (Figura 7).

A secagem das sementes germinantes em atmosfera controlada foi obtida de acordo
com o esperado, com todos os tratamentos atingindo valores de teor de dgua abaixo de 10%,
assim como obtidos potenciais hidricos extremamente baixos (dados ndo apresentados).
Entretanto, mesmo sementes com apenas 3 milimetros de raiz primaria ndo resistiram a

secagem, com todos os tratamentos obtendo zero nos pardmetros avaliados (Figura 7).
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FIGURA 7. Germinacio (G), Indice de Velocidade de Germina¢io (IVG), Plantulas Normais
(PN) e Taxa de sobrevivéncia (Tx) de C. peltophoroides, apés embebicio e comprimento de raiz
primaria de 3,5, 7 e 8, 10 a 16 milimetros, com posterior secagem em atmosfera controlada, por
3 dias. Germinagio se refere apenas a testemunha. As médias dos tratamentos foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

DISCUSSAO

As sementes de C. peltophoroides coletadas de frutos verdes apresentam caracteristicas
tipicas de sementes imaturas, teor de 4gua elevado e baixo contetido de matéria seca (Tabela
1). Efeitos do tempo de maturagdo sobre as sementes sdo vistos quando se compara os dois
lotes de sementes coletados, quando observado o ganho de matéria seca, com conseqiiente
elevacdo dos indices de germinacgdo, desenvolvimento de plantulas normais e IVG, nas
sementes coletadas de frutos maduros e recém dispersas (Figuras 3 e 7, ver testemunhas). A
diminui¢do do teor de 4gua visto nas sementes maduras mostra que as sementes de sibipiruna
passam por uma etapa de secagem, uma caracteristica da maturacdo de sementes ortodoxas
(De Castro et al., 2004a), com teor de agua abaixo de 10% (Figuras 3 e 7, ver testemunhas).

Além disso, as sementes imaturas de C. peltophoroides adquirem a capacidade de
germinar ainda umidas (Figura 3), antes mesmo de passarem pela etapa de secagem na
maturacdo, um fator considerado necessario para aquisicdo deste processo nas sementes
ortodoxas (Marcos Filho, 2005), mas que também ¢ observado nas sementes imaturas de C.
echinata (Borges et al., 2005; Leduc 2007). Essa grande variacdo no conteudo de agua das
sementes pode explicar também a reducdo nas dimensdes, principalmente no comprimento e
na largura das sementes, encontrados entre os dois lotes (dados ndo apresentados).

A semente imatura de C. peltophoroides precisa de 7 horas de secagem para atingir

umidade em torno de 15%, perde dgua de forma relativamente rapida quando muito umida,
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mas ha dificuldade de se ter valores abaixo de 10%, quando secas em estufa com circulagio
de ar a 40°C (Figura 2), evidenciando alguma forma de resisténcia a perda de 4gua pela
semente quando estes valores sdo criticos.

As sementes imaturas ja se apresentavam tolerantes a desseca¢do no momento da
coleta, germinando apds os tratamentos de secagem até 20% e 10%, em valores semelhantes
ao obtido pela testemunha (Figura 3). O tratamento de estresse osmoético obteve resultados
desejados, como a redugdo de cerca de 10 pontos percentuais no valor de umidade e sem
alteracdes de outros parametros, exceto pelo IVG. Ja a etapa de secagem ndo foi suficiente
nos tratamentos de estresse osmotico com secagem subseqiiente (Tabela 1), dificuldade ja
discutida anteriormente utilizando método de estufa.

Quando secas até¢ 7,5% de umidade, as sementes imaturas ainda germinaram apos
secagem, se mostrando altamente tolerantes a desseca¢do, como ja evidenciado
anteriormente, além disso, os indices de germinagdo e de plantulas normais encontrados
foram o mesmo para os tratamentos de secagens anteriores (Tabela 1), e semelhantes ao da
testemunha, indicando que a redu¢@o da umidade abaixo de 10% ndo influenciou a tolerancia
a dessecagdo dessas sementes (dados ndo apresentados).

As sementes imaturas recém coletadas, e as secas até¢ 20% e 10% foram estudadas
bioquimicamente, analisando as radiculas coletadas desses experimentos. Esta regido do eixo
embrionario € a principal area que precisa ser preservada no processo de secagem natural das
sementes e onde estariam importantes mudancas fisicas e fisiologicas necessarias para a
aquisi¢do do processo de tolerancia a dessecagdo (Faria et al., 2005).

As dosagens de amido mostram que a semente de sibipiruna ndo utiliza esse
polissacarideo como principal composto de reserva (Figura 4), diferente do encontrado nas
sementes de pau-brasil (Borges et al., 2005; Garcia et al., 2006), ¢ os valores minimos
encontrados desse agucar devem ter relagdo com o fato da semente néo ter completado todo o
seu processo de maturagdo, pois na semente madura é relatado até 7% de amido entre todas
as reservas da semente, como lipideos (50%) e proteinas (cerca de 7%) (Corte et al., 2006), e
em concordancia com o mesmo trabalho, a quantidade de agucares soluveis encontrada foi
baixa (Figura 4). Entretanto, ¢ um valor muito maior quando comparadas a uma semente
imatura de pau-brasil (47,7 mg.glu / g MS), que também foi capaz de tolerar secagem até
10% de agua (Anexo 1, Tabela 4).

A reducgdo na quantidade de agucares totais observada quando as sementes foram secas
até 13% de umidade ndo era esperada, j4& que a diminuicdo desses compostos levaria a
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concentragcdes osmoticas intercelulares menores com consequente redugdo do potencial
hidrico das células, facilitando a uma maior perda de 4gua para o meio externo, o que nao
ocorre nessas sementes (dados ndo apresentados). Além disso, esses acucares sdo citados
como osmoprotetores intracelulares - principalmente com papel da sacarose - quando os
tecidos vegetais sdo desidratados com aumento de suas concentra¢des nessas situagdes
(Obendorf, 1997; Hoekstra et al., 2001; Berjak et al., 2007). Entretanto os indices de
germinagdo e de plantulas normais obtidos foram semelhantes a testemunha (Figura 3), dessa
forma, essa reducdo nos agucares totais nas radiculas ndo teve efeito sobre a resisténcia a
dessecag¢do dessas sementes, podendo estar atuando na manuteng¢do de outros processos
fisiologicos no estado seco. Na semente imatura seca de pau-brasil a redu¢do ocorreu nos
niveis de amido (Anexo 1, Figura 8), porém, ndo houve variagdes nos niveis de carboidratos
soltveis, e mesmo tendo suportado a secagem até 10% de agua, ndo favoreceu a viabilidade
das sementes (Anexo 1, Tabela 4). Tal resultado leva a suposi¢des se essas sementes possuem
estratégias diferentes para a manuteng¢do dos processos fisiologicos no estado seco e se tal
comportamento estaria relacionado com as reservas que acumulam.

Observando os resultados na andlise dos agucares soluveis totais por cromatografia
liquida de alta resolucdo (Tabela 2), € encontrada na semente imatura de sibipiruna perfil
semelhante ao da semente de pau-brasil (Borges et al., 2005; Garcia et al., 2006; Leduc,
2007), sendo os agucares majoritarios os ciclitdis e a sacarose, € com menores proporgdes de
glucose, frutose, rafinose e estaquiose. Esses dois ultimos sdo pertencentes a familia de
oligossacarideos da série da rafinose (ROS) e juntos com a sacarose (Buitink et al., 2003;
Berjak et al., 2007) sdo comumente relacionados com a tolerancia a dessecagdo em sementes,
desempenhando papel na manutengdo de membranas no estado seco de mesma forma que a
sacarose (Koster, 1991; Obendorf, 1997; Peterbauer & Richter, 2001). Assim como na
semente de pau-brasil, esses a¢licares ndo devem ter atuado nesse processo nas sementes de
sibipiruna, sendo substituidos pelos ciclitdis, considerados responsdveis por esse papel
quando os ROS nao estdo evidenciados (Obendorf, 1997; Borges et al., 2006).

Mudangas nas propor¢des desses agucares sdo observadas quando a semente ¢ seca
(Tabela 2), havendo pequeno acréscimo nas propor¢des de sacarose quanto maior a
desidratacdo da semente, comportamento esperado na desidratagdo de tecidos vegetais como
discutido anteriormente, porém, neste caso, as variagdes foram sutis € ndo tiveram efeito
aparente sobre a sobrevivéncia da semente. A secagem também mostra tendéncia de
decréscimo nas propor¢gdes de ciclitdois e com conseguinte aumento nas propor¢des de
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estaquiose. Essa relacdo entre as mudancas dos niveis desses aguicares pode estar ligada ao
fato de que alguns ciclitoéis sdo precursores naturais desse oligossacarideo (Peterbauer &
Richter, 2001). Baixas propor¢des de rafinose e estaquiose também sdo observadas nas
sementes de pau-brasil, com variagdes semelhantes (mas de maiores amplitudes) nas
proporg¢des de ciclitdis e sacarose (Anexo 1, Tabela 5).

A andlise de ciclitois por GC-MS permitiu identificar alguns agucares deste grupo que
estavam presentes nas radiculas das sementes, como o pinitol, chiro-inositol e myo-inositol, e
com provaveis chances de também terem sido encontrados galactopinitol A e B e galactinol
(Figura 5). Esses acucares estdo presentes na maturacdo de algumas sementes e estariam
contribuindo na tolerancia a dessecacdo de maneira semelhante aos oligossacarideos da série
da rafinose (Obendorf, 1997; Borges et al., 2006). A dificuldade de deteccdo de pinitol e
galactopinitol B provavelmente se deve as pequenas quantidades desses agucares nas
amostras. Além disso, a tendéncia de redu¢ao dos niveis de quase todos os ciclitdis analisados
nas sementes que foram secas pode estar ligada a redugdo nas propor¢des de ciclitois
observadas nas analises de HPLC (Tabela 2), mas também sem efeito aparente sobre a
viabilidade dessas sementes, que ja se apresentavam tolerantes apds a secagem (Figura 3).

Acumulo de ciclitéis, como o galactinol, ¢ observado durante o desenvolvimento de
sementes e apos estresse hidrico (Horbowicz & Obendorf, 1994; Pinheiro et al., 2005), com o
galactinol tendo funcdo de ser substrato para a formag¢do de rafinose (Saravitz et al., 1987;
Liu et al., 1995) e, recentemente, também atuaria na prote¢do contra estresse oxidativo em
plantas (Nishizawa et al., 2008). Entretanto, a maior propor¢do de galactinol observada
quando a semente foi seca até 20%, ndo alterou os niveis de rafinose (Figura 5 e Tabela 2),
tampouco os indices de germinacdo. Situacdo semelhante foi observada em embrides de
milho que apds estresse hidrico, aumentaram as concentracdes de galactinol e de transcritos
de rafinose sintase, mas o acumulo de rafinose ocorreu apenas quando havia baixas
concentracdes de myo-inositol (Zhao et al., 2004), responsavel pela sintese de galactinol e
aparente regulador dessa via biossintética (Hitz et al., 2002). Dessa maneira, a diminui¢do
dos niveis de myo-inositol durante a secagem pode ndo ter sido suficiente para estimular a
producdo de rafinose nas sementes de sibipiruna. Aumento de galactinol também foi visto nas
sementes imaturas tolerantes de pau-brasil, porém nessas sementes, esse aumento ocorreu
independente do tratamento que estas sementes sofreram, aparentemente sem relacdo com a

viabilidade dessas sementes (Capitulo 2).
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Os resultados envolvendo as sementes maduras de C. peltophoroides mostram que o
processo de embebicdo da semente € relativamente rapido triplicando a umidade da semente
em apenas 4 horas de embebigdo, porém, ndo ¢ tdo expressiva quanto a semente de C.
echinata (Lamarca et al., 2009). Entretanto, nota-se na Figura 6 que o tempo de analise foi
insuficiente para determinar todas as fases do processo de embebi¢do da semente,
necessitando de nova implementag@o para determinar a fase 3, relacionada com a perda de
tolerancia a dessecagdo pela semente madura.

A perda de tolerdncia a dessecacdo pela semente germinante ocorreu de forma
relativamente rapida com a semente com apenas 3 mm de comprimento ndo resistindo a
secagem até¢ umidade em torno de 10% (Figura 7), diferente do observado nas sementes de
pau-brasil, mesmo essas ndo terem sido armazenadas por longos periodos (ver Capitulo 1),
embora seja variavel o estdgio exato da perda do processo de tolerancia a dessecacdo nas
sementes ortodoxas. Por exemplo, j4 se mostram sensiveis a dessecacdo com 2 mm de raiz
primaria, tomates (Lin et al., 1998) e M. truncatula (Buitink et al., 2003), e apenas com 1 mm

em quiabo (Lin et al., 1998).

O comportamento de tolerdncia a dessecagdo apresentado pelas sementes imaturas e
maduras de C. peltophoroides apresentadas neste trabalho se mostra muito interessante
quando comparado com as sementes de C. echinata, que apesar da proximidade taxononica,
apresentam diferencas fisiologicas marcantes (Tabela 3). Por exemplo, o tempo de maturagio
das sementes de pau-brasil é de 60-65 dias apds a antese (Borges et al., 2005), enquanto que
as sementes de sibipiruna levam cerca de 12 meses para dispersar as sementes maduras,
questionando se os provaveis efeitos do ambiente variando ano a ano sobre a aquisi¢do de
tolerdncia a dessecag¢do, como parece ocorrer com as sementes de pau-brasil (Capitulo 2),
ocorre com a mesma intensidade em sementes que estdo sob as variagdes ambientais de todas

as estacdes do ano.
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TABELA 3. Comparacées do tempo de maturacio, e da manutenciio de viabilidade apés
armazenamento de sementes maduras de C. echinata e C. peltophoroides. Autores: 1-
Figliolia et al., 2001, 2- Barbedo et al., 2002, 3- Borges et al., 2005, 4- Hellman et al., 2006,
5- observacio pessoal.

C. echinata C. peltophoroides
Tempo de maturacio 2 meses” +12 meses’
Armazenamento a 20-25°C 1 mes” 8 meses'
Armazenamento a 5-8°C 18 meses” 12 meses'

Além disso, ha enorme diferenca da viabilidade dessas sementes dependendo da
temperatura de armazenamento (Tabela 3). Sementes de sibipiruna se mantém viaveis por até
8 meses de armazenamento a temperatura ambiente (Figliolia et al., 2001), enquanto que as
de pau-brasil morrem em 30 dias (Barbedo et al., 2002). Essas diferencas poderiam estar
relacionadas a resisténcia do tegumento das sementes a dessecacdo, através de camadas de
osteosclereides, bem como macroesclereides e fibras, relatadas por Teixeira et al. (2004)
como provavel fator responsavel pela comportamento diferenciado da viabilidade a
temperatura ambiente de Caesalpinia ferrea (pau-ferro) e C. echinata, que ndo apresenta
ostoesclereides no tegumento, mas estdmatos, enquanto o tegumento de C. ferrea ¢
impermedvel a agua. Por outro lado, quando armazenadas em baixas temperaturas o
comportamento no armazenamento se inverte (Tabela 3), com maior tempo de viabilidade
para sementes de pau-brasil, apesar de ndo existir registros de maiores periodos de
armazenamento para sibipiruna.

Esse comportamento diferenciado no armazenamento pode estar relacionado com as
reservas energéticas de cada semente (Mello, 2008), e também ser um dos fatores que
mostram as diferengas no processo de tolerancia a dessecagdo dessas sementes, como a
manuten¢do da tolerancia a dessecacdo nas sementes germinantes. Enquanto sementes
germinantes de 3 mm de raiz primaria de sibipiruna ja estavam totalmente sensiveis a
dessecagdo, sementes germinantes de pau-brasil com 9 mm foram capazes de resistir a

secagem até 10% (Capitulo 1).
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CONCLUSAO

Sementes imaturas de C. peltophoroides adquirem a capacidade de germinar ainda
umidas, mesmo antes de passar pela etapa de dessecagdo na maturacdo da semente. Além
disso, apods cerca de 7 meses de desenvolvimento essas sementes ja se mostram tolerantes a
dessecacdo até niveis de umidade abaixo de 10%, com baixas propor¢des de rafinose e
estaquiose, mas com elevadas propor¢des de sacarose e de ciclitois. J& a perda de tolerancia a
dessecacdo ocorre logo no inicio do processo de germinagdo, concomitante a protrusdo da
raiz primaria.

O uso de solugdo salina de K,COj; para a secagem de sementes de C. peltophoroides ¢
de facil utiliza¢do e se mostra mais eficiente e proporcionando menor variabilidade do que a

secagem em estufa com circulagdo de ar a 40°C.
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ANEXO 1

TABELA 4. Caracteristicas fisicas e fisiologicas de sementes imaturas (43 DAA) de C. echinata,
coletadas em 2007, em Mogi-Guacu/SP. G, germinacio; PN, plintulas normais; MS, matéria seca.

Umidade Potencial o o 1
Tratamento (% bu)  Hidrico (-MPa) G (%) PN (%) IVG MS (g.s™)
Testemunha 67,7 a -1,3 97 a 53 ab 29 a 0,170
Estresse 579 b -2,8 87 a 75 a 3,5 a 0,135
Secagem 11,8 ¢ -95,2 53 b 42 b 1,6 b 0,168
Estresse + Secagem 74 d - 7T ¢ 3 ¢ 0,2 ¢ 0,172
C.V (%) 2,81 - 11,44 33,83 19,60 -
140 -
B AMIDO
A2 7 CHO
100 -
g 80 -
40 - I I
gl T
0 - : _ . -
TO Estresse Secagem Estresse + Secagem

FIGURA 8. Quantificacio de amido e de carboidratos soliiveis totais de radiculas de sementes
imaturas (43 DAA) de C. echinata coletadas em 2007. Testemunha (T0); estresse osmético
(Estresse); secagem (Sec); secagem apos estresse osmotico (Estresse + Sec).

TABELA 5. Variacoes na composicio de carboidratos soliveis em radiculas de sementes (43
DAA) de C. echinata, apés estresse osmotico e/ou apos secagem em atmosfera controlada (cerca
de 10% em base imida), por 3 dias, lote 2007.

Ciclitois Glucose Frutose Sacarose Rafinose Estaquiose

Tratamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Testemunha 69,6 4,5 1,7 21,5 1,1 1,5
Estresse osmotico 68,2 4,1 1,6 23,7 0,9 1,5
Secagem 53,7 5,3 2,6 35,0 1,5 1,9
Estresse e 55,1 6,2 3,0 30,6 23 2,9
Secagem
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6. CAPITULO 4

ANALISE COMPARATIVA DA TOLERANCIA A DESSECACAO EM
DUAS Caesalpinia
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RESUMO - O 4cido abscisico tem papel crucial na formag¢do da semente, inibindo a
germinagdo precoce, influenciando a deposi¢do de reservas de armazenamento e pode estar
envolvido na tolerancia a dessecagdo de sementes. As aquaporinas constituem canais que
facilitam o transporte de agua através das membranas, cuja participacdo no processo de
tolerancia a dessecacdo de sementes ainda ndo foi elucidada. Objetivou-se quantificar os
niveis de ABA enddgeno e a expressdo de aquaporinas nas radiculas de sementes apods
secagem e estresse osmotico, avaliando a aquisi¢do e perda de tolerancia a dessecacdo em
sementes de Caesalpinia echinata Lam e Caesalpinia peltophoroides Benth. A dosagem de
ABA endoégeno ndo foi eficiente, ndo encontrando em todas as amostras picos de ABA
marcado ou enddgeno na andlise por cromatografia gasosa. A extracdo de RNA se mostrou
bastante eficiente, fornecendo altas concentragdes de RNA total com qualidade aceitavel. Sao
necessarias adaptagdes da metodologia de dosagem de ABA, utilizando menor quantidade de
material vegetal. H4 a necessidade de verificar possiveis contaminantes nas extragdes de

RNA, mas o método se mostra muito eficiente utilizando pouco material para extragao.

Termos para indexacdo: tolerdncia a dessecacdo, acido abscisico, aquaporinas, RNA,
semente.
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COMPARATIVE ANALYSES OF DESICCATION TOLERANCE IN TWO
Caesalpinia SEEDS

ABSTRACT - Abscisic acid plays a crucial role in the seed development, inhibiting
precocious germination, influencing the deposition of storage reserves and may be involved
in seed desiccation tolerance. Aquaporins are channels that facilitate water transport across
membranes, whose participation in the seeds desiccation tolerance has not been elucidated.
The objective of this work was to quantify the levels of endogenous ABA and expression of
aquaporins in seeds radicles after drying and osmotic stress, during the acquisition and loss of
desiccation tolerance in Caesalpinia echinata Lam and Caesalpinia peltophoroides seeds.
Measurement of endogenous ABA was not efficient, not finding in all samples peaks of
endogenous or marked ABA in the analysis by gas chromatography. RNA extraction proved
quite efficient, providing high concentrations of total RNA with acceptable quality.
Adjustments in measurement method of ABA are necessary, using a smaller amount of plant
material. Its necessary to verify possible contaminants in the RNA extraction, but the method

proves very efficient using small amount for extraction.

Index terms: desiccation tolerance, abscisic acid, aquaporin, RNA, seed.
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INTRODUCAO

Processos € mecanismos de protecdo relacionados com a tolerancia a dessecacdo em
sementes vém sendo identificados sobre diversos aspectos, embora o modo como operam e
sua interacdo ainda ndo estejam muito bem compreendidos (Berjak et al., 2007).

Entre outros compostos, o acido abscisico (ABA) pode estar envolvido na aquisi¢do da
tolerancia a dessecacdo (Chandler & Robertson, 1994; Bradford & Chandler, 1992; Han et
al., 1997; Vicré et al., 2004; Le & McQueen-Mason, 2006). Durante a formacdo da semente o
ABA tem papel crucial sobre eventos tais como a deposicdo das reservas de armazenamento,
inibicdo da germinagdo precoce, a indugdo de dorméncia primaria em algumas sementes e a
aquisicdo de tolerancia a dessecacdo (Bewley & Black, 1994; Kermode, 2005).

As concentragdes de ABA sdo baixas durante os estdgios iniciais do desenvolvimento
das sementes, aumentando de maneira acentuada e geralmente concomitante a0 maximo peso
fresco, tendo seus niveis reduzidos a medida que se inicia a etapa de secagem da maturacdo
(Kermode, 2005). Essa reduc¢do também poderia sinalizar a diminui¢do da sensibilidade da
semente ao seu efeito (Ackerson, 1984 a,b). Os picos de ABA durante a matura¢do poderiam
estar relacionados com a aquisi¢do da tolerdncia, preparando a semente para a etapa de
secagem (Tetteroo et al., 1994), ou seriam apenas uma constante do desenvolvimento sem
relacdo direta com a aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo (Kalemba et al., 2009).

Apesar da relacio do ABA com a tolerdncia a dessecacdo ndo ter sido, ainda,
confirmada (Xu et al., 1990; Tarquis & Bradford, 1992; Bochicchio et al., 1994), evidéncias
de sua a¢do impedindo a germinagdo ou influenciando o conteudo de carboidratos soluveis e
a regulagdo de transcri¢do do gene lea (Bray, 1993; Tetteroo et al., 1994) ainda o colocam
como fator ligado a aquisicdo da tolerancia a dessecagao.

Algumas classes de proteinas especificas estdo fortemente relacionadas com o processo
de tolerancia a dessecagdo em sementes, como por exemplo, as Late Embryogenesis
Abundant Proteins (LEAs), entre outras (Barbedo & Marcos-Filho, 1998). As aquaporinas
constituem outro grupo de proteinas, cuja participagdo no processo de tolerancia a dessecagio
de sementes ainda ndo foi elucidada. Estas proteinas constituem canais que facilitam o
transporte de dgua através das membranas. S@o proteinas bastante conservadas entre as
espécies, sendo descritas em diversos grupos de procariotos e eucariotos (Park & Saier, 1996;
Kozono et al., 2003).

As aquaporinas sdo classificadas segundo sua seqiiéncia e localizacdo (Kaldenhoff &
Fischer, 2006). Nas plantas superiores encontramos as proteinas intrinsecas de tonoplasto
(TIPs), proteinas do tipo nodulina 26 (NIPs), proteinas intrinsecas basicas (SIPs) (Johanson &
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Gustavsson, 2002) e as proteinas intrinsecas de membrana pldsmatica (PIPs) (Kaldenhoff &
Fischer, 2006). As TIPs contribuem nos fluxos de dgua e de pequenos solutos que atravessam
a membrana dos vacuolos, tendo papel na regulacdo de turgor celular, além de atuar no
equilibrio das concentragdes de uréia entre compartimentos celulares diferentes. As PIPs
representam a subfamilia com o maior nimero de membros (13 em Arabidopsis ¢ milho) e a
maioria esta localizada na membrana plasmaética (Kaldenhoff & Fischer, 2006). A expressio
de aquaporinas ¢ regulada principalmente durante a expansao celular, em situacdo de estresse
hidrico e salino e pelo aumento nos niveis de ABA (Luu & Maurel, 2005).

Poucos trabalhos sobre as aquaporinas durante o desenvolvimento de sementes sdo
encontrados na literatura, tendo as pesquisas como principal alvo os processos de embebicio
e germinacdo (Willigen et al., 2006). Considerando-se que a tolerancia a dessecacdo,
naturalmente ou artificialmente adquirida, envolve fluxos de dgua pela semente (Faria et al.,
2005; Leduc, 2007), o estudo de expressdo de aquaporinas é necessario para complementar as
evidéncias do modo de operacdo desse mecanismo.

Trabalhos recentes com sementes ortodoxas tém demonstrado que as mesmas podem
readquirir a tolerancia a dessecagdo, perdida durante a germinacdo, quando submetidas a
estresses hidricos em solug¢des osmoticas (Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005; Massetto et
al., 2008). Mais recentemente, a tolerancia a desseca¢do também vem sendo estudada durante
a maturagdo das sementes, procurando induzir o embrido imaturo a tolerar a secagem (Leduc,
2007); essa indugdo foi obtida, por exemplo, incubando-se as sementes imaturas de C.
echinata em solucdes de polietilenoglicol (PEG) em potencial hidrico ligeiramente inferior ao
do embrido.

Estresses hidricos, portanto, podem ser importantes ferramentas para estimular
processos que levem a tolerancia a dessecacdo, dentre os quais pode estar a ativagdo de
genes. A ativacdo de diversos genes por estresse hidrico é reportada na literatura (Le &
McQueen-Mason, 2006), mas pouco se sabe sobre a ativagdo de genes ligados a tolerancia a
desseca¢do. Em sementes intolerantes a dessecagdo esse conhecimento assume importancia
ainda maior, visto que ndo se sabe a fonte dessa intolerancia: a auséncia dos genes ou sua
ndo-atividade.

Caesalpinia echinata Lam (pau-brasil), é pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae. Essas sementes toleram secagem até atingirem niveis abaixo de
8% de agua (Barbedo et al., 2002) e vém se mostrando de grande interesse para estudos de
tolerancia a dessecagdo, acumulando amido como principal polissacarideo de reserva,
seguido de alguns ciclitdis como o pinitol e ciceritol (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006),

com apenas tracos de rafinose e estaquiose (Borges et al., 2006; Garcia et al., 2006). Perdem
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a viabilidade rapidamente, mesmo quando secas, se armazenadas em temperaturas acima de
20°C (Barbedo et al., 2002), mas mantém a viabilidade por mais de 2 anos se armazenadas
em temperaturas negativas (Hellmann et al., 2006).

Caesalpinia peltophoroides Benth (sibipiruna), é também pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae. Das poucas informag¢des encontradas sobre essas
sementes, a semente madura de sibipiruna apresenta cerca de 50% de lipidios, 32% de
carboidratos soluveis, 7,7% de amido e 6,8% de proteinas soltveis (Corte et al., 2000),
podem ser armazenadas por até 360 dias em camara fria, porém em ambiente natural, perdem
sua capacidade germinativa em 240 dias de armazenamento (Figliolia et al., 2001). Sao
visualmente parecidas com as sementes de pau-brasil, com o mesmo tom amarronzado nas
sementes maduras, porém maiores em comprimento e largura. As sementes imaturas
apresentam tegumento fino e transparente, com cotilédones verdes e eixo embriondrio bem
definido.

Devido ao comportamento diferenciado observado no processo de tolerancia a
dessecacdo em sementes de sibipiruna e pau-brasil, este trabalho objetivou quantificar os
niveis de ABA endogeno e a andlise de expressdo de aquaporinas nas radiculas dessas
sementes, procurando fornecer maior compreensao dos mecanismos que estdo envolvidos na
aquisicdo e perda da tolerancia a dessecacdo, e sua provavel relacdo com o estresse hidrico

nessas sementes.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram coletados frutos verdes, maduros ¢ sementes recém dispersas com marcagao
prévia de flores (C. echinata) ou ndo (C. peltophoroides) nos seguintes locais:

- Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Moji-Guagu, no municipio de Mogi-
Guagcu, Sdo Paulo. De 15 matrizes de C. echinata, nos anos de 2007 e 2008, aos 43, 50-55 ¢
59-60 dias apds a antese (DAA).

- Campus Universitario de Rubido Junior (UNESP), no municipio de Botucatu, Sao
Paulo. De 15 matrizes de C. peltophoroides, em abril e outubro de 2009.

As sementes obtidas do beneficiamento dos frutos foram separadas em lotes
homogéneos, sendo analisadas caracteristicas como coloragdo da casca, rigidez e cor de
aculeos, coloracdo do tegumento das sementes e caracteristicas fisioldgicas como teor de

agua, matéria seca, potencial hidrico e germinacao.
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Os experimentos com as sementes imaturas (intolerantes a dessecagdo) foram
prontamente instalados apds o beneficiamento, sendo o material armazenado a 8°C por no
maximo 15 dias. As sementes maduras (tolerantes a dessecacdo) de C echinata foram
armazenadas em envelopes de papel Kraft a -18°C, as sementes maduras de C.
peltophoroides foram armazenadas em envelopes de papel Kraft a 8°C.

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas a partir de radiculas das sementes coletadas
dos experimentos de inducdo de tolerdncia a dessecacdo nas sementes imaturas de C.
echinata (Capitulo 2) e C. peltophoroides (Capitulo 3) e do restabelecimento de tolerancia a
dessecacdo em sementes maduras de C. echinata (Capitulo 2). As radiculas foram coletadas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, em trés repeti¢des com cerca de 100 a 150
radiculas para C. echinata, e em duas repeticdes com cerca de 250 a 300 radiculas para C.
peltophoroides, com posterior pulverizacdo do material vegetal em nitrogénio liquido com
auxilio de almofariz e pistilo. Devido a pouca quantidade de material vegetal nas sementes
imaturas de C. echinata, as repeti¢des foram reunidas em apenas uma para analise.

Extracio e dosagem de acido abscisico (ABA)

A metodologia para andlise de ABA esta sendo implementada no laboratério com
colaboracdo do Dr. Eduardo Purgatto da Universidade de Sao Paulo (USP/SP) utilizando
protocolo adaptado de Chen et al (1988). Foram utilizadas 70-100 mg de massa seca de
amostras liofilizadas por 2 dias. Na etapa de extragdo foi adicionado em cada amostra padrdo
interno de ABA marcado [0,01 pg/uL] e solugdo extratora (metanol 80% + BHT 40 mg/L), e
agitados em vortex por cerca de 1 minuto. Apds esse procedimento, as amostras ficaram sob
agitacdo constante, a 4°C, durante a noite, e protegido da luz. Apos esse periodo, as amostras
foram purificadas ao serem transferidas para seringas com 14 de vidro contendo a resina C-18,
sendo recolhidas e armazenadas a -20°C.

Para a etapa de dosagem, as amostras foram evaporadas até secagem completa em
speed vac e derivatizadas com 1 mL de diazometano em éter, por 30 minutos a temperatura
ambiente. O extrato resultante foi seco em fluxo de N, e ressuspendido em 20 e 100 pL de
acetato de etila, e analisados em GC-MS-SIM com o seguinte método: Coluna HP1701,
150°C por 3 min, seguido de 150°C a 200°C a 4°C por min, por ultimo 200°C a 300°C a 10°C

por min. Injetor a 280°C, com marcacao dos ions 130, 136, 189 e 195; gés carreador: Hélio.
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Extracao de RNA

O material vegetal teve o RNA total extraido com reagente Trizol (Invitrogen), a partir
de amostras de 200 e 100 mg de massa fresca, de acordo com instrugdes do fabricante. Apds
a extragdo, as amostras foram dosadas e preparadas para corrida de gel em eletroforese para

certificagdo da qualidade do RNA extraido.

RESULTADOS

Para as dosagens de ABA endogeno, foram utilizados 70 a 100 mg de material seco
coletado, ao invés de 1 g preconizado pelo protocolo, devido a pouca quantidade de material
vegetal obtido (Tabela 1).

Nas sementes maduras, s foi possivel detectar picos de ABA nas amostras da
testemunha e no tratamento de estresse nas sementes com 5 mm de raiz primaria, apos utilizar
de entre 70 e 100 mg, e dilui¢do de apenas 20 pL da amostra. Nas outras amostras desses
experimentos, ndo foi possivel detectar nem mesmo o pico do padrdo de ABA (Tabela 1).

Nao foi possivel detectar qualquer pico na andlise de ABA (enddgeno e marcado) nas
sementes imaturas de C. echinata, utilizando 100 mg de material vegetal liofilizado ¢ 100 pL
na dilui¢do da amostra. Nas sementes imaturas de C. peltophoroides, s6 foi possivel detectar
pico na andlise de ABA enddgeno no tratamento de Secagem até 20%, utilizando 20 pL na
diluicdo da amostra.

A extracdo de RNA utilizando o método do Trizol s6 ndo foi realizada com amostras de
sementes imaturas de C. echinata, pois n3o houve material suficiente para andlise. Foram
obtidos valores altos nas concentracdes de RNA total, pela quantidade de massa fresca
utilizada (Tabela 2), as razdes obtidas mostram que a qualidade da extragdo esta aceitavel,
entretanto, quando se observa o gel de eletroforese, ha a formag@o de um rastro acima das

bandas.
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TABELA 1. Quantificagdo de ABA endogeno em radiculas de sementes de C. echinata e
C.peltophoroides, coletadas dos experimentos de inducdo e restabelecimento de tolerdncia a
dessecacgdo (Capitulos 2 e 3).

Massa Diluicao

Espécie Lote Tratamento Seca (g) (uL) ug ABA / g MS

Testemunha 0,105 100 -
435 Estresse 0,100 100 :
12)6%? Secagem 0,102 100 -
Estresse + Secagem 0,100 100 -
Testemunha 0,101 100 -
435 Estresse 0,105 100 -
]2)6%12 Secagem 0,094 100 -
< Estresse + Secagem 0,103 100 -
E s0.55 Testemunha 0,100 100 -
§ DAA Estresse 0,104 100 -
S 2008 Secagem 0,108 100 -
Estresse + Secagem 0,101 100 -

Testemunha 0,103 20 0,001
3 mm 0,095 20 -
59 5 mm 0,079 20 =
DAA 3 mm Secagem 0,107 20 -
2007 5 mm Secagem 0,100 20 -
5 mm Est + Secagem 0,106 20 -

5 mm Estresse 0,077 20 0,0006
$ Testemunha 0,107 20 -
§ Imatura Sec 20% 0,106 20 0,001
3
S Sec 10% 0,109 20 :
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TABELA 2. Quantidade de RNA em radiculas de sementes de C. echinata e C. peltophoroides,
coletadas dos experimentos de induciio e restabelecimento de tolerincia a dessecacéo.

Lote Tratamento Mas(s:;lgesca @ 6(5;§30nm) [RNA] ug/mL
Testemunha 100 2,18 3758
3mm 200 2,00 3235
me e

mm Secagem ,

39 DAA 207 e I Setagem 100 2,04 1603
Smm Est + Secagem 100 2,16 2633
Smm Estresse 200 2,01 3730
Sibip Testemunha 200 2,13 3964
Imatura Sec 20% 100 2,15 4210
Sec 10% 100 2,20 2435

Smm Est + Sec 10240
Testemunha 3 mm £ mm

3 mm Sec 102 S mm Sec 10%0 5 mm Esiresse

Testemunha Sec 20%% Sec 10%

FIGURA 1. Eletroforese em gel de RNAs total extraidos de radiculas das sementes de C. echinata e
C. peltophoroides coletadas dos experimentos de indugdo e restabelecimento de tolerdncia a
dessecacdo. A, amostras de C. echinata. B, amostras de C. echinata (5 mm Est + Sec 10%) e de C.
peltophoroides, (Testemunha, Sec 20% e Sec 10%).

DISCUSSAO

As dosagens de ABA endogeno foram imprecisas (Tabela 1), ndo sendo possivel
detectar ABA enddgeno quanto o padrdo de ABA marcado em todos os tratamentos. A ndo
deteccdo de ABA enddgeno pode estar ligada a quantidade insuficiente da amostra de partida
(70-100 mg de massa seca, ao invés de 1g como preconiza o protocolo), e as provaveis perdas

por degradagdo durante o preparo da amostra. Entretanto foram coletadas ao menos 100
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radiculas por repeticdo, fornecendo cerca de 500 mg de material seco, dificultando a obtencdo
de maior quantidade de material vegetal para a realizagdo de andlises e experimentos futuros.

Além disso, as sementes podiam conter desde o inicio niveis ja muito baixos de ABA,
dificultando assim sua detec¢do. Apesar de ndo ser observada a germinagdo dessas sementes
dentro do fruto, evidenciando algum controle da germinagéo, talvez pelos niveis de ABA na
semente. Foi realizada também uma menor dilui¢do (20 pL) da amostra apos a metilagdo com
diazometano, procurando concentrar os niveis de ABA, nestes casos foi possivel detectar em
poucos tratamentos, porém, ainda com valores minimos (Tabela 1).

Entretanto, mesmo em algumas dessas amostras o padrdo interno de ABA marcado nao
pode ser detectado, evidenciando que também houve perdas durante o preparo da amostra, ou
ainda, a etapa de derivatizacdo com diazometano ndo foi eficiente. A etapa de derivatizagdo ¢
uma das mais criticas de todo o protocolo, e necessaria para preparar a amostra para ser
injetada na coluna de cromatografia gasosa (CG), perdas nesse processo sdo esperadas em
qualquer tipo de andlise em CG. Porém, neste caso é improvavel alguma falha séria nessa
etapa, por terem sido preparadas amostras apenas com padrdo interno toda vez que uma
solu¢do de diazometano era pronta, e sempre foi possivel detectar o padrao.

Existem na literatura outros protocolos para a dosagem de ABA, utilizando
cromatografia liquida - HPLC (Sweetser & Vatvars, 1976; Ciha et al., 1977; Dobrev et al.,
2005), ou métodos imunoenzimaticos - ELISA (Maldiney et al., 1986; Walker-Simmons et
al., 2000). Em termos de sensibilidade e exatiddo a técnica por GC-MS com padrio interno
marcado isotopicamente ¢ mais eficiente comparado com os métodos tradicionais de HPLC,
através de detec¢do por UV (Dr. E. Purgatto, USP, em comunicagdo pessoal). H4 novos
protocolos que utilizam HPLC-MS (cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de
massas) e, nesse caso, trata-se de uma técnica superior ao GC-MS, por serem mais simples e
com maior sensibilidade, exatiddo e precisdo, porém, com custos elevados para aquisi¢do e
manutengdo do aparelho (Dr. E. Purgatto, USP, em comunicagio pessoal).

Os métodos de dosagem de ABA por ELISA apresentam vantagem quando se objetiva
realizar triagem de amostras, porém, ¢ bastante criticado quando hé necessidade de uma
quantificagdo confidvel de ABA, por causa da especificidade do anticorpo, e ja ndo é muito
utilizado (Dr. E. Purgatto, USP, Dr. M.A. Tiné, IBt, em comunicagio pessoal).

Ja o uso de Trizol para a extracdo de RNA nas radiculas das sementes de C. echinata e
C. peltophoroides se mostra muito eficiente (Tabela 2), obtendo altas concentragdes de RNA

com pouco material utilizado. As razdes obtidas foram aceitaveis (o ideal é que ficassem
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entre 1,8 e 2) indicando que algumas amostras podem estar contaminadas com fenol ou
cloroféormio. A corrida do gel em eletroforese evidencia um rastro sobre as amostras que pode
ser alguma contaminacdo do material, mas sem relagdo com os reagentes da extracdo (Figura
1). Algumas amostras parecem degradadas, porém esse rastro pode estar mascarando algumas
bandas, levando a uma imprecisdo da analise. Novas andlises sdo requeridas para avaliar a

qualidade do material extraido.

CONCLUSAO

A metodologia de andlise de ABA enddgeno em radiculas de sementes necessita de
adaptagdes, principalmente na quantidade de material de partida, com maior cuidado na etapa
de derivatizacdo e procurando obter amostras bastante concentradas.

A extracdo de RNA se mostra bastante eficiente, possibilitando obter concentracdes
elevadas de RNA com pouco material vegetal extraido, sendo apenas necessario analisar

possiveis contaminantes que podem estar atrapalhando a analise.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados neste trabalho mostram que os mecanismos do processo de
tolerancia a dessecacdo nas sementes de C. echinata parecem divergir quando comparadas
sementes imaturas e maduras tolerantes a dessecacdo. Bioquimicamente, esse comportamento
¢ caracterizado pelo aumento das propor¢des de sacarose durante a secagem, utilizando para
isso as reservas de amido e de ciclitdis, com provavel preferéncia da utilizacdo da reserva
dependendo da maturidade da semente. Além disso, a via biossintética de ciclitdis e dos
oligossacarideos da série da rafinose parecem relacionadas com o processo de tolerancia a
dessecacdo nas sementes de pau-brasil, atuando na osmoprote¢do das membranas no estado
seco, ou ainda disponibilizando energia para a manutengdo de outros processos metabdlicos
durante a secagem das sementes.

A aquisicdo de tolerancia a dessecagdo nas sementes de pau-brasil parece ser
influenciada pelo ambiente em que as matrizes estdo submetidas, encontrando variagdes deste
processo em sementes de mesma idade, formadas pelas mesmas matrizes, expostas apenas as
variagdes ambientais de um ano a outro. Essa caracteristica ja foi evidenciada por Daws et al
(2004), em sementes de A. hippocastanum, porém as diferentes respostas de tolerancia a
dessecagdo estavam quando se alterou as latitudes onde as sementes foram formadas. Esse
resultado aumenta inclusive a abrangéncia do conceito de continnum (Walters 1998), com
sementes categorizadas ortodoxas ndo sendo igualmente tolerantes a dessecacdo, mas
também diferentes dentro da mesma espécie, na mesma matriz e dependente do ambiente.

A sensibilidade a dessecagdo das sementes maduras de pau-brasil apds a reidratagdo
parece ligada ao avanco do processo de germinacdo, em etapas onde mesmo o aumento de
sacarose ndo ¢ suficientemente capaz de proteger a semente, evidenciando que outros
mecanismos devem estar envolvidos. Além disso, a manuten¢do da tolerancia a dessecagao
pelas sementes maduras foi diminuindo concomitante ao maior tempo de armazenamento,
dessa forma, apresentando relagdo com o grau de deterioracdo que se encontra a semente.
Assim um lote de sementes de pau-brasil de maior qualidade fisioldgica seria capaz de resistir
a fortes desidratagdes mesmo apds estar com o processo de germinagdo avangado.

Dentro do conceito de continnum, € interessante notar que no mesmo género, o
comportamento de tolerancia a dessecagdo pode apresentar diferencas marcantes. Sementes
de C. peltophoroides toleram ser secas a niveis abaixo de 10% de agua, e suportam

armazenamento a temperatura ambiente por periodos bem maiores que C. echinata (Figliolia
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et al.,, 2001, Barbedo et al., 2002), porém ainda reduzidos quando comparados a outras
sementes de comportamento ortodoxo. A semente madura de sibipiruna perde a tolerancia a
dessecag¢do logo no inicio do processo de germinag¢do, concomitante a protrusdo da raiz
primaria, enquanto sementes maduras de pau-brasil com 9 mm de raiz primaria ainda
resistiam a secagem até 10% de agua. Entre diferencas claras encontradas no tempo de
maturacio e nas reservas predominantes em cada espécie, o perfil dos carboidratos soluveis €
semelhante, encontrando nas radiculas e raizes primarias dessas sementes baixas proporgdes
de rafinose e estaquiose com propor¢des majoritarias de sacarose e de ciclitdis.

O fato do tratamento de estresse osmotico ndo ter conseguido induzir ou restabelecer a
tolerdncia a dessecacdo nas sementes intolerantes indica a necessidade de estudos que
caracterizem as modificagdes que o estresse ¢ capaz de realizar nas sementes e se existe
periodo ideal e preciso para ser feito. Além disso, a andlise de outros compostos como o
acido abscisico e o estudo da expressdo de genes nas sementes necessitam de otimizagdo de
metodologia, principalmente na quantidade de material vegetal a ser utilizado.

Sdo necessarios estudos que complementam de maneira mais abrangente o
comportamento de tolerdncia a dessecagdo dessas espécies, procurando estabelecer relagio
com os tipos de reservas energéticas que sdo acumuladas, e como elas sdo utilizadas para a

manuten¢do deste processo.
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