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GIMENEZ, J.I. METABOLISMO DE SEMENTES DE Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer DURANTE TRATAMENTOS DE IMERSAO EM SOLUCOES AQUOSAS.
2016. 86p. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas/Botanica) — Instituto de Biociéncias,
UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO - O presente estudo objetivou avaliar como a imersdo de sementes até atingirem
determinados teores de agua durante a embebicdo altera 0 metabolismo e a germinabilidade.
Sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer inicialmente com 10% de agua foram
submetidas a embebicdo entre papel umedecido com &gua ou sob imersdo em Yw 0 MPa ou
em Yw -1,2 MPa até atingirem os teores de 15%, 20% e 35% de agua. Durante os tratamentos
foram monitorados o teor de agua, producdo de etanol e a atividade respiratoria das sementes.
A medida que as sementes atingiram os teores de agua foram retiradas dos tratamentos para as
andlises: teste de germinacdo, analise anatdmica e ultraestrutural do embrido, quantificacdo de
acucares soluveis totais e perfil (glicose, frutose e sacarose), amido, proteinas solUveis totais e
perfil (albuminas, globulinas, glutelinas e prolaminas), lipideos totais e hormonios vegetais
(ABA e IAA), atividade de enzimas antioxidantes (Superéxido Dismutase, Catalase e
Peroxidase) e peroxidacdo de lipideos. A medida que os teores de agua foram alcancados ao
longo do tempo de imersdo até completar a embebicdo (final da fase 1) ocorreu a reducéo na
disponibilidade de oxigénio (hipoxia) cujos niveis criticos provocaram danos metabdlicos
(alteracBes na atividade respiratoria, no perfil hormonal (ABA/IAA), na degradacdo de
reservas e no sistema antioxidante) e ultraestruturais, que resultaram em decréscimo da
germinabilidade demonstrando intolerancia a hipoxia pelas sementes de A. emarginata.
Conclui-se que o fator limitante durante a embebicdo de sementes em solucdes aquosas e que
pode auxiliar a definir o tempo de imersdo € a determinacdo do nivel critico de
disponibilidade de oxigénio, a fim de evitar danos irreversiveis que resultem em reducéo da
germinabilidade.

Palavras-chave: Acido Abscisico, Annonaceae, Degradacio de reservas, Embebicao,

Respiracdo, Sistema Antioxidante.



GIMENEZ, J.I. METABOLISM OF Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer SEEDS
DURING IMMERSION TREATMENTS IN AQUEOUS SOLUTIONS. 2016. 86p.
Thesis (Doctor degree in Biological Sciences/Botany) — Instituto de Biociéncias, UNESP —
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

ABSTRACT - The present study aimed to assess how seed immersion until they reach
different water contents during the imbibition phase changes its metabolism and germination.
Seeds of Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer initially with 10% of water content were
imbibed on moistened paper or immersed in Yw 0 MPa or in Yw -1.2 MPa until they reach
15%, 20% and 35% threshold of water content. Seed water content, ethanol production and
respiration were monitored during treatments. When achieved each water content threshold,
seeds were removed and the following analysis carried on: germination test, embryo anatomy
and ultrastructure, quantification of total soluble sugars and profile (albumin, globulin,
glutelin and prolamin), total lipids and plant hormones (ABA and IAA), antioxidant enzymes
activity (Superoxide dismutase, Catalase and Peroxidase) and lipid peroxidation. Oxygen
availability was reduced (hypoxia) as water content thresholds were achieved throughout
immersion time until complete imbibition (end of phase 1), these critical levels caused
metabolic (changes in respiratory activity, hormone profile (ABA/IAA), reserve degradation
and antioxidant system) and ultrastructural damages, which resulted in germination decrease
demonstrating that A. emarginata seeds are hypoxia intolerant. It can be concluded that the
limiting factor during imbibition in aqueous solutions is the assessment of critical level of
oxygen availability, which might help to define the limit for immersion time in order to avoid
irreversible damage that results in decreased germinability.

Key words: Abscisic acid, Annonaceae, Antioxidant system, Degradation of reserves,

Imbibition, Respiration.



1. INTRODUCAO

O crescente interesse pela producdo de mudas de espécies nativas para fins medicinais,
indUstria alimenticia e para programas de reflorestamento tem aumentado a demanda de
informac@es a respeito da fisiologia da germinacio e cultivo destas espécies (ATAIDE et al.,
2013). Deste modo, técnicas que envolvem a imersdo das sementes em solucBes aquosas
como o tratamento com reguladores vegetais (BRAGA et al.,, 2010; SOCOLOWSKI;
CICERO, 2011) e o condicionamento osmotico (SOUZA et al., 2011; SHARMA et al., 2014)
tém sido amplamente utilizadas para a promog&o e sincronizacdo da germinacao.

No entanto, em muitos trabalhos a determinagdo do tempo de imersdo das sementes
nas soluces é realizada de modo aleat6rio ou com base no tempo necessario para a mudanca
da fase | para a fase Il da curva de aquisi¢do de dgua. Deste modo, por ndo se considerar as
caracteristicas dos processos metabolicos que sdo ativados durante a embebicdo, diferentes
respostas germinativas sdo obtidas e podem estar relacionadas com os teores de &gua
atingidos pelas sementes. Enquanto a imerséo por curtos periodos pode ndo hidratar os tecidos
de modo suficiente para a reativacdo metabolica (BEWLEY et al., 2013), por outro lado, a
imersdo por longos periodos pode submeter as sementes a menor disponibilidade de oxigénio
(BAILEY-SERRES et al., 2012), ambas as situac¢des resultando em baixa germinabilidade. A
reducdo na disponibilidade de oxigénio no meio pode provocar alteragdes na atividade
respiratéria (BANTI et al., 2013), nos niveis de hormbdnios como o0 ABA (MILLAR et al.,
2006) e no estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007).

A especie utilizada neste estudo foi a Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer,
conhecida popularmente como araticum-de-terra-fria, a qual apresenta elevada importancia
para a recuperacdo de areas degradadas e como porta-enxerto para espécies comerciais do
género Annona, como a fruta-do-conde (Annona squamosa L.), a atemoia (Annona cherimola

Mill. x A. squamosa L.) e a graviola (Annona muricata L.) (TOKUNAGA, 2000 apud



SCALOPPI JR; MARTINS, 2014). No entanto, as sementes desta especie possuem
germinacdo lenta e desuniforme (COSTA et al., 2011) e quando imersas até o fim da fase de
embebicdo, apresentam reducdo da germinabilidade (GIMENEZ et al., 2014).

Deste modo, considerando a ampla utilizacdo de tratamentos pré-germinativos de
imersdo de sementes em solugdes aquosas e o fato do tempo de imersdo ser quase sempre
determinado sem considerar 0 metabolismo das sementes, este trabalho teve como objetivo
avaliar como a imersdo de sementes até atingirem determinados teores de agua, durante a
embebicdo, altera o metabolismo e a germinabilidade de sementes de Annona emarginata

(Schitdl.) H. Rainer.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae Juss. junto as familias Magnoliaceae Juss., Myristicaceae R.
Br., Degeneriaceae I.W. Bailey e A.C. Sm., Eupomatiaceae Orb. e Himantandraceae Diels
compde a ordem Magnoliales Juss. ex Bercht. e J. Presl, pertencente ao clado das
Magnoliideas, grupo basal das Angiospermas (APG Ill, 2009). Esta familia tem distribuicdo
predominantemente tropical, com aproximadamente 110 géneros e 2400 espécies (RAINER;
CHATROU, 2006 apud CHATROU et al., 2012).

No territério brasileiro estdo registrados 29 géneros e aproximadamente 392 espécies,
com ocorréncia em praticamente todas as formacdes naturais (MAAS et al., 2016a). No
Brasil, destacam-se as espécies do género Annona que sdo cultivadas comercialmente, tais
como a Annona squamosa L. (fruta-do-conde) e o hibrido Annona cherimola Mill. x A.
squamosa L. (atemoia) cujos frutos sdo comercializados para consumo in natura e a Annona
muricata L. (graviola) que € utilizada na producdo de polpa industrializada (SCALOPPI JR;
MARTINS, 2014). Dentre as espécies nativas destaca-se a Annona crassiflora Mart.
encontrada principalmente em areas de cerrado, cujos frutos sdo consumidos in natura devido
a polpa doce e saborosa, também utilizada no preparo de licores, doces, sorvetes, entre outros
(SILVA et al., 2001).

O interesse em Annonaceae vem se expandindo em funcdo da grande diversidade de
substancias sintetizadas em seu metabolismo secundario, tais como acetogeninas (RAGASA
et al., 2012), alcaldides (DE LA CRUZ-CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012) e 6leos
essenciais (CAMPOS et al., 2014). Desta forma, muitos sdo os estudos desenvolvidos
demonstrando a atividade bioldgica destas substancias, tais como o potencial alelopatico em

A. glabra (MATSUMOTO et al., 2010), atividade citotoxica e antimicrobiana em A.



vepretorum (ALMEIDA et al., 2014) e atividade antioxidante em A. crassiflora (LUZIA;
JORGE, 2013).

O crescente interesse em Annonaceae demanda a producdo de mudas de qualidade e,
neste contexto, 0s porta-enxertos para espécies comerciais assim como as mudas utilizadas em
programas de reflorestamento sdo comumente obtidos por meio de sementes. No entanto, a
familia Annonaceae apresenta espécies com sementes de baixo indice germinativo, muitas
vezes devido a presenca de dorméncia (VIEIRA; IRBER, 1996).

Os principais relatos de dorméncia na familia Annonaceae se referem a dorméncia
fisiolégica ou morfofisioldgica. Para a espécie Annona crassiflora Mart., Rizzini (1973) relata
gue a baixa porcentagem de germinacdo é consequéncia da presenca de embrido imaturo
(dorméncia morfoldgica), ao passo que Silva et al. (2007) afirmam que a dorméncia é do tipo
morfofisioldgica, ou seja, além da imaturidade do embrido a dorméncia é causada pelo
balanco hormonal entre promotores e inibidores da germinacdo. Nas espécies Annona
diversifolia Saff. e Annona purpurea Moc. e Sessé ex Dunal, Ferreira et al. (2014) afirmam
gue a dorméncia ocorre em funcdo do balango hormonal entre promotores e inibidores da

germinacdo, semelhante ao observado para a espécie A. crassiflora.

2.1.1. A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, sinonimia de Rollinia sp
(RAINER, 2007) e conhecida popularmente como araticum-de-terra-fria, é nativa do territorio
brasileiro sendo encontrada desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, com ocorréncia natural
em altitudes de 950 metros, em vegetacOes de cerrado (lato sensu), floresta ombrofila
(pluvial) e restinga (MAAS et al., 2016b). Apresenta folhas lanceoladas e lisas com bastante
brilho na parte superior, flores em forma de hélice, perfumadas, de coloracdo creme, e

florescimento entre 0os meses de setembro e dezembro. O periodo de frutificacdo ocorre entre



0s meses de dezembro e margo, sendo os frutos cordiformes e lisos com grande variacdo no
tamanho, apresentando em média 4 cm de didmetro, 3 cm de altura, 50 gramas e,
aproximadamente, 40 sementes (MAAS et al., 2001; LORENZI, 2009).

Esta espécie tem sido indicada como alternativa de porta-enxerto para as especies
comerciais do género Annona (TOKUNAGA, 2000; SCALOPPI JR; MARTINS, 2014). O
interesse como porta-enxerto reside na toleréncia as podriddes de raizes e colo (Phytophthora
nicotianeae var. parasitica e Pythium sp.), coleobrocas (Cratosomus bombina) e fungos
presentes no solo, comportando-se bem em solos secos ou encharcados (BONAVENTURE,
1999). Além disso, apresenta boa compatibilidade na enxertia com a copa atemoia (Annona
cherimola x A.squamosa) e cherimoia (Annona cherimola Mill), promovendo maiores indices
de sobrevivéncia, comprimento de ramos e numero de folhas (ALMEIDA et al., 2010).
Apesar das vantagens no emprego desta espécie como porta-enxerto, problemas com a
formacdo de mudas ocorrem em funcdo da baixa porcentagem e desuniformidade de

germinacdo (COSTA et al., 2011).

2.2. Germinacdo: aquisicédo de dgua e metabolismo

A germinacdo compreende 0s eventos que se iniciam com a reativacdo do
metabolismo de sementes quiescentes ortodoxas que havia sido reduzido nas fases finais do
desenvolvimento. Este processo de reativacdo do metabolismo € inicialmente determinado
pela aquisicdo de agua, o qual leva ao desenvolvimento e/ou alongamento do eixo
embrionario e, consequentemente, a protrusao da radicula (WEITBRECHT et al., 2011). Vale
ressaltar que, a atividade metabdlica da semente estd diretamente relacionada ao seu teor de
agua, visto que a captacdo de quantidade considerdvel de agua é imprescindivel para o
reinicio das atividades metabolicas da semente apds a maturacdo. Neste contexto, de modo

geral, 0 processo de aquisi¢do de agua segue um padrdo trifasico (BEWLEY et al., 2013).



A fase I, ou fase de embebicdo, é dirigida pelo gradiente de potencial hidrico (W)
entre a semente e 0 seu ambiente, considerando que a agua movimenta-se sempre do maior
para 0 menor potencial hidrico (WEITBRECHT et al., 2011). Dentre os componentes do
potencial hidrico que atuam nesta fase, 0 potencial matricial (¥,) € 0 de maior importancia,
por estar relacionado com a capacidade de adsorcdo da agua. Desta forma, esta fase pode
ocorrer em qualquer material, vivo ou morto, que contenha sitios de ligacdo ou de afinidade
pela agua (KRISHNAN et al., 2014).

Esta fase € a mais critica do processo germinativo, pois o elevado gradiente de
potencial hidrico entre a semente e 0 ambiente causa a rapida entrada de 4&gua na semente, nao
havendo tempo suficiente para que ocorra a transicdo da membrana do ‘estado de gel’ (menos
fluido) para o ‘estado cristalino liquido’ (mais fluido) (CASTRO; HILHORST., 2004;
CORBINEAU, 2012). O realinhamento incompleto e/ou incorreto da bicamada de
fosfolipideos, causa danos na membrana tais como obstru¢cdes (HOEKSTRA et al., 1999), que
permitem a lixiviacdo de contetdos celulares, afetando posteriormente a germinacdo. Estes
danos causados a membrana celular sdo denominados na literatura como “dano de
embebicao”.

Na fase | se inicia a degradacdo de substancias de reserva, sendo estas, quebradas em
substancias de menor tamanho, facilitando o transporte (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
A atividade respiratdria aumenta rapidamente com a embebicdo, a partir de teores de agua em
torno de 20% (PATANE et al., 2006). O actimulo de ATPs segue a atividade respiratoria
aerobica, sendo requerido para processos que exigem energia associados ao crescimento do
embrido. Além disso, a sintese de proteinas e acidos nucléicos é iniciada, utilizando RNAs
mensageiros recém-sintetizados (CASTRO; HILHORST., 2004).

A duracdo desta fase pode variar em funcdo das reservas da semente, da natureza e

composigdo do tegumento, bem como do ambiente no qual a semente esta situada (SORIANO



et al., 2011). As variacOes na duracdo da fase | sdo observadas até mesmo entre espécies de
mesmo género, como é o caso de Annona. Em sementes de A. cherimola x A. squamosa a
mudanca entre as fases | e Il ocorre apds 27 horas de embebicdo em dgua (FERREIRA et al.,
2006), enquanto em A. squamosa a mudanca entre as fases | e Il ocorre com menor tempo de
embebicdo, 5 horas (FERREIRA et al., 1997). Em outras espeécies a fase | pode ser ainda mais
lenta, como nas espécies A. diversifolia Saff. e A. purpurea Moc. & Sessé Ex Dunal, nas quais
Ferreira et al. (2014) observaram o término da fase I apos 50 e 70 horas de imersao em agua,
respectivamente. Em A. emarginata, Costa et al. (2011) observaram o fim da fase | apds 60
horas de imersdo em agua, utilizando sementes com teor inicial de agua em torno de 23%. Por
outro lado, Gimenez et al. (2014) observaram nesta mesma espécie, que a mudanca entre as
fases | e Il ocorreu ap6s 109 horas de imersdo em agua, momento no qual as sementes
atingiram teor de agua em torno de 35,2%. Vale salientar que estes autores utilizaram
sementes com teor de agua inicial de 10%, e ndo 23% como Costa et al. (2011), o que fez com
gue as sementes levassem mais tempo para atingir a fase 11.

A fase Il se inicia quando ocorre a estabilizacdo da entrada de agua na semente, a qual
se mantém relativamente constante ou aumentando pouco e lentamente (CASTRO;
HILHORST., 2004). Nesta fase € observada a sintese de novos mRNAs e proteinas
(BEWLEY et al., 1997 apud GIMENO-GILLES et al., 2009), enquanto as substancias
quebradas na fase | sdo transportadas do tecido de reserva para o tecido meristematico
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; BEWLEY et al., 2013). Ao fim desta fase a semente se
prepara para iniciar o crescimento do embrido, o qual em espécies como Arabidopsis thaliana,
Brassica oleracea e Medicago truncatula envolve apenas o alongamento celular, enquanto em
outras espécies também ocorrem divisbes celulares (SLIWINSKA et al., 2009;

WEITBRECHT et al., 2011).
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Na fase Ill as substancias que foram transportadas na fase Il sdo reorganizadas em
substancias complexas para formar o protoplasma e paredes celulares, promovendo o
crescimento do eixo embrionario (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; BEWLEY et al.,
2013). Esta fase & marcada por um novo aumento no contetdo de agua da semente, o qual
acontece devido a absorcdo associada com o inicio do crescimento do embrido (CASTRO;
HILHORST, 2004). Portanto, atingindo a fase Il tem fim o processo germinativo, com a

emissdo da raiz primaria e o inicio do desenvolvimento da plantula (HADAS, 1976).

2.3. Tratamentos pré-germinativos

Em decorréncia da dorméncia e baixa taxa germinativa de varias espécies, estudos séo
realizados buscando tratamentos eficazes a fim de promover o aumento da germinabilidade.
Neste contexto, técnicas como a imersdo das sementes em reguladores vegetais (AMARO et
al., 2009; BRAGA et al., 2010; SOCOLOWSKI; CICERO, 2011) ou em solucdes osmoticas
(VARIER et al., 2010; ANESE et al., 2011; SOUZA et al., 2011) tém sido amplamente
utilizadas.

Os relatos de dorméncia na familia Annonaceae sustentam trabalhos com o emprego
de reguladores vegetais, tais como o acido giberélico (GAs) em sementes de Annona
diversifolia (CAMPBELL; POPENOE, 1968), Annona squamosa (FERREIRA et al., 2002;
STENZEL et al., 2003; SOUSA et al., 2008), Annona reticulata (VALENZUELA; OSORIO,
1998), Annona cherimola (JUBES et al., 1975; SMET et al., 1999), Annona crassiflora
(BERNARDES et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009), Annona
cherimola x A. squamosa (OLIVEIRA et al., 2010) e Annona mucosa (SANTOS et al., 2009).
Ou ainda, a combinacao de reguladores GA4+7 + N-(fenilmetil)-aminopurina (Promalin®) em
sementes de Xylopia aromatica (SOCOLOWSKI; CICERO, 2011), Annona diversifolia Saff.

e Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal (FERREIRA, 2011).
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Em sementes de Annona cherimola x A.squamosa, Braga et al. (2010) obtiveram as
maiores porcentagens de germinacao apos a imersao das sementes por 36 horas em solucédo de
520 mg L™ de GA; ou em 330 mg L™ de GA47 + N-(fenilmetil)-aminopurina (89,44% e
95,45%, respectivamente). Silva et al. (2007) observaram as maiores porcentagens de
germinacdo em Annona crassiflora apos realizarem a imersdo por 6 dias em 500 uM de
GA4+7. Nestes trabalhos, o tempo de imersdo das sementes nas solugGes aquosas é
determinado com base no tempo necessario para que ocorra a mudanca da fase | para a fase Il
da curva de aquisicdo de agua. No entanto, a variacdo do tempo de imersdo das sementes
altera os indices germinativos, o que torna imprescindivel avaliar se a duracdo dos
tratamentos de imerséo deve ser definida considerando o teor de agua atingido pelas sementes
ou o tempo necessario para a mudanca da fase | para a fase Il do processo germinativo.

Em sementes de grdo-de-bico (Cicer arietinum L.), Elkoca et al. (2007) observaram
gue o condicionamento osmatico pelo periodo de 12 horas resultou nas maiores porcentagens
e velocidade de germinacdo, enquanto o periodo de 48 horas causou a reducdo dos indices
germinativos. Sguarezi et al. (2001) observaram que as maiores porcentagens de germinacéo
de sementes de café (Coffea arabica L.) ocorreram quando o condicionamento osmético foi
realizado por 4 dias, ao passo que o periodo de 12 dias causou a reducdo da porcentagem de
germinacdo. Da mesma forma, em sementes de A. emarginata, Gimenez et al. (2014)
observaram que a imersdo das sementes pelo tempo necessario para ao término da fase 1 (109
horas) resultou nas menores porcentagens de germinagdo, enquanto as maiores porcentagens
foram obtidas quando as sementes permaneceram imersas até a obtencdo de menores teores de
agua (15% e 20%). Neste contexto, os maiores periodos de imersdo das sementes nestes
trabalhos, pode se assemelhar ao excesso de chuva logo apds a semeadura, o qual submete as
sementes a baixa disponibilidade de oxigénio (BAILEY-SERRES et al., 2012)

comprometendo o processo germinativo.
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2.4. Disponibilidade de oxigénio durante o processo germinativo

A respiracdo consiste em uma reacdo aerdbica/anaerobica, na qual a célula libera
energia conservada principalmente na forma de ATP, por meio da oxidacdo de substratos
organicos (acuUcares, lipideos, etc). O inicio deste processo ocorre com a glicolise, a qual ndo
depende da presenca de oxigénio e onde sdo produzidas 2 moléculas de piruvato e liberadas 2
moléculas de ATP (adenosina trifosfato) e 2 moléculas de NADH (Nicotinamida adenina
dinucleotideo) (ZABALZA et al., 2009)

Quando em condic¢des normais de oxigenacdo (normoxia), 0 piruvato € transportado
para a mitocondria, onde é oxidado a CO, através do ciclo dos &cidos tricarboxilicos, também
denominado ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs, onde ocorre a producdo de NADH e
FADH; (flavina adenina dinucleotideo), os quais sdo oxidados na cadeia transportadora de
elétrons. Quando as duas moléculas de piruvato (a partir de uma molécula de glicose) sao
oxidadas e os elétrons sdo transferidos ao O, via fosforilacdo oxidativa, ocorre a producéo de
32 unidades de ATP (GUPTA et al., 2009; NELSON; COX, 2014).

Por outro lado, sob condi¢bes de menor disponibilidade de oxigénio (hipoxia) a
atividade mitocondrial € reduzida, devido a falta do oxigénio para atuar como aceptor final de
elétrons na fosforilacdo oxidativa durante a respiracédo aerdbica. A néo re-oxidacdo do NADH
(regeneracdo do NAD') em condicdo de hipoxia pode bloquear a glicolise, logo apds a
condicdo de baixa oxigenacao ter sido estabelecida. Assim, a fermentacdo € ativada como um
mecanismo alternativo de re-oxidagdo do NADH, sendo observado em alguns casos o “efeito
Pasteur”, o qual acelera o consumo de carboidratos e aumenta o fluxo glicolitico de 2 a 3
vezes, visando o aumento da producdo de ATPs via glicolise (GUPTA et al., 2009;
ZABALZA et al., 2009; BANTI et al., 2013)

O processo de fermentacdo (degradacdo anaerdbia da glicose) ocorre por meio da

ativacdo das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase (fermentagédo alcodlica)
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e lactato desidrogenase (fermentacdo lactica), as quais utilizam como substrato o piruvato,
levando a producdo de compostos parcialmente oxidados como o lactato e o etanol (FELLE,
2005; DONGEN; LICAUSI, 2015).

Neste contexto, a fermentacdo alcdolica consiste na principal via fermentativa sob
hipoxia (KOMATSU et al., 2010), visto que cerca de 92% do piruvato produzido por meio da
glicolise ¢ direcionado para a producédo de etanol (KATO-NOGUCHI, 2006). Sob a a¢édo da
enzima piruvato descarboxilase o piruvato é convertido a acetaldeido com a liberagcdo de uma
molécula de CO,, e posteriormente, sob acdo da enzima alcool desidrogenase este acetaldeido
é convertido a etanol (TOUGOU et al., 2012). No entanto, o etanol quando acumulado em
altas concentracbes é toxico as celulas, causando danos no sistema de membranas e
consequente perda de solutos celulares (KOKUBUN, 2013), ou ainda, a deterioracdo da
semente (GREGGAINS et al., 2000; KODDE et al., 2012).

Além disso, na via fermentativa a producdo de energia é reduzida para apenas 2
unidades de ATP (glicélise) em comparacdo as 32 unidades de ATP por unidade de hexose
produzidas via fosforilacdo oxidativa (BANTI et al., 2013; DONGEN; LICAUSI, 2015).
Deste modo, quando em hipoxia, a producdo de ATP via fermentacdo se torna abaixo da
demanda celular, o que representa menor quantidade de energia para 0 processo germinativo
(GUPTA et al., 2009).

Vale salientar que existem certas espécies que toleram a hipoxia desde a germinacao
até a fase vegetativa, com destaque para variedades de arroz (Oryza sativa L.). As principais
caracteristicas associadas com a tolerancia a hipoxia e até mesmo a anoxia durante o processo
germinativo destas variedades, incluem a capacidade de quebrar e utilizar o amido como
substrato e também a elevada respiragdo anaerobica para evitar o défice de energia. Nestas

variedades, também tem sido investigada a possivel capacidade diferencial de eliminacdo de
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radicais livres e outras toxinas durante a hipoxia, o que colabora com a prevencdo da
ocorréncia de maiores danos (MIRO; ISMAIL, 2013).

Antes mesmo da degradacéo de reservas ter inicio a partir da sinalizacdo de hormonios
promotores da germinacdo, um dos primeiros processos bioguimicos que ocorre com a
embebicdo é a grande e rapida liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pré-
existentes em diferentes células (BOVERIS et al., 1984; CHIU et al., 2005). Em sementes
hidratadas todos os compartimentos metabolicamente ativos sdo fontes de EROs, tais como 0s
glioxissomos (catabolismo de lipideos), peroxissomos (catabolismo de purinas — bases
nitrogenadas), mitocéndrias (atividade respiratoria), cloroplastos (transferéncia de elétrons
nos fotossistemas) e membranas plasmaticas (NADPH oxidase) (BAILLY, 2004; GOMES;
GARCIA, 2013).

As EROs, tais como o peroxido de hidrogénio (H,0;) e os radicais superoxido (O;) e
hidroxila (OH"), quando em altas concentracdes reagem com varios componentes bioldgicos,
como o DNA, RNA, carboidratos, proteinas (SILVA et al., 2010) e lipideos (GARG;
MANCHANDA, 2009), causando graves danos celulares. A interacdo entre as EROS e 0s
lipideos pode resultar na peroxidacdo de lipideos, degradacdo de membranas e até mesmo a
morte celular (BAILLY et al., 2008; MUNNE-BOSCH et al., 2011). Vale lembrar que, o
processo de peroxidacdo lipidica leva a producdo do malondialdeido (MDA), cuja
quantificacdo tem sido utilizada como indicativo do grau de estresse oxidativo em amostras
bioldgicas (LIMA; ABDALLA, 2001).

A interagdo das EROs com proteinas mitocondriais pode levar a desintegracdo da
matriz mitocondrial (BARTOLI et al., 2004), além de alteracbes nas suas membranas,
reduzindo a atividade desta organela e, consequentemente, a producéo de energia (YIN et al.,
2009). Deste modo, a interagéo entre a elevada quantidade de EROs produzidas sob hipoxia

(JALEEL et al., 2007) com as proteinas mitocondriais afeta diretamente o processo
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germinativo, pois mesmo que as sementes sejam transferidas para condi¢cdo de normoxia, 0s
danos causados as mitocéndrias resultam em menor producdo de energia para a manutencao
do metabolismo e conclusdo do processo germinativo. Cabe salientar que, as respostas
metabolicas a falta de oxigénio, como a producdo de EROs, podem variar significativamente
em funcéo da concentracdo de oxigénio do meio em que a semente esta situada e da espécie
considerada (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).

Neste sentido, para evitar o efeito toxico das altas concentraces de EROs, as espécies
vegetais desenvolveram um sistema de defesa antioxidante que inclui substancias de baixo
peso molecular e enzimas antioxidativas, tais como a Superoxido Dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e Peroxidase (SOD, EC 1.11.1.7), as quais reduzem a
ocorréncia de danos por meio da remogdo das EROs (MITTLER, 2002; FOYER; NOCTOR,
2005).

A SOD representa a primeira linha de defesa do sistema antioxidativo das plantas,
catalisando a dismutacdo do superoxido (O;") para peroxido de hidrogénio (H,O,) (BOWLER
et al., 1992; GREGGAINS et al., 2000), o qual é degradado a H,O e O, pela acdo da CAT e
da POD (RESENDE et al., 2003). Os componentes antioxidativos apresentam diferentes
padrdes de funcionamento num mesmo estadio de desenvolvimento da planta. Desta forma,
enquanto a CAT apresenta maior atividade em sementes dormentes e em sementes em
processo de germinacdo, a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) ndo é detectada
(TULLIO; ARRIGONI, 2003).

Deste modo, verifica-se a necessidade de um sistema antioxidativo eficiente, com agéo
sincronizada dos componentes antioxidativos, para controlar as concentragfes de EROs, visto
que desde o inicio do desenvolvimento da semente até a germinacdo visivel ocorre grande
variacdo no teor de &gua e no metabolismo, causando elevada producdo de EROs e,

consequentemente, danos celulares (DIAZ-VIVANCOS et al., 2013).
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Além das alteracdes na atividade respiratoria das sementes e no estresse oxidativo, a
reducdo na disponibilidade de oxigénio durante a embebicdo pode interferir nos niveis
hormonais. Em sementes de milho (Zea mays L.) foi demonstrado que a hipoxia reduz a
atividade da enzima ABA 8’-hidroxilase, responsavel pela degradacdo do &cido abscisico
(ABA) (KROCHKO et al., 1998). Deste modo, considerando que o oxigénio é utilizado como
substrato para esta enzima, a reducdo em sua disponibilidade permite indiretamente o
aumento e/ou manutencéo dos niveis de ABA (MILLAR et al., 2006).

Além das questbes relacionadas aos niveis de ABA, Benech-Arnold et al. (2006)
observaram que em embribes de cevada (Hordeum vulgare L.) houve o aumento da
sensibilidade ao ABA quando as sementes foram submetidas a hipoxia. Neste sentido, 0s
trabalhos de Liu et al. (2007) e Miransari e Smith (2014) demonstraram que 0 aumento da
sensibilidade ao ABA em sementes e plantulas ocorre em funcdo de maiores niveis do acido
indolilacético (IAA). Portanto, quando sementes sdo submetidas a hipoxia, o balango
hormonal pode inibir a germinacdo pelo aumento dos niveis de ABA, pelo aumento da
sensibilidade ao ABA causado pelo aumento dos niveis de IAA, ou ainda, pela combinacéo de
ambos fatores.

Os efeitos do ABA nas sementes sdo baseados na expressao de fatores de transcricao
para a inibicdo dos horménios promotores da germinacdo. Deste modo, enquanto hormoénios
como as giberelinas promovem a quebra de reservas para o fornecimento de energia e o
enfragquecimento do endosperma para a protrusdo da radicula, o ABA inibe tais processos
impedindo, consequentemente, a germinacdo (GRAEBER et al., 2010; NAMBARA et al.,
2010).

Em resumo, verifica-se que o tempo de imersdo pode causar alteragfes no
metabolismo das sementes capazes de influenciar no processo germinativo, e que o nivel do

dano causado por estas alteragdes depende das adaptagdes as adversidades do meio, em cada
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especie. Deste modo, € de suma importancia o estudo dos mecanismos que ocorrem quando as
sementes sdo submetidas a imersdo, seja por condicdes de estresse ambiental como o

alagamento, ou pelo estresse causado durante tratamentos pre-germinativos.
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Conforme estabelecido pelo Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Botanica), os resultados obtidos foram
reunidos em capitulos redigidos na forma de artigos segundo as

normas da revista Journal of Experimental Botany

Capitulo I: Reducdo da disponibilidade de oxigénio durante a
embebicdo de sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H.

Rainer: metabolismo e germinacéo

Capitulo Il: Embebicdo lenta causa danos ultraestruturais e
alteracbes no metabolismo de sementes de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer?



3. CAPITULO |

Reducéo da disponibilidade de oxigénio durante a embebicdo de sementes de

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer: metabolismo e germinacéo
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Resumo

As sementes concluem a embebicdo (fase | do processo germinativo) quando se
estabiliza temporariamente a entrada de agua, 0 que em sementes endospermaticas ocorre
qguando atingem teores de &gua de aproximadamente 35%. Este tempo necessario para a
conclusdo da embebicdo é utilizado como referéncia para a determinacdo do periodo de
imersdo em tratamentos pré-germinativos. No entanto, nem sempre a imersao durante todo o
periodo de embebicdo resulta em aumento da germinabilidade, o que sugere melhor
compreensdo dos mecanismos que ocorrem nas sementes durante esta fase. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar como o tempo de imerséo até atingir diferentes teores de dgua altera
0s mecanismos envolvidos no processo germinativo de sementes de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer. Sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer com 10% de agua
foram imersas em Ww 0 MPa até atingirem 15%, 20% e 35% de dgua e em meio com Ww -1,2
MPa com o objetivo de aumentar o tempo de imersdo para a aquisicdo destes mesmos teores
de agua. Ao alcancar 35% de agua (122 horas) houve menor disponibilidade de oxigénio nas
solucdes, mesmo com aeracdo artificial, resultando em alteracdo da via respiratdria para
fermentativa, aumento das concentracdes de ABA e IAA, inibicdo da degradacdo de reservas
e menor germinabilidade. Estas respostas foram intensificadas com o aumento do tempo (317
horas) para atingir 35% de agua. No entanto, quando o teor de 35% foi alcancado em
normoxia a germinacdo ndo foi alterada. Conclui-se que a reducdo do oxigénio até niveis
criticos durante a imersdo é o fator responsavel pela variacdo metabolica que causa
decréscimo na germinabilidade, e ndo os teores de dgua atingidos durante a embebicéo.
Termos para indexacéo: Acido abscisico, Acido indolilacético, Annonaceae, Degradacéo de

reservas, Fermentacdo, Respiracao.
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Introducéo

A curva de aquisicdo de dgua em sementes segue um padrdo trifasico, sendo a fase |
(fase de embebicdo) geralmente rapida e concluida quando ocorre a estabilizacdo da entrada
de &gua, com teores em torno de 35% em sementes endospermaticas (Bewley et al., 2013).
Para algumas espécies, como as pertencentes a familia Annonaceae, essa fase é naturalmente
longa, podendo ser de 36 horas em sementes de Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.
(Ferreira et al., 2006) e até 144 horas em sementes de Annona crassiflora Mart. (Silva et al.,
2007). Nesta fase acontece a reativacdo do metabolismo, sendo observado o aumento da
atividade respiratoria, o inicio da degradacdo de substancias de reserva e a sintese de acidos
nucléicos e proteinas a partir de ATP e NADPH gerados na respiracdo (Weitbrecht et al.,
2011).

Deste modo, por ser a fase na qual as sementes adquirem a maior quantidade de agua e
0 metabolismo é reativado, tem sido utilizada como referéncia para a determinacdo da
duracdo de tratamentos que envolvem a imersdo das sementes em solugdes aquosas como o
priming (Paparella et al., 2015) ou aplicacdo de reguladores vegetais (Oliveira et al., 2010;
Gimenez et al., 2014a). O priming consiste em reduzir a velocidade de entrada de dgua nas
sementes durante a embebicdo com o objetivo de minimizar a ocorréncia de danos a
membrana como irregularidades causadas pelo realinhamento incompleto ou incorreto das
proteinas da bicamada lipidica, os quais seriam causados pela rapida entrada de agua, além de
promover a sincronizacdo da germinacdo (Paparella et al., 2015), enquanto os tratamentos
hormonais visam superar dorméncia e/ou aumentar a germinabilidade.

No entanto, em varios trabalhos o tempo de imersdo das sementes é definido sem
considerar os possiveis danos aos processos reativados em fungdo do teor de agua atingido
pelas sementes durante a embebicdo (Sharma et al., 2014; Ouhibi et al., 2014), o que justifica

a obtencdo de diferentes respostas germinativas. Porém, mesmo entre trabalhos que utilizam a
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imersdo das sementes até o fim da fase I, ocorrem respostas controversas. Enquanto com
Annona cherimola Mill x A. squamosa L. a imersdo das sementes até o fim da fase de
embebicdo (36 horas) resultou em aumento significativo da germinacgéo (Braga et al., 2010),
em Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer a manutencdo das sementes imersas até o fim da
fase de embebicdo (109 horas) ocasionou reducdo da germinabilidade (Gimenez et al.,
2014b).

Quando a imersdo das sementes é realizada em meios aquosos, a disponibilidade de
oxigénio é menor em relacdo a atmosfera, devido a menor difusdo do oxigénio na agua, o que
pode levar a estresse semelhante a condi¢cdo de alagamento em campo (Bailey-Serres e
Voesenek, 2008). Neste contexto, é demonstrado que espécies como Phaseolus vulgaris L.
ndo toleram o declinio na disponibilidade de oxigénio (hipoxia) durante o processo
germinativo (Rajashekar e Baek, 2014), enquanto outras espécies toleram até mesmo a
auséncia de oxigénio (anoxia) mantendo a germinabilidade elevada, como Copaifera lucens
Dwyer (Vidal et al., 2014).

As variacbes nas respostas germinativas frente a reducdo da disponibilidade de
oxigénio podem estar relacionadas a diversos fatores, como alteraces na atividade
respiratoria das sementes (Pérez-Ramos e Marafion, 2009), ou alteracGes nos niveis de ABA
(Millar et al., 2006) e/ou IAA (Benech-Arnold et al., 2006), os quais podem afetar o processo
de degradacdo de reservas (Miransari e Smith, 2014). Desta forma, compreender a modulacao
do metabolismo das sementes em imersdo durante a fase de embebicdo pode auxiliar a definir
se a duracdo dos tratamentos de imersdo deve ser determinada com base no teor de &gua
atingido pelas sementes ou pelo tempo necessario para a conclusao da fase I.

Neste trabalho se utilizou como modelo a espécie Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer por apresentar a fase | naturalmente extensa (109 horas) e pelas observacdes de que as

sementes quando mantidas sob imersdo até o fim da fase | apresentam reducdo na
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germinabilidade (Gimenez et al., 2014b). Esta espécie nativa do territorio brasileiro apresenta
importancia como porta-enxerto para espécies comerciais do género Annona, como a atemoia
(Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.) e a fruta-do-conde (Annona squamosa L.) por
apresentar rusticidade, ser tolerante a patdgenos presentes no solo e tolerar tanto solos secos
como solos encharcados (Tokunaga 2000 apud Scaloppi Jr. e Martins, 2014). Assim como
outras especies pertencentes a familia Annonaceae, a A. emarginata apresenta importancia
econdmica para fins medicinais e em programas de recuperacao de areas degradadas (Chatrou
etal., 2012)

Deste modo, este trabalho objetivou avaliar como o tempo de imersdo até atingir
diferentes teores de agua altera 0os mecanismos envolvidos no processo germinativo de

sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer.

Material e Métodos
Tratamentos durante a embebicéo

As sementes com teor de agua inicial de 10% foram submetidas a embebicdo entre
papel umedecido com dgua (normoxia), a embebicdo sob imersdo em agua (‘Yw 0 MPa) ou
em solucdo de polietilenoglicol (PEG 6000) com Ww -1,2 Mpa até atingirem os teores de
15%, 20% e 35% de agua. O tempo necessario para as sementes atingirem estes teores entre
papel foi de 4 horas, 14 horas e 246 horas, sob imersdo em agua de 4 horas, 9 horas e 122
horas, e sob imersdo no ¥w -1,2 MPa de 6 horas, 16 horas e 317 horas, respectivamente. Ao
longo de todos os periodos de imerséo foi utilizado sistema de aeragéo artificial.

Quando as sementes atingiram cada um dos teores de agua foram coletadas trés
repeticGes de 40 sementes em nitrogénio liquido para a paralisacdo do metabolismo, sendo
posteriormente realizadas as andlises bioquimicas utilizando-se embrido + endosperma da

regido embrionéria.
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Atividade respiratoria

O dioxido de carbono (COy) liberado pelas sementes imersas foi quantificado por meio
do aparelho de Pettenkofer e titulacdo com acido cloridrico (HCI 0,1N) (Mendes et al., 2009).
O célculo da atividade respiratoria foi realizado pela seguinte equacdo: N x D x 22 (Miller,
1964), onde N = normalidade do &cido utilizado (0,1), D = diferenca entre o volume
consumido de HCI na testemunha (“branco”) e o volume consumido na amostra, ¢ 22 =
normalidade do CO,. Os resultados foram expressos em microgramas de didxido de carbono

liberado por grama de massa seca por hora (ug g'1 MS h).

Oxigénio Diluido nas Solugdes de Imerséo

A mensuracdo do oxigénio diluido nas solucdes de imersdo foi realizada por meio de
método eletrométrico empregando-se oximetro Modelo DO-48, Marca PHTEK (Kayto
Eletronics Inc., China). Os resultados foram expressos em miligramas de oxigénio por litro de

solucéo de imerséo (mg L™).

Etanol Liberado pelas Sementes

A quantificacdo do etanol liberado pelas sementes no meio de imersdo foi realizada
por meio de metodologia adaptada de Taylor et al. (1999), empregando-se 3 repeticdes por
tratamento. Quando as sementes imersas atingiram cada um dos teores de agua foram
coletadas 3 replicatas de 150 uL da solucao de imersédo de cada repeticdo e acrescentado 1 mL
de padrdo n-propanol (0,015%). As amostras foram aquecidas a 90°C no amostrador Head
Space (Teledyne Tekmar, modelo Versa), sendo injetado 1uL do vapor em cromatdgrafo a gas
CG-Trace 1310 (Thermo Scientific) equipado com injetor do tipo slip/splitless, coluna TR-
WAX 30m x 0,25mm e filme 0,25um e detector FID (Ionizagdo de chama). Os resultados

foram expressos em microgramas de etanol por grama de massa seca (ug g™ MS).
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Hormonios: acido abscisico e acido indolilacético

A extracdo dos hormonios foi realizada empregando-se metodologia adaptada de Ma
et al. (2013), com solugcdo composta por metanol, acetonitrila, agua Milli-Q e &cido acético
(40:40:20:1). A separacao cromatografica foi feita em HPLC Shimadzu modelo Prominence
composto por desgaseificador de fase mével DGU-20A, sistema de bombeamento quaternario
composto por bombas LC-20AD, autoamostrador modelo SIL-20ACHT, controlador CBM-
20A e forno para colunas modelo CTO-20AC. Foi utilizada coluna Sinergi 2.5 Hydro RP-
100A 50x4.6mm, mantida a 40°C durante as determinacGes. O efluente da coluna foi
introduzido em Espectrémetro de Massas do tipo Triploguadrupolo (MS/MS) marca AB
Sciex modelo 4500 equipado com fonte de ionizacdo tipo ESI (eletrospray) na interface. Os

resultados foram expressos em nanograma por grama de massa seca (ng g MS).

Degradacéo de reservas:

- Acucares soluveis totais e perfil de glicose, frutose e sacarose

Para a extracdo dos acgucares soluveis foi empregada metodologia adaptada de Garcia
et al. (2006). A quantificacdo dos acucares soluveis totais foi realizada por anélise
colorimétrica pelo método fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) e solucdo de glicose como
padriio (100 pg mL™). A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 490 nm,
sendo os aclcares sollveis totais expressos em miligramas por grama de massa seca (mg g™
MS).

Posteriormente separou-se 1 mL das amostras para a purificacdo em colunas contendo
resinas de troca catidnica e aniénica Dowex, eluidas com 10 volumes de agua deionizada. O
material purificado teve seu pH neutralizado com hidréxido de amdnio e concentrados até
secagem completa em liofilizador. As amostras foram entdo ressuspendidas em 1 mL de agua

deionizada e analisado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
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cromatografo Metrohm, modelo 850 Professional IC equipado com detector amperomeétrico.
Empregou-se o sistema de eluicdo isocratico com 200 mM de hidréxido de sédio com fluxo
de 1,0 mL min™ (Garcia et al., 2006). A separagdo dos aclcares glicose, frutose e sacarose foi
promovida em coluna Metrosep CARB 1, sendo os resultados expressos em miligramas por

grama de massa seca (mg g MS).

- Amido

Os métodos de extracdo e quantificacdo do amido foram baseados nos trabalhos de
McCready et al. (1950), Morris (1948) e Yemm e Willis (1954), utilizando o precipitado
resultante da extracdo dos agucares soluveis. Ao precipitado da extracdo dos agucares soluveis
foi acrescentada solucdo de acido perclérico (HCIO,) 52%, o qual realiza a hidrolise do amido
a glicose. As amostras foram submetidas a leitura em espectrofotémetro a 620nm, utilizando
solugdo de glicose como padrio (100 ug mL™). Os resultados foram expressos em miligramas

por grama de massa seca (mg g MS).

- Proteinas sollveis totais e perfil de albuminas, globulinas, glutelinas e prolaminas

A separacdo das proteinas solUveis foi realizada conforme sua solubilidade utilizando
a metodologia descrita por Suda e Giorgini (2000) adaptada de Garcia-Agustin e Primo-Millo
(1989). A cada 24 horas foram extraidas consecutivamente a albumina (agua destilada),
globulina (cloreto de sddio 5%), prolamina (etanol 60%) e glutelina (hidroxido de sddio 5%).
A determinacdo de cada proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976), sendo
somadas as fracBes das quatro proteinas para a obtencdo dos valores de proteinas sollveis

totais, as quais foram expressas em miligramas por grama de massa seca (mg g MS).
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- Lipideos totais

A extracdo dos lipideos totais foi realizada conforme metodologia descrita por
Manirakiza et al. (2001) e Ambalkar et al. (2011), utilizando Soxhlet em trés ciclos de 8 horas
e hexano como solvente. A cada periodo de extracdo, o hexano foi filtrado, concentrado em
rotavapor e armazenado em frascos devidamente identificados e pesados. Os resultados foram

expressos em miligramas por grama de massa seca (mg g MS).

Teste de Germinacao

A medida que as sementes atingiram 15%, 20% e 35% de agua de agua nos diferentes
meios de embebicdo, 5 repeticdes de 50 sementes foram submetidas ao teste de germinacao,
conduzido em rolos de papel de germina¢dao do tipo ‘germitest’ umedecidos com agua
deionizada e mantidos em germinador sob temperatura e fotoperiodo alternados (8h de escuro
a 20°C e 16h de luz a 30°C) (Costa et al., 2011). A contagem das sementes germinadas foi
realizada a cada 2 dias, sendo consideradas como germinadas as sementes com no minimo 2
mm de raiz priméaria. As seguintes variaveis foram calculadas: porcentagem de germinacao,
velocidade de germinacdo (Maguire, 1962) e tempo médio de germinacdo (Edmond e

Drapala, 1958).

Anatomia do embrido

Quando as sementes atingiram cada um dos teores de agua no Yw 0 MPa e ¥w -1,2
MPa, 15 sementes por tratamento foram coletadas a fim de verificar mudangas na estrutura
embrionaria. A fixacdo do material foi realizada em FAA 50 (Johansen, 1940), sendo as
amostras mantidas em &lcool etilico a 70% (Jensen, 1962). Para confec¢do do laminario
permanente, apoOs desidratagdo em série etilica, o material foi incluido em hidroxi-etil-

metacrilato (Leica®) e seccionado com 8 a 10um de espessura. As sec¢des foram coradas
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utilizando Azul de Toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al., 1964), montadas em Permount® e
analisadas em microscopio de luz, sendo as imagens obtidas digitalmente em fotomicroscépio

Olympus.

Analise dos dados
Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados

A atividade respiratdria e as concentra¢fes hormonais foram alteradas em funcao de
variacdes na disponibilidade de oxigénio apds os diferentes tempos de imersdo para atingir 0s
teores de agua até completar a fase de embebicdo, resultando em diferentes respostas
germinativas.

Deste modo, foi verificado que a medida que as sementes imersas em Yw 0 MPa
adquiriram maiores teores de dgua (15% = 4 horas; 20% = 9 horas; 35% = 122 horas) houve a
reducdo na disponibilidade de oxigénio no meio (hipoxia), mesmo com a utilizacdo do
sistema de aeracdo artificial (Tabela 1). No entanto, mesmo com esta reducdo na
disponibilidade de oxigénio houve aumento da respiracdo (“pico”) quando as sementes
atingiram o teor de 20% de agua (Tabela 1). Quando as sementes adquiriram &gua mais
lentamente (solucdo com Ww -1,2 MPa), ou seja, o tempo de imerséo para atingir os referidos
teores de agua foi aumentado (15% = 6 horas; 20% = 16 horas; 35% = 317 horas),
observamos que a disponibilidade de oxigénio foi menor em relagdo ao meio com ¥Yw 0 MPa,
ao atingir cada teor de agua (Tabela 1). Com estas menores concentracdes de oxigénio nao
foram observadas alteracfes na atividade respiratoria em relacdo a condigéo inicial (15%) e

nem o aumento da respiracdo ao atingir o teor de 20% de &4gua, como ocorreu nas sementes
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imersas em WYw 0 MPa (Tabela 1). Cabe relatar que, a disponibilidade de oxigénio no meio
com Ww -1,2 MPa era menor desde o inicio do experimento, devido a maior densidade desta
solucdo comparada a agua pura (PYw 0 MPa), e que apds 317 horas alcangou os menores
valores, aproximando-se de zero (0,46 mg L™).

Quando as sementes atingiram o teor de 35% de agua (fim da fase 1), ndo houve
diferenca na atividade respiratdria entre as sementes submetidas aos diferentes tempos de
imersdo (122 horas/Yw 0 MPa e 317 horas/Pw -1,2 MPa) (Tabela 1), sendo observado
aumento da producdo de etanol em ambas as condicdes (Tabela 1), o que indica a ocorréncia
da fermentacdo. Ao atingir o teor de agua de 35% também se observou o aumento das
concentracdes de ABA, tanto nas sementes imersas por 122 horas (¥w 0 MPa) como nas
sementes imersas por 317 horas (Pw -1,2 MPa), sendo as maiores concentracGes de ABA
observadas nas sementes imersas pelo maior periodo (Tabela 2). Além do aumento das
concentracdes de ABA foi verificado o aumento das concentracdes de IAA (Tabela 2).

Ao se comparar a embebicao sob imersdo nos meios aquosos (Yw 0 MPa e = Yw -1,2
MPa), nos quais houve reducdo da disponibilidade de oxigénio (hipoxia), com a embebicédo
entre papel, no qual a disponibilidade de oxigénio ndo é afetada (normoxia), constatamos que
nas sementes embebidas entre papel houve reducdo das concentracdes de ABA e de I1AA
(Tabela 2) ao concluirem a fase de embebicdo (35% de agua), oposto ao observado nas
sementes imersas (Tabela 2). Embora os niveis hormonais estivessem diferentes quando as
sementes embebidas entre papel e as sementes embebidas sob imersédo atingiram o fim da fase
de embebicdo (35% de agua), observou-se um mesmo padrdo de degradacdo de reservas.
Deste modo, foram observadas reducbes nas concentracdes de aglcares solUveis totais
(Tabela 3), representado por reducdo nas concentragcbes de sacarose e aumento das
concentragOes de glicose (Tabela 4). Também foi verificada a reducdo das concentracdes de

amido, enquanto os lipideos e as proteinas solUveis totais ndo apresentaram reducao das suas
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concentracdes em relacdo as sementes com teor de agua inicial (10%) (Tabela 3). Embora nao
tenham ocorrido alteragdes nas concentracdes de proteinas sollveis totais, foi observado o
aumento das concentracdes de glutelinas e prolaminas (Tabela 5).

Cabe observar ainda que as concentracdes de ABA também apresentaram reducéo
(Tabela 2) quando as sementes imersas em Ww 0 MPa alcancaram o teor de 20% de agua (9
horas), o que coincidiu com o aumento respiratério (Tabela 1), com a reducdo das
concentracdes de amido e com o aumento das concentragdes de aclcares sollveis (Tabela 3),
mais especificamente de glicose (Tabela 4). Nestas sementes a degradacdo das reservas e a
germinabilidade se assemelharam com o observado nas sementes embebidas entre papel.
Quando aumentado o tempo para as sementes atingirem o teor de 20% de agua (16 horas/¥w
-1,2 MPa), as concentracbes de ABA também diminuiram (Tabela 2), no entanto, houve
reducdo da germinagdo (Tabela 5), em relagdo as sementes imersas no ¥Yw 0 MPa. No meio
de imersdo com Yw -1,2 MPa as concentracdes de oxigénio eram menores (2,04 mg L™) do
que no meio com ¥w 0 MPa (3,06 mg L), o que pode ter impedido o0 aumento da respiracéo
(“pico respiratorio”). Embora nestas sementes também tenha ocorrido a redugdo das
concentracdes de amido, as concentracfes dos aclcares soluveis (Tabela 3) eram menores em
relacdo as sementes imersas em Yw 0 MPa ou embebidas entre papel.

Por meio da analise anatdbmica, verificou-se que antes do inicio do processo de
embebicdo (sementes com 10% de agua) o embrido € reto, com aproximadamente 2 mm de
comprimento, apresentando eixo e cotilédones distinguiveis (Figura 1). No entanto, apesar das
alteracbes metabdlicas, ndo foram observados sinais de alongamento e/ou divisdo celular apos
as sementes atingirem os diferentes teores de dgua (15%, 20% e 35%) em ¥Yw 0 MPa (Figura
2 C,E, G) eem ¥Yw -1,2 MPa (Figura 2 D, F, H) quando comparadas as sementes com o teor
de 10% de agua (Figura 2 A, B). Especificamente nas sementes imersas por 317 horas (fim da

fase I, Yw -1,2 MPa) foram verificadas paredes celulares irregulares, principalmente na
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regido do meristema fundamental indicando a ocorréncia de possiveis danos causados pelo
longo periodo de imersdo das sementes (Figura 2 H).

Em resumo, verificou-se que com o aumento do tempo de imersdo houve a reducdo da
disponibilidade de oxigénio nas solucdes aquosas (hipoxia), mesmo com a utilizacdo do
sistema de aeracdo artificial. A imersdo das sementes no WYw 0 MPa até atingirem o teor de
20% de agua (9 horas), resultou na mesma germinabilidade das sementes colocadas para
embeber diretamente no papel (normoxia). Porém, quando as sementes foram submetidas a
imersdo até o fim da fase de embebigdo (35% de &gua), seja com “velocidade normal” de
aquisi¢@o de agua (Yw 0 MPa) ou com a redugao da velocidade (Yw -1,2 MPa), houve baixa
atividade respiratdria aerdbica, aumento da via fermentativa, aumento das concentracfes de
ABA e IAA, interferindo na degradacdo de reservas e ocasionando a reducdo da
germinabilidade. No entanto, quando as sementes alcancaram o fim da embebicdo (35% de

agua) em condicdo de normoxia (entre papel), a germinacao nédo foi reduzida.

Discussao

De modo geral, considerando-se que a reducdo da disponibilidade de oxigénio nos
meios de imersdo alterou o metabolismo respiratorio, hormonal e germinativo, pode-se inferir
gue a espécie A. emarginata é intolerante a reducdo da disponibilidade de oxigénio (hipoxia)
em concentracdes de 2,04 mg L™ ou menores.

Ao longo da embebicdo, quando sementes quiescentes em condicBes adequadas de
agua, temperatura e oxigénio, atingem teores de agua em torno de 20%, é observado o
primeiro aumento da atividade respiratoria durante o processo germinativo (Patane et al.,
2006). Este aumento foi observado nas sementes de A. emarginata imersas por 9 horas na
solugédo com WYw 0 MPa (20% de agua) mesmo com reducao na disponibilidade de oxigénio

de 4,10 mg L™ (concentracdo inicial) para 3,06 mg L™ (reducéo de 25,4%).
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Desta forma, considerando que o oxigénio atua como aceptor final de elétrons na
cadeia respiratoria aerobica, o declinio de sua disponibilidade reduz a respiracdo aerdbica
(Banti et al., 2013), conforme verificado nas sementes imersas em agua até atingirem o teor
de 35% de &gua, as quais apresentaram valores de respiracdo semelhante ao inicio do
metabolismo (15% de agua). Do mesmo modo, pode-se inferir que, a baixa disponibilidade de
oxigénio desde o inicio da embebicdo (2,23 mg L™) no meio de imersdo com Ww -1,2 MPa,
mesmo com a aeracdo artificial, foi o fator responsavel por manter a respiracdo baixa nas
sementes do inicio ao fim da fase de embebicdo. Desta forma, é imprescindivel avaliar a
guantidade minima de oxigénio que ndo cause danos no metabolismo em cada espécie, que
em sementes de A. emarginata esta em torno de 2,23 mg L™, visto que abaixo de 2,04 mg L™
houve alteracdes do metabolismo que resultaram em menor porcentagem e velocidade de
germinacdo e maior tempo médio de germinacao das sementes.

A reducio da quantidade de oxigénio para concentracées de 1,17 mg L™ e 0,46 mg L™,
quando as sementes de A. emarginata atingiram o fim da fase | ap6s 122 horas (Yw 0 MPa)
ou 317 horas (Yw -1,2 MPa), respectivamente, levou a reconfiguracdo do metabolismo, por
meio da alteracdo da via respiratoria aerébica para a fermentativa, verificado a partir do
aumento do etanol. A fermentacdo alcoolica é considerada a principal via respiratdria sob
hipoxia (Komatsu et al., 2010), visto que cerca de 92% do piruvato produzido na glicélise é
direcionado para a fermentacdo alcodlica (Kolb e Joly, 2010).

Na presenca de oxigénio é observada a producdo de 32 ATPs (respiracdo aerdbica), no
entanto, com a ocorréncia da via fermentativa h4 menor producgéo de energia, pois parte desta
é conservada em 2 moléculas de ATP produzidas durante a glicolise e outra parte nos
produtos da fermentacdo, como o etanol (Dongen e Licausi, 2015). Este decréscimo na
producdo de energia que seria utilizada para o crescimento e manutengdo do metabolismo

celular (Kleinwéachter et al., 2012), junto ao efeito tdxico do etanol as células (Kokubun,
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2013), resultaram no comprometimento do processo germinativo, com a menor porcentagem
de germinacéo (15%), maior tempo médio (45 dias) e menor velocidade (0,17 sementes/dia).
Desta forma, pode-se relacionar as maiores concentracdes de etanol ao fim da fase | com as
menores porcentagens de germinacdo obtidas pelas sementes de A. emarginata,
principalmente quando a concentracdo do oxigénio é reduzido a valores proximos a anoxia
(0,46 mg LY.

Os mecanismos e 0s niveis de tolerancia a baixas concentracbes de oxigénio,
semelhante ao que ocorre em areas periodicamente alagadas, variam significativamente entre
as espécies (Magneschi e Perata, 2009). Um dos mecanismos consiste na ativacdo da via
fermentativa, pois a fermentacdo ¢ um modo alternativo de re-oxidacdo do NADH, néo
permitindo desta forma, a interrupcéo da glicolise quando a condicdo de baixa oxigenacdo é
estabelecida (Banti et al., 2013).

Além da alteracdo da via respiratoria, € necessario também o fornecimento adequado
de acUcares facilmente fermentaveis para a glicolise (Banti et al., 2013). No entanto, as
sementes de A. emarginata apresentam baixas concentracdes de aclcares (2,5%) e amido
(1,7%), e estas reservas ndo foram suficientes para a manutencdao do metabolismo sob hipoxia
e resultaram em reducdo da germinacdo. Outro fator importante a ser considerado é que as
sementes de A. emarginata sdo ricas em lipideos, cuja degradacdo durante a respiracdo
consome mais oxigénio, quando comparado aos carboidratos (Kolb e Joly, 2010). Desta
forma, com a menor disponibilidade de oxigénio ndo houve a degradacdo dos lipideos e a
liberacdo de substrato (aglcares) que poderia ser utilizado na glicolise para manter a via
fermentativa e garantir a germinagédo. A. emarginata apresenta portanto, padrdo de utilizagéo
dos lipideos diferente de espécies como Oryza sativa L., cuja reserva lipidica (cerca de 20%)
é quebrada e utilizada como fonte de energia durante a condicdo de hipoxia (Miro e Ismail,

2013).
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Em relacdo ao nivel de tolerancia, neste trabalho foi demonstrado que para as
sementes de A. emarginata a reducdo das concentracdes de oxigénio para valores de até 2,23
mg L ndo causa danos no metabolismo, mantendo a germinabilidade. Por outro lado, a
espéecie Copaifera lucens Dwyer, tolera a imersdo em agua (Yw 0 MPa) em condigdes de
anoxia por 96 horas, apresentando as maiores porcentagens e indice de velocidade de
germinacdo, 0 que se deve provavelmente a sua adaptacdo a ambientes de mata riparia (Vidal
et al., 2014). Ao contrario da Copaifera lucens, e embora a espécie tenha adaptacbes a
condicdes de alagamento, quando sementes de A. emarginata foram mantidas em imersao em
condicéo proxima de anoxia (0,46 mg L™) houve menor porcentagem (15%) e velocidade de
germinacao (0,17) demonstrando intolerancia a esta condicao.

Além de interferir na atividade respiratoria, a menor disponibilidade de oxigénio ao
fim da fase de embebicio sob imersdo (1,17 mg L™ = ¥w 0 MPa e 0,46 mg L™ = ¥w -1,2
MPa) resultou no aumento do ABA. Este aumento possivelmente ocorreu devido a reducdo da
atividade da enzima ABA 8’-hidroxilase que atua no processo de degradacdo oxidativa do
ABA, uma vez que o oxigénio é utilizado como substrato desta enzima (Kushiro et al., 2004;
Millar et al., 2006).

Como os efeitos do ABA na germinacdo das sementes sdo baseados na expressao de
fatores de transcricdo para a inibicdo dos horménios promotores da germinacdo, impedindo a
quebra de reservas, o enfraguecimento do endosperma e o crescimento do embrido (Matilla e
Matilla-Vazquez, 2008; Linkies et al., 2009; Graeber et al., 2010; Nambara et al., 2010), o
aumento das concentragcOes de ABA ao fim da fase de embebicdo sob imersdo, explica a
reducdo da germinagédo em relacédo aos tratamentos onde suas concentragdes foram reduzidas,
0 que esta associado @ manutencdo das concentragdes de amido, lipideos e proteinas, 0s quais
necessitam de enzimas sintetizadas a partir dos promotores da germinagdo, para serem

degradados (Miransari e Smith, 2014).
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Além do aumento dos niveis de ABA, houve também o aumento dos niveis de 1AA
quando as sementes imersas atingiram o teor de 35% de agua, 0 que pode ter ocorrido em
funcdo da sintese de novo deste hormdnio, conforme proposto por Ayele et al. (2012). Desta
forma, a reducdo da germinacdo destas sementes pode ter ocorrido pela acdo do ABA, e
também pelo aumento da sensibilidade ao ABA provocada pelas maiores concentracdes de
IAA (Liu et al., 2007).

A literatura relata que a reducdo da velocidade de aquisicdo de agua é eficiente em
minimizar os danos de embebicdo causados as sementes (Sharma et al., 2014). No entanto, em
sementes que adquirem agua lentamente, como espécies do género Annona, a reducdo da
velocidade de aquisicdo de agua pode ocasionar 0 aumento excessivo do tempo para a
conclusdo da fase de embebicdo, estabelecendo uma condicdo de hipoxia e até quase anoxia
que reduz a germinagdo, como ocorreu com a A. emarginata.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que as condicdes de imersdo nas
quais as sementes sao mantidas ao longo do tempo até alcancar o fim da fase de embebicdo é
um fator chave na modulacdo do processo germinativo, pois redugbes significativas de
oxigénio no meio ocasionam danos metabolicos e reduzem a germinacdo. AsSIim,
considerando que a fase de embebicdo ¢ utilizada como referéncia para definicdo de tempos
de tratamentos que envolvam imersdo das sementes em solucdes (priming, reguladores
vegetais), os niveis de oxigénio devem ser monitorados para que ndo se alcance um nivel
critico danoso (hipoxia ou anoxia,) em sementes intolerantes, situacdo que também ocorreria

em longos periodos de alagamento.
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Tabela 1. Oxigénio diluido (mg L™), atividade respiratéria (ug CO, g* MS hora™) e etanol
produzido (ug g* MS) pelas sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ao alcancar

diferentes teores de agua sob imersdo em WYw 0 MPa e em ¥w -1,2 MPa.

Meio de embebicdo

Teor de &gua (%) Imersdo em Imersdo em
¥Yw 0 MPa Pw -1,2 MPa
Oxigénio diluido (mg L™)
10 (inicial) 4,10 Aa 1,40 Bb
15 3,69 Ab 2,23 Ba
20 3,06 Ac 2,04 Ba
35 1,17 Ad 0,46 Bc
C.V. (%) 4,21
Atividade respiratéria (ug CO, g™ MS hora™)
15 64 Ab 57 Aa
20 190 Aa 40 Ba
35 62 Ab 44 Aa
C.V. (%) 15,83
Etanol (ug g~ MS)
15 0,29 Ab 0,34 Ab
20 0,34 Ab 0,31 Ab
35 0,55 Aa 0,51 Aa
C.V. (%) 8,25

Médias seguidas de mesma letra, maidscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey & 5% de significancia.
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Tabela 2. Acido abscisico (ng g MS) e 4cido indolilacético (ng g* MS) em sementes de
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer apds a embebicédo até diferentes teores de dgua entre
papel umedecido, sob imersdo em Yw 0 MPa e em ¥Yw -1,2 MPa.

Meio de embebicéo

Teor de &gua (%)

Entre papel Imersdo em Imersdo em
¥Yw 0 MPa Yw -1,2 MPa
Acido abscisico (ng g~ MS)

10 (inicial) 2,3 Aa 2,3 Aa 2,3Ab
15 1,4 Bb 1,0Cc 2,0Ab
20 1,2Bb 1,7 Ab 1,6 Ac
35 1,2Cb 2,4 Ba 3,2 Aa

C.V. (%) 7,76

Acido Indolilacético (ng g™ MS)

10 (inicial) 71,0 Ab 71,0 Ac 71,0 Ad
15 87,9 Ba 66,3 Cc 122,6 Ab
20 93,9 Ba 108,0 Ab 100,4 Bc
35 53,5 Cc 126,0 Ba 208,6 Aa

CV. (%) 3,44

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey & 5% de significancia.
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Tabela 3. Actcares soldveis totais (mg g MS), amido (mg g™ MS), lipideos (mg g* MS) e
proteinas sol(veis totais (mg g™ MS) em sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer
apos a embebicdo até diferentes teores de dgua entre papel umedecido, sob imersdo em Yw 0
MPa e em ¥Yw -1,2 MPa.

Teor de 4gua Meio de embebicdo

Imersdo em Imersdo em
(%) Entre papel Ww 0 MPa ¥w -1,2 MPa
Acucares sollveis totais (mg g™ MS)
10 (inicial) 25,12 Ab 25,12 Ab 25,12 Aa
15 29,48 Aa 22,02 Bc 20,24 Bb
20 28,18 Aa 29,01 Aa 23,87 Ba
35 19,82 Bc 22,29 Ac 13,99 Cc
C.V. (%) 4,91
Amido (mg g MS)
10 (inicial) 16,58 Aa 16,58 Aab 16,58 Aa
15 11,71 Ab 7,13 Bc 12,08 Ab
20 12,03 ABb 13,31 Ab 10,04 Bb
35 11,81 Bb 18,32 Aa 10,10 Bb
C.V. (%) 11,20
Lipideos (mg g™ MS)
10 (inicial) 385,4 Aa 385,4 Aa 385,4 Aa
15 392,8 Aa 360,7 Aa 391,6 Aa
20 404,7 Aa 408,1 Aa 389,2 Aa
35 409,6 Aa 416,9 Aa 371,8 Aa
C.V. (%) 7,58
Proteinas soluveis totais (mg g™ MS)
10 (inicial) 128,82 Ab 128,82 Ab 128,82 Ab
15 153,56 Aa 124,62 Bb 144,68 Aa
20 130,28 Bb 141,41 Aa 122,01 Bb
35 152,32 Aa 123,00 Ch 140,59 Ba
C.V. (%) 3,43

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minGscula na coluna, néo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 4. Glicose (mg g* MS), frutose (mg g™ MS) e sacarose (mg g~ MS) em sementes de
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer apds a embebicéo até diferentes teores de dgua entre

papel umedecido, sob imersdo em Yw 0 MPa e em ¥Yw -1,2 MPa.

Meio de embebicdo

Teor de &gua

0 Imerséo em Imerséo em
(%) Entre papel ¥w 0 MPa ¥w -1,2 MPa
Glicose (mg g™ MS)
10 (inicial) 0,36 Ac 0,36 Ab 0,36 Ac
15 0,43 Bbc 0,34 Bb 0,53 Ab
20 0,49 Bb 0,50 Ba 0,61 Aab
35 0,77 Aa 0,57 Ba 0,65 Ba
C.V. (%) 9,50
Frutose (mg g™ MS)
10 (inicial) 0,30 Aa 0,30 Aa 0,30 Ab
15 0,34 Aa 0,30 Aa 0,34 Aab
20 0,34 Ba 0,32 Ba 0,43 Aa
35 0,36 Aa 0,36 Aa 0,35 Aab
C.V. (%) 12,47
Sacarose (mg g~ MS)
10 (inicial) 13,46 Aa 13,46 Aa 13,46 Aa
15 14,97 Aa 10,37 Bb 12,49 Ba
20 13,30 Aa 12,89 Aa 11,77 Aa
35 8,92 Ab 10,23 Ab 8,40 Ab
C.V. (%) 8,88

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 5. Albuminas (mg g* MS), globulinas (mg g* MS), glutelinas (mg g* MS) e
prolaminas (mg g MS) em sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ap6s a
embebicdo até diferentes teores de agua entre papel umedecido, sob imersdo em Yw 0 MPa e
em Yw -1,2 MPa.

Meio de embebicéo

Teor de &gua

Imersdo em Imersao em
(%) Entre papel Ww 0 MPa Ww -1,.2 MPa
Albuminas
10 (inicial) 77,00 Abc 77,00 Aa 77,00 Aa
15 86,83 Aa 64,54 Cb 75,97 Ba
20 72,28 Bc 83,10 Aa 58,73 Cb
35 84,01 Aab 65,72 Bb 71,52 Ba
C.V. (%) 5,55
Globulinas
10 (inicial) 18,85 Ab 18,85 Aa 18,85 Ab
15 22,33 Ba 19,32 Ba 27,53 Aa
20 16,62 Ab 18,89 Aa 19,22 Ab
35 22,38 Aa 11,33 Cb 16,48 Bb
C.V. (%) 7,92
Glutelinas
10 (inicial) 24,00 Ab 24,00 Ac 24,00 Ac
15 33,02 Aa 29,76 ABab 28,92 Bb
20 29,99 Aa 27,90 Ab 30,81 Ab
35 32,33 Ba 31,80 Ba 36,58 Aa
C.V. (%) 5,70
Prolaminas
10 (inicial) 8,96 Ac 8,96 Ac 8,96 Ac
15 11,37 Ab 11,00 Ab 12,26 Ab
20 11,39 Bb 11,52 Bb 13,25 Ab
35 13,60 Ba 14,15 Ba 16,00 Aa
C.V. (%) 6,87

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de significancia.



48

Tabela 6. Germinagdo (%), velocidade de germinacdo e tempo médio de germinacdo (dias) de
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ap6s a embebicdo até diferentes teores

de agua entre papel umedecido, sob imersdao em Yw 0 MPa e em Yw -1,2 MPa.

Meio de embebicéo

Teor de agua (%) Entre papel Imerséo em Imerséo em
¥Yw 0 MPa Yw -1,2 MPa
Germinacao (%)
10 (inicial) 67 Abc 67 Aab 67 Aa
15 72 Aab 72 Aa 60 Ba
20 60 Ac 62 Ab 45 Bb
35 76 Aa 42 Bc 15 Cc
C.V. (%) 8,72
Velocidade de germinagéo
10 (inicial) 1,48 Aab 1,48 Aa 1,48 Aa
15 1,45 ABab 1,60 Aa 1,35 Ba
20 1,24 Ab 1,13 Ab 0,76 Bb
35 1,59 Aa 0,74 Bc 0,17 Cc
C.V. (%) 13,74
Tempo médio de germinacdo (dias)
10 (inicial) 24 Aa 24 Ab 24 Ac
15 24 Aa 25 Ab 25 Ac
20 24 Ba 30 Aa 31 Ab
35 25 Ca 30 Ba 45 Aa
C.V. (%) 7,39

Meédias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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100pum

100pum

Figura 1. Visdo geral do embrido de sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer antes dos tratamentos
de imersdo (10% agua) (A), regido cotiledonar (B) e regido radicular (C).

0.5mm
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Figura 2. Sec¢des longitudinais do eixo embrionério de sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer
antes dos tratamentos de embebicéo sob imerséo (A, B), imersas em WYw 0 MPa por 4 horas (C), 9 horas (E), 122
horas (G) e imersas em ¥Yw -1,2 MPa por 6 horas (D), 16 horas (F) e 317 horas (H). (A) Extremidade radicular
(er) (B) Detalhe da extremidade radicular. (C, D, E, F, H) Detalhe do meristema fundamental (mf) (G) Detalhe
do meristema fundamental e procambio (pr). Setas indicam paredes celulares irregulares. Barras de escala sdo
150um (A); 100um (C, D, G); 50pum (B, E, F); 20um (H).
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Resumo

Sementes dispersas em condices de alagamento ou submetidas a tratamentos pré-
germinativos como a imersao em reguladores vegetais ou priming podem apresentar variacdes
no padrdo de germinacdo. Neste estudo avaliamos a ocorréncia de alteragdes metabdlicas e
danos ultraestruturais causados pela imersdo das sementes de Annona emarginata em agua
(Yw 0 MPa) durante a fase de embebicdo (fase I). Os tempos de imersdo foram definidos de
acordo com a curva de aquisicao de agua, considerando 0 tempo necessario para que sementes
inicialmente secas (10% de agua), atingissem os teores de 15%, 20% e 35% de agua (fim da
embebicdo). Além disso, reduzimos a velocidade de aquisi¢do de agua utilizando solu¢do com
Yw -1,2 MPa (PEG), visando aumentar o tempo de imersdo para que as sementes atingissem
0s mesmos teores de agua. Os danos causados pelos menores tempos de imersdo nao
reduziram a germinabilidade. As sementes imersas por 122 horas (fim da fase I) apresentaram
danos no sistema de membranas e organelas celulares, o que resultou consequentemente em
decréscimo na porcentagem e velocidade de germinacdo. Quando a velocidade de aquisicao
de &gua foi reduzida, fazendo com que as sementes levassem 317 horas para concluir a fase I,
os danos ultraestruturais foram ainda maiores e os indices germinativos menores. Concluimos
que o aumento do tempo de imersdo devido a reducdo da velocidade de embebicdo para
alcancar o fim da embebicdo pode ndo ser favoravel a reorganizacdo celular e reducdo de
danos ultraestrututais nas sementes. Em sementes com fase | extensa podem ocorrer danos
metabolicos severos se as mesmas forem imersas até o final da fase de embebicao, causando
reducdo da porcentagem de germinagéo.

Termos para indexacdo: Annonaceae, Danos de Membrana, Mitocondria, Sistema

antioxidante, Teor de agua, Ultraestrutura.
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Introducéo

A embebicao, fase | do padréo trifasico de aquisicdo de dgua durante a germinacdo das
sementes, é geralmente rapida e envolve a aquisicdo de grande volume de agua, devido a
diferenca entre o potencial hidrico da semente ortodoxa seca e do meio (Weitbrecht et al.,
2011). Esta fase termina quando a entrada de agua se estabiliza, o que ocorre quando as
sementes alcangcam em média de 30% a 35% de agua. Embora considerada rapida, a duracao
desta fase varia em funcdo de diversos fatores, como a composicdo do tegumento e das
reservas da semente, umidade e temperatura do ambiente e temperatura da dgua (Soriano et
al., 2011). Esta variacdo ocorre até entre espécies de um mesmo género, como € o caso de
Annona. Enquanto em A. squamosa a fase | termina apds 5 horas do inicio da imersao das
sementes em agua (Ferreira et al., 2014) em A. crassiflora o término desta fase ocorre apds
144 horas (Silva et al., 2007).

Embora a embebicdo seja por si um processo fisico dirigido pelo potencial matricial
(W) e portanto, também ocorra em sementes mortas (Krishnan et al., 2004), deve-se
considerar que é nesta fase, com o inicio da reidratacdo, que sementes ortodoxas vivas
reativam o metabolismo que havia sido reduzido antes da dispersdo (Weitbrecht et al., 2011) e
a respiracdo € aumentada dando prosseguimento ao processo germinativo (Benamar et al.,
2008). Por ser a fase de reativacdo do metabolismo e, portanto de suma importancia para o
processo germinativo, o tempo de duracdo desta fase tem sido utilizado para a determinacéo
do tempo de tratamentos pré-germinativos, como a imersdo em reguladores vegetais (Amaro
et al., 2009; Oliveira et al., 2010) e priming (Sharma et al., 2014).

No entanto, é durante esta fase que sdo observados danos em decorréncia da elevada
velocidade de entrada de agua na semente. Deste modo, a embebicdo é também uma fase
critica, na qual podem ocorrer danos irreversiveis as membranas celulares, enquanto mudam

do estado gel para o estado cristalino liquido (Corbineau, 2012), permitindo a lixiviagdo de
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eletrolitos, acucares e aminoacidos, comprometendo o0 processo germinativo (Kokubun,
2013). Neste contexto, a reducao da velocidade de entrada de agua nas sementes por meio da
alteracdo do potencial osmotico (Ws) da solucdo de imersdo tem sido utilizada como estratégia
para evitar tais danos (Chen et al., 2013; Paparella et al., 2015). A lenta hidratacao da semente
proporciona maior tempo para a reparacdo e/ou reorganizacdo das membranas celulares,
reduzindo os riscos de danos ao eixo embrionario (Varier et al., 2010; Sharma et al., 2014).

Por outro lado, a lenta entrada de agua que ocorre naturalmente em sementes de A.
emarginata até o fim da fase de embebicédo, que tem duracdo em torno de 109 horas (35% de
agua), ocasionou reducdo das variaveis germinativas (Gimenez et al., 2014a). Assim,
enguanto a imersao até o fim da fase | é favoravel a germinacdo de algumas espécies como A.
squamosa (Ferreira et al., 2002) cuja fase | € mais rapida (5 horas), em outras espécies como
em A. emarginata pode causar o decréscimo da germinabilidade. Desta forma, acredita-se que
a reducdo da velocidade de entrada de &gua em sementes cuja embebicdo é naturalmente mais
lenta como em A. emarginata, 0 aumento excessivo no tempo de duracdo da embebicédo
provoca danos.

Nestas condi¢es, se hipotetiza que os longos periodos de submersdo podem resultar
em estresse as sementes, devido a reducdo da disponibilidade de oxigénio no meio (hipoxia),
0 que se assemelharia a condi¢bes de alagamento por longos periodos. Sob condicBes de
estresse como o causado pela hipoxia, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas,
tais como o radical superéxido (O;), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila
(OH") (Jaleel et al., 2007). Estas EROs podem reagir com varios componentes biol6gicos
como DNA, RNA, carboidratos, proteinas (Job et al., 2005) e lipideos (Garg e Manchanda,
2009), prejudicando o funcionamento da célula. A interagdo entre as EROS e os lipideos, por
exemplo, causa a peroxidacdo dos lipideos, levando a alteracdo da permeabilidade e

degradacdo das membranas ou ainda & morte celular (Greggains et al., 2000; Ratajczak e
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Pukacka, 2005). O dano oxidativo causado as proteinas mitocondriais pode levar a
desintegracdo da matriz mitocondrial (Bartoli et al., 2004), além de alteracbes nas suas
membranas, alterando a atividade desta organela e reduzindo consequentemente a producédo
de energia (Yin et al., 2009). Para controlar o efeito das EROs, as plantas apresentam um
sistema de defesa antioxidante que inclui enzimas como a Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Peroxidase (POD), as quais podem atuar eficientemente na manutencdo das
EROs em niveis ndo tdxicos (Foyer e Noctor, 2005).

Deste modo, este estudo teve como objetivo averiguar se o aumento do tempo,
causado pela reducdo da velocidade de aquisicdo de agua para alcancar a estabilidade da
curva de embebicdo (fase lag), ocasiona danos ultraestruturais e metabdlicos que resultem na

reducdo da germinacdo de sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer.

Material e Métodos
Imerséo das Sementes

As sementes com teor de agua inicial de 10% foram submetidas a embebicdo sob
imersdo em agua e, para reduzir a velocidade de aquisicdo de agua, foi utilizada solucédo de
polietilenoglicol com potencial de -1,2 MPa, até atingirem os teores de 15%, 20% e 35% de

agua.

Oxigénio Diluido nas Solugbes de Imerséo
A mensuracdo do oxigénio diluido nas solugdes de imersdo foi realizada por meio de
método eletrométrico empregando-se oximetro Modelo DO-48, Marca PHTEK. Os resultados

foram expressos em miligramas de oxigénio por litro da solugéo de imersdo (mg L™).
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Condutividade Elétrica (Lixiviacao de Solutos)
Ao final dos periodos de imersdo das sementes foi determinada a lixiviacao de solutos
pela leitura da condutividade elétrica nas solucbes aquosas pelo método de massa. Os

resultados foram expressos em microSiemens por centimetro (US cm'l).

Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a analise ultraestrutural em microscopia eletrénica de transmissdo (MET), as
sementes foram fixadas em glutaraldeido (2,5% com tampao fosfato 0,1M a pH 7,3), a 4°C
overnight, sendo pos-fixadas em tetroxido de ésmio 1% (OsO,;) em tampao fosfato na
concentracdo acima citada, durante 2 horas sob temperatura ambiente. As amostras foram
desidratadas em série graduada de solucdes de acetona e incluidas em resina Araldite. Seccbes
ultrafinas foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e

observadas em microscépio Philips TEM 100 a 60 kV (Philips, Czech Republic).

Determinacao dos Niveis de Malondialdeido (Peroxidacao de Lipideos)

Os niveis de malondialdeido foram determinados nas sementes ao final de cada
periodo de imersdo, de acordo com técnica descrita por Heath e Packer (1968). Para os
calculos, utilizou-se o coefiente de extingdo molar do malondialdeido (155 mmol L™ cm™),
sendo os resultados expressos em nanomol de malondialdeido por grama de massa seca (hnmol

de malondialdeido g* MS).

Determinacdo da Atividade de Enzimas Antioxidantes: Superoxido dismutase, Catalase e
Peroxidase
Para a extracdo enzimatica foi utilizada metodologia descrita por Kar e Mishra (1976).

A determinacdo da atividade da Superdxido Dismutase (EC 1.15.1.1) foi realizada de acordo
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com o metodo de Peixoto et al. (1999). As amostras foram submetidas a leitura em
espectrofotbmetro a 560nm, sendo a atividade da enzima avaliada pela capacidade da enzima
em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), expressa em unidade de SOD por
miligrama de proteina (U mg™ proteina). Uma unidade (U) da SOD corresponde & quantidade
de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢fes de ensaio. A
determinacéo da atividade da Catalase (EC 1.11.1.6) foi determinada empregando o protocolo
de Peixoto et al. (1999). As amostras foram submetidas a leitura em espectrofotbmetro a
240nm, utilizando para os célculos o coefiente de extingdo molar do H,0, (39,4 mmol L™ cm®
). A atividade da enzima foi expressa em nanomol de H,O, consumido por minuto por
miligrama de proteina (nmol H,0, consumido min™ mg™ proteina). A atividade da Peroxidase
(EC 1.11.1.7) foi determinanda empregando o protocolo de Teisseire e Guy (2000). A
formacdo de purpurogalina foi medida em espectrofotdmetro a 430nm e seu coeficiente de
extincdo molar (2,5 mmol L™* cm™) foi utilizado para calcular a atividade especifica da
enzima, expressa em micromol de purpurogalina por minuto por miligrama de proteina (pmol

purpurogalina min mg™ de proteina).

Testes de Germinacao

Ao atingir cada um dos teores de agua, as sementes foram submetidas ao teste de
germinagdo conduzido em rolos de papel do tipo ‘germitest’ umedecidos com agua
deionizada e mantidos em germinador sob temperatura e fotoperiodo alternados (8h de escuro
a 20°C e 16h de luz a 30°C) (Costa et al., 2011). A contagem das sementes germinadas foi
realizada a cada 2 dias, considerando-se como germinadas as sementes com no minimo 2 mm
de raiz priméria. As seguintes varidveis foram calculadas: porcentagem de germinacdo, indice
de velocidade de germinagdo (Silva e Nakagawa, 1995) e tempo médio de germinacédo

(Edmond e Drapala, 1958).
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Anélises dos dados
Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F), sendo as medias

comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Resultados

Nas sementes imersas em Yw 0 MPa (dgua pura) foram necessarias 4 horas para
atingir 15% de agua, 9 horas para 20% e 122 horas para atingir o teor de 35% de agua (fim da
embebicdo, fase lag ou de estabilizacdo). Com a reducdo da velocidade de embebicéo de agua
empregando-se ¥w -1,2 MPa, o tempo para que as sementes atingissem 15%, 20% e 35% de
agua aumentou para 6, 16 e 317 horas respectivamente.

Em ambas as solugdes de imersio (Yw 0 e ¥w -1,2 MPa) verificamos que a
concentracdo de oxigénio diluido reduziu ao longo do tempo, a medida que as sementes
atingiram maiores teores de dgua (Tabela 1). Além disso, a solucio com ¥Yw -1,2 MPa
apresentou menores concentracdes de oxigénio, independente do teor de &gua atingido pelas
sementes.

A ocorréncia de danos em funcdo do tempo de imersdo das sementes foi verificada
pela analise dos lixiviados (Tabela 2), do estresse oxidativo e da peroxidacdo de lipideos
(Tabela 3). Observamos que ao alcancar 20% de agua os danos somente resultaram em
reducdo da germinacdo quando a velocidade de entrada de agua foi reduzida. Deste modo,
apos 9 horas de imersdao no Yw 0 MPa houve o aumento do valor de lixiviados (Tabela 2),
acompanhado do aumento dos niveis de MDA (Tabela 3). No entanto, nestas sementes foi
observado o aumento da atividade da SOD (Tabela 3), evitando a ocorréncia de maiores
danos, o que resultou na manutencdo da porcentagem de germinagdo (Tabela 4). Com a
reducdo da velocidade de entrada de agua (Pw -1,2 MPa) verificamos que os niveis de MDA

se mantiveram constantes (Tabela 3) assim como os valores de lixiviados (Tabela 2). No
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entanto, vale salientar que os valores de lixiviados destas sementes eram maiores em relacao
as sementes imersas no ¥w 0 MPa desde o inicio da embebigdo (15% agua).

Em relacdo ao tempo para atingir o fim da fase de embebicao (35% agua), observamos
que tanto com velocidade natural de entrada de dgua (menor tempo: 122 horas), como com
velocidade reduzida (maior tempo: 317 horas), ocorreram danos metabolicos e ultraestruturais
nas sementes. No entanto, as sementes que adquiriram agua mais lentamente (¥w -1,2MPa)
apresentaram danos ainda mais severos, resultando em porcentagens de germinacdo menores
(15%) do que aquelas que embeberam no Ww 0 MPa (42%) (Tabela 4).

Observamos que os valores de lixiviados aumentaram (0,165 pS cm™) apés a imerséo
por 122 horas (35% agua). Quando as sementes alcancaram os 35% de agua mais lentamente,
ap6s 317 horas, verificamos maiores valores de lixiviagdo (0,264 uS cm™) em relacdo a
imersdo por 122 horas (Tabela 2). Também para as sementes imersas mais lentamente (317
horas), ocorreram os maiores valores de MDA, 10,5 nmol g™* MS (Tabela 3), o que indica a
ocorréncia de maiores danos a membrana. Nesta condi¢cdo, observamos baixa atividade da
SOD e o0 aumento da atividade apenas da POD, o que nao foi suficiente em controlar os niveis
de EROs, resultando em maior peroxidacdo de lipideos. A CAT ndo apresentou alteracdes em
sua atividade em nenhuma das condicGes de imersdo. Desta forma, o longo tempo de imersao
para que as sementes atingissem o teor de 35% de agua provocou maiores danos a membrana
em funcdo do aumento da peroxidacéo de lipideos e elevada lixiviacdo de solutos.

Considerando os indicativos metabolicos de maiores danos nas sementes imersas até
alcangarem o final da embebigdo (122h em ¥Yw 0 MPa e 317 horas em Yw -1,2 MPa),
realizamos a anélise de microscopia eletronica de transmissdo (MET) para a visualizacdo das
alteracdes celulares (Figura 1).

Nas sementes com o teor de agua inicial (10%) as células do embrido continham

parede celular com espessura regular, membrana plasmatica, nucleo, mitocéndrias com
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membranas interna e externa distinguiveis, reticulo endoplasmatico, numerosos e pequenos
corpos lipidicos, granulos de amido e vacuolos de reserva repletos de aclcares ou proteinas
(Figura 1). No entanto, quando as sementes atingiram o teor de 35% de agua (imersas por 122
ou 317 horas), as células do embrido apresentaram alteracdes. Apds a imersdo por 122 horas,
as mitocondrias apresentaram-se em maior abundancia e com formato irregular, com cristas
pouco desenvolvidas e dificil distingdo entre as membranas interna e externa. Nas sementes
imersas por 317 horas, além destas alteracdes também verificamos parede celular com
irregularidades e sinais de degradacdo, e o rompimento das membranas dos vacuolos que
anteriormente armazenavam acUcares (Figura 1). Estes acglUcares foram lixiviados para a
solucdo de imersdo, refletindo nos maiores valores de lixiviados encontrados (Tabela 2).

Os danos observados nas sementes imersas até atingirem o fim da fase | (35%), seja
com reducao da velocidade de embebigao (Ww -1,2 MPa) ou ndo (Yw 0 MPa), resultaram em
reducdo das variaveis germinativas (Tabela 4). Nas sementes mantidas em agua (Yw 0 MPa)
a porcentagem de germinacdo foi reduzida de 67% (10% &gua) para 42% (35% é&gua), 0
tempo médio de germinacdo (TMG) aumentou de 24 dias para 30 dias e o indice de
velocidade de germinacdo (IVG) reduzido de 1,54 para 0,74. Quando reduzimos a velocidade
de entrada de 4gua e aumentamos o tempo de imersdo para 317 horas houve reducdo ainda
maior na porcentagem de germinacédo (15%), IVG (0,17) e aumento no TMG (45 dias). Deste
modo, verificamos a ocorréncia de uma série de eventos a nivel celular e metabdlico

indicando danos que se tornaram visiveis nas variaveis germinativas.

Discusséo
A partir deste estudo se reforca a importancia do conhecimento da curva de aquisi¢do
de &gua, para a determinacdo da duracdo de tratamentos que envolvam a imerséo de sementes

em solucdes aquosas (Braga et al., 2010; Gimenez et al., 2014b). Sua importancia também
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compreende o conhecimento dos processos metabdlicos que ocorrem em cada teor de agua
atingido pelas sementes, até o fim da embebicdo, a fim de garantir que danos procedentes de
tratamentos de sementes ndo resultem em interpretacdo equivocada de resultados.

De modo geral, com o teor de 20% de agua ocorre o primeiro aumento da respiracdo
das sementes (Patané et al., 2006), e portanto, o aumento da atividade das mitocondrias, as
quais compreendem o local de maior producdo de EROs devido a cadeia respiratéria (Rhoads
et al., 2006). O aumento das EROs em funcdo da respiracdo resultou em aumento dos danos
nas membranas verificados por meio do aumento do MDA, que é subproduto da peroxidacao
dos lipideos de membrana (Liu et al., 2009). Este aumento da peroxidacdo de lipideos
coincide com o aumento da lixiviacdo de solutos confirmando a ocorréncia de danos na
membrana. Nestas sementes também verificamos o aumento da atividade da SOD, a qual foi
eficiente em reduzir as EROs a niveis ndo tdxicos (menos toxicos) evitando danos ainda
maiores.

Por outro lado, quando a velocidade de aquisi¢do de agua foi reduzida para alcancar os
20%, a menor disponibilidade de oxigénio da solucdo pode ter impedido o aumento da
respiracdo. Deste modo, houve menor producdo de EROs e consequentemente menor
peroxidacdo de lipideos. No entanto, sem 0 aumento da atividade respiratoria 0 metabolismo
das sementes pode ter permanecido inalterado, justificando a reducdo da porcentagem de
germinacdo. Apesar de ter ocorrido menor peroxidacao de lipideos, o que significaria menores
danos de membrana, houve maior lixiviacdo de solutos. Desta forma, os resultados
demonstram que nem sempre a reducdo da velocidade de entrada de agua na semente impede
a ocorréncia de danos irreparaveis no sistema de membranas, garantindo a germinacao.

Os danos causados as membranas celulares das sementes imersas por 122 horas (¥ 0
MPa), para atingir o teor de 35% de agua, levaram ao aumento do extravasamento do

contetdo celular para 0 meio e & reducdo do vigor das sementes, 0 que resultou em
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porcentagens de germinacdo ainda menores, conforme ja demonstrado em outros trabalhos
(Weitbrecht et al., 2011; Ocvirk et al., 2014). Nas sementes imersas por 317 horas, a reducéo
da velocidade de aquisicao de agua e consequentemente o aumento do tempo de imerséo para
atingir o teor de 35% de agua afetou ainda mais a integridade das membranas, visto que nestas
sementes ocorreu o maior valor de lixiviados (0,264 uS cm™ g™). O aumento da lixiviagdo
ainda pode estar relacionado com a deterioracdo das sementes (Corbineau, 2012), visto o
extenso tempo de imersdo em solucdo com reduzida disponibilidade de oxigénio. Além disso,
a andlise ultraestrutural mostrou o rompimento das membranas de vacuolos que anteriormente
armazenavam agcucares, 0 que coincide com o aumento dos valores de lixiviados. Assim, com
uma menor fonte de energia para a manutencdo do metabolismo e crescimento do embrido,
ocorreram as menores porcentagens de germinacao (15%).

Nas sementes imersas por 122 horas (embebicdo em maior velocidade) a peroxidacéo
de lipideos foi reduzida em consequéncia do aumento da atividade da SOD e da POD, as
quais foram eficentes em controlar os niveis de EROs, mas ndo foi capaz de evitar aumento
dos lixiviados. Por outro lado, nas sementes imersas por 317 horas (embebicdo em menor
velocidade) o aumento da peroxidacdo de lipideos pode ter ocorrido em fungdo do aumento
das EROs causado por alteracdes nas membranas da mitocondria, conforme demonstrado por
Yin et al. (2009). Nestas sementes o0 sistema antioxidante parece nao ter sido suficiente para
controlar os niveis de EROs, visto 0 aumento da atividade apenas da POD, enquanto a SOD e
a CAT apresentaram baixa atividade. Desta forma, considerando que a mitocondria é uma
potencial fonte de O, e que a eliminacdo deste radical é realizada pela SOD (Mittler, 2002),
0s niveis de EROs se mantiveram elevados causando o aumento da peroxidagéo de lipideos.

A analise ultraestrutural das células do embrido possibilitou a visualizacdo dos danos
causados pelos longos periodos de imersdo das sementes. Os danos celulares que incluem

modifica¢fes na estrutura das mitocondrias, tais como a redugdo ou auséncia de cristas e
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desorganizacdo do sistema de membranas, podem levar a alteracdo da fosforilagdo oxidativa,
processo no qual ocorre a producdo de ATP (Frey e Mannella, 2000). Danos mitocondriais
semelhantes foram observados em sementes de Glycine max L. submetidas a embebicdo sob
baixas temperaturas (Yin et al., 2009). Os autores salientam que estes danos levam a baixa
disponibilidade de ATPs, visto que o eixo embriondrio ndo contém cloroplastos para o
processo de fotofosforilacdo e a mitocéndria consiste na principal fonte de energia durante a
embebicao.

Ainda, semelhante ao alagamento, a imersdo pelos longos periodos submeteu as
sementes a hipoxia mesmo com a utilizacdo de oxigenacéo artificial. Assim, além dos danos
mitocondriais houve também menor disponibilidade de oxigénio, os quais comprometeram a
producdo de ATPs, visto que o oxigénio € o aceptor final de elétrons na fosforilacdo oxidativa
(Gupta et al., 2009). Deste modo, a soma destes fatores reduziu a producdo de ATPs a um
nivel abaixo da demanda celular, comprometendo o metabolismo. A manutencdo do
metabolismo e até mesmo a sobrevivéncia sob hipoxia estdo diretamente relacionadas a
capacidade de produzir energia nesta condicdo (Shingaki-Wells et al., 2014). E deste modo,
podemos concluir que além da lixiviacdo de solutos e da ineficiéncia do sistema antioxidante,
a incapacidade de producdo de energia frente aos danos mitocondriais e a hipoxia levou a
reducdo da porcentagem de germinacdo das sementes de A. emarginata.

Deste modo, salientamos que para cada espécie € necessario determinar o tempo
maximo de imersdo que ndo provoque danos. Para espécies que adquirem agua lentamente,
como a A. emarginata, a imersdo das sementes até o término da fase de embebicgéo (fase 1),
causa danos principalmente nas mitocondrias € membranas celulares. Além disso, se a
velocidade de aquisicdo de &gua for reduzida, aumentando consequentemente o tempo para a
conclusdo da fase I, os danos sdo ainda maiores. No entanto, para sementes gque adquirem

agua mais rapidamente e cuja fase | é mais rapida, como a A. squamosa (5 horas) (Ferreira et
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al., 2002) e a A. cherimola x A. squamosa (36 horas) (Braga et al., 2010; Oliveira et al.,
2010), o tempo de imersdo até o término da fase | ndo é danoso e resulta em alta
germinabilidade. Em resumo a informacdo de que embebicao lenta até alcancar a fase lag da
curva de aquisicdo de agua provoca danos ultraestruturais e alteracbes no metabolismo de
sementes de A. emarginata explica as baixas porcentagens de germinacdo de certas espécies
qguando submetidas a longos periodos de imersdo, principalmente aquelas que ja apresentam

lenta aquisicdo de agua.

Financiamento: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP,

Processo 2012/24013-1.
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Tabela 1. Oxigénio diluido (mg L™) nas solucdes de imersdo das sementes de Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer ao atingir os diferentes teores de agua sob imersdo em ¥w 0
MPa e em WYw -1,2 MPa.

Oxigénio diluido (mg L™)
Meio de imersao

Teor de agua (%) ¥w 0 MPa Pw -1,2 MPa
15 3,69 Aa 2,23 Ba
20 3,06 Ab 2,04 Bb
35 1,17 Ac 0,46 Bc

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey & 5% de significancia.

Tabela 2. Condutividade elétrica (C.E. [uS cm™ g™]) nas sementes de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer ao atingir os diferentes teores de agua sob imersdo em ¥Yw 0 MPa e em
Yw -1,2 MPa.

Condutividade elétrica (uS cm™ g™7)
Meio de imersdo

Teor de agua (%) Yw 0 MPa Ww -1,2 MPa
10 (inicial) 0,007 Ad 0,007 Ac
15 0,047 Bc 0,090 Ab
20 0,072 Bb 0,091 Ab
35 0,165 Ba 0,264 Aa

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 3. Malondialdeido (nmol g* MS), Superéxido dismutase (U mg™ Proteina), e
Peroxidase (umol purpurogalina min™® mg™ Proteina) nas sementes de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer apds embebicdo sob imersdo em ¥Yw 0 MPa e em Yw -1,2 MPa, até 0s
diferentes teores de agua.

Meio de imersdo

Teor de agua (%) Yw 0 MPa Yw -1,2 MPa
Malondialdeido (nmol g MS)
15 9,5 Ab 9,4 Aab
20 11,7 Aa 8,7 Bb
35 7,4 Bc 10,5 Aa
C.V. (%) 6,82
Superoxido dismutase (U mg™ Proteina)
15 472,9 Bc 600,7 Aa
20 540,6 Ab 387,9 Bb
35 671,5 Aa 424,3 Bb
C.V. (%) 4,62
Peroxidase (umol purpurogalina min™ mg™ Proteina)
15 6,4 Bb 10,1 Ab
20 6,8 Bb 8,3 Ac
35 8,3 Ba 13,0 Aa
C.V. (%) 6,70

Meédias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, néo diferem entre si pelo
teste de Tukey & 5% de significancia.
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Tabela 4. Germinacéo (%), tempo médio de germinacdo (TMG [dias]) e indice de velocidade
de germinacdo (IVG) de sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer apos

embebicdo sob imersdo em Yw 0 MPa e em Ww -1,2 MPa, até os diferentes teores de dgua.

Meio de imersdo

Teor de agua (%) Yw 0 MPa Yw -1,2 MPa
Germinagao (%)
10 (inicial) 67 Aa 67 Aa
15 62 Ab 65 Aa
20 64 Aab 44 Bb
35 42 Ac 15 Bc
C.V. (%) 4,89
Tempo médio de germinacdo (dias)
10 (inicial) 24 Ab 24 Ac
15 25 Ab 25 Ac
20 30 Aa 31 Ab
35 30 Ba 45 Aa
C.V. (%) 6,34
Velocidade de germinagédo
10 (inicial) 1,54 Aa 1,54 Aa
15 1,69 Aa 1,41 Ba
20 1,18 Ab 0,76 Bb
35 0,74 Ac 0,17 Bc
C.V. (%) 8,26

Meédias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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nu

Figure 1. Ultraestrutura do eixo embriondrio das sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer antes da
embebicdo (A-C), apds 122 horas (D-F) e 317 horas de imersdo (G-1). (A) Visdo geral das células do eixo antes
da embebicdo e (D) apds 122 horas com paredes celulares espessas, (G) e ap6s 317 horas com paredes celulares
desuniformes. Setas indicam parede celular. (B, C) Ultraestrutura antes da embebicéo, nacleo (nu), mitocéndria
(mi) com cristas e membrana interna e externa distinguiveis, numerosos corpos lipidicos (Ib), grdos de amido
(st), e vacuolos de armazenamento contendo agUcares (va). (E, F) Mudancas ultraestruturais apds 122 horas de
imersao incluem maior abundancia de mitocéndrias, com formato irregular, cristas pouco desenvolvidas, e dificil
distingdo entre membranas interna e externa. (H, 1) Mudancas ultraestruturais apds 317 horas de imersao incluem
paredes celulares desuniformes (cw) com sinais de degradacgdo e rompimento de vaclolos de armazenamento de
acucares, maior abundancia de mitocdndrias, com formato irregular, cristas pouco desenvolvidas, e dificil
distincéo entre membranas interna e externa. Barras de escalas sdo 5 um (A, D); 0,6 um (B, E, H); 0,5 um (C, F);
2 um (G, ).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O fato das sementes permanecerem sob imersdo por longos periodos para atingirem
maiores teores de agua, sugere que o tempo de imersdo seja o responsavel pelo decréscimo
germinativo. No entanto, as alteracdes nas respostas metabolicas e germinativas ocorrem em
decorréncia da reducdo da disponibilidade de oxigénio no meio ao longo da embebicéo,
atingindo concentracfes proximas a anoxia (auséncia de Oy).

Desta forma, 0 meio de embebicdo em que as sementes alcangam a estabilizacdo da
curva (fim da embebicdo) altera as respostas no metabolismo e na germinacdo, em
decorréncia da variacdo na disponibilidade de oxigénio. Quando as sementes atingem o final
da fase de embebicdo (35%) entre papel umedecido (normoxia) a germinabilidade é mantida,
0 que nao ocorre quando o teor de 35% de agua ¢ atingido sob imersdo em solugdes com ¥Yw
0 MPa ou WYw -1,2 MPa (hipoxia) nas quais a germinabilidade é reduzida (42% e 15%,
respectivamente).

A espécie Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer ndo é tolerante a hipoxia, sendo a
concentracéo limite de tolerancia em torno de 2,23 mg L™ de oxigénio dissolvido no meio
aquoso.

A utilizacdo do sistema artificial de aeracdo deve ser avaliada quanto a quantidade de
oxigénio disponibilizada no meio de imersdo e sua capacidade em manter os niveis de
oxigenacéo, sem restricGes a0 metabolismo germinativo.

Tendo em vista a aplicacao pratica deste estudo, os resultados demonstram que quando
houver a necessidade de tratamentos de imersdo, como por exemplo a aplicacdo de
reguladores vegetais ou priming, deve-se estabelecer a curva de embebicdo com
monitoramento dos niveis de oxigénio e relacionar com a germinabilidade, sendo assim

possivel determinar o tempo de imersao durante os tratamentos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o fator limitante durante a
embebicdo de sementes em solugdes aquosas e que pode auxiliar a definir o tempo de imersao
¢ a determinacdo do nivel critico de disponibilidade de oxigénio, a fim de evitar danos

irreversiveis (ultraestruturais e metab6licos) que resultem em reducdo da germinabilidade.
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