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RESUMO

SOARES, Giuliana Cristina Mouréo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2012. Perda da tolerancia & dessecacdo em sementes de tento-carolina (Adenan-
thera pavonina L.) durante a germinacgédo Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias. Coorientador: Eduardo Euclydes de Lima e Borges

Ao longo da germinagédo, sementes ortodoxas tornam-se intolerantes a dessecacao e, por
isso, tém sido utilizadas em estudos que tentam elucidar as alteracdes bioquimicas e
estruturais associadas com a sensibilidade & dessecacdo. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a perda da tolerancia & dessecacdo (TD) durante a germinagdo de se-
mentes ortodoxas da espécie Adenanthera pavonina, através da sobrevivéncia das se-
mentes apos a secagem realizada em seguida de diferentes periodos de pré-embebig&o.
A TD foi gradativamente perdida ao longo da germinagédo, de modo que sementes com
raiz primaria com 1 mm de comprimento ndo sobreviveram apos sua secagem até o grau
de umidade inicial (13%). Pelas taxas de extravasamento de eletrdlitos verificou-se que
0 sistema de membranas de sementes em estagio avancado de germinagao (60 horas) foi
comprometido ap6s a secagem. Também foi observado que as atividades das enzimas
catalase, peroxidase e peroxidase do ascorbato ndo foram téo prejudicadas ap6s a seca-
gem quanto a enzima dismutase do superoxido. Em sementes frescas foram detectadas
trés classes de proteinas resistentes ao calor e houve reducdo na intensidade de suas
bandas com o avango da germinacdo. O conteudo relativo de DNA nuclear foi analisado
por citometria de fluxo, e verificou-se que a retomada do ciclo celular coincidiu com a

completa perdada TD.



ABSTRACT

SOARES, Giuliana Cristina Mouréo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Loss of desiccation tolerance in germinating Adenanthera pavonina seeds
Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Co-adviser: Eduardo Euclydes de
Lima e Borges

On germination, orthodox seeds become intolerant of desiccation. In this condition, the-
se seeds may be a useful model for studies of recalcitrance, in order to elucidate struc-
tural and biochemical attributes associated with desiccation sensitivity. Here, we evalu-
ated the loss of desiccation tolerance (DT) in Adenathera pavonina germinating seeds,
by following the ability of seeds to germinate after desiccation following various peri-
ods of preimbibition. DT was progressively lost during germination, and seeds with
radicle length of 1 mm did not withstand drying up to 13% of moisture content. By the
rates of electrolyte leakage, it was observed that membrane system was damaged when
60-hour imbibed seeds were dried. It was also observed that dehydration decreased the
activity of superoxide dismutase, however catalase, peroxidase and ascorbate peroxi-
dase activities remained unchanged. Three groups of heat shock proteins were detected
in fresh seeds, but with the progress of germination the number and intensity of its
bands declined. Relative DNA content assessment was done by flow citometry. These
analyses showed that the resumption of cell cycle coincided with the complete los of
DT.



1 INTRODUCAO

A tolerancia a dessecagdo (TD) € um mecanismo que possibilita organismos pas-
sarem por um processo rigoroso de secagem, e manterem suas atividades fisiologicas
quando reidratados (Alpert e Oliver, 2002; Bartels, 2005). Dentre as espermatofitas, esta
caracteristica é rara em organismos adultos, porém comum em gréos de p6len, esporos e
sementes (Bewley, 1979; Tweddle et al., 2003, Alpert, 2005).

A capacidade das sementes de tolerarem a dessecacdo é uma caracteristica fun-
cional integralmente relacionada ao processo de sucessao ecoldgica das espécies vege-
tais. De acordo com Tweddle et al. (2003), espécies pioneiras tendem a produzir semen-
tes tolerantes a dessecacdo e dormentes, possibilitando a formagéo de bancos de semen-
tes no solo em hébitats sazonais, sujeitos & seca. Em contrapartida, espécies ndo pionei-
ras tendem a produzir sementes sensiveis & dessecacdo e ndo dormentes, em habitats
Umidos e de baixa sazonalidade, persistindo no ambiente como banco de plantulas. A-
pesar das generalidades, sementes tolerantes a dessecacdo estdo presentes em locais
onde sementes sensiveis a dessecacdo ocorrem (Alpert, 2000).

Em relacdo a TD, as sementes podem ser classificadas em ortodoxas, intermedi-
arias e recalcitrantes (Hong e Ellis, 1996). Sementes ortodoxas sdo capazes de tolerar a
secagem, sendo possivel seu o armazenamento por longos periodos de tempo, em con-
dicOes de baixa umidade, sem que isso afete a sua capacidade de germinagdo (Roberts,
1973). Sementes recalcitrantes, por outro lado, ndo toleram a secagem e apresentam um
curto periodo de viabilidade, de no maximo poucos meses (Roberts, 1973), uma vez que
séo dispersas metabolicamente ativas e com elevado grau de umidade (Pritchard et al.,
2004). Sementes intermediarias toleram uma secagem moderada e sua viabilidade é
mantida por periodos de tempo intermediarios, de no maximo poucos anos (Ellis et al.,

1990; Hong e Ellis, 1996).



Em sementes ortodoxas, a aquisi¢cdo de TD ocorre durante seu processo de for-
magcdo, proximo a metade da fase de maturacéo. Durante a deposicéo de reservas, o grau
de umidade das sementes é gradualmente reduzido, promovendo uma redugdo do meta-
bolismo celular (Alpert e Oliver, 2002). Neste momento, sdo observadas alteragdes na
expressdo génica e em eventos metabdlicos (Golovina e Hoekstra, 2003; Illing et al.,
2005; Buitink et al., 2006; Angelovici et al., 2010), que permitem as sementes, apds a
dispersdo, tolerar periodos de seca prolongada.

A dessecagdo pode causar danos as células durante a remogdo de &gua das se-
mentes. A agua apresenta propriedades fisicas que a caracterizam como o solvente bio-
I6gico ideal. A retirada de &gua acarreta mudancas nas propriedades fisioldgicas e bio-
quimicas das células (Walters et al., 2002). Para que as sementes persistam tolerantes a
dessecacdo, trés tipos de danos devem ser reparados: 1) dano mecéanico associado com a
perda do volume celular; 2) desestabilizagdo ou perda da integridade das membranas
celulares; 3) estresse oxidativo relacionado ao metabolismo desordenado (Farrant, 2000;
Vicré et al., 2004)

Para prevenir ou minimizar danos causados pela dessecagéo, as sementes orto-
doxas ativam uma série de mecanismos. Os principais mecanismos utilizados sdo: ma-
nutencao das caracteristicas fisicas dos constituintes intracelulares, acimulo de reservas
insoluveis, desdiferenciagdo intracelular, reducéo da atividade metabdlica, presencga de
um eficiente sistema antioxidativo, sintese e acimulo de moléculas protetoras, manu-
tencdo do citoesqueleto e da integridade do DNA, e presenca e operagdo de um meca-
nismo de reparo de danos celulares causados durante a reidratacdo (Pammenter e Ber-
jak, 1999; Hoeskstra et al., 2001; Kermode e Finch-Savage, 2002).

Embora o oxigénio seja necessario para as reagdes metabolicas nas sementes

(Bewley e Black, 1994), este elemento possui elevador poder oxidante e prontamente



forma espécies altamente reativas (EROs) nas células (Farrant et al., 2007). As EROs
incluem o oxigénio singleto (*05), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o radical superoxi-
do (O2) e o radical hidroxila (OHe) (Farrant et al., 2007; Contreras-Porcia et al., 2010).
Durante a dessecacdo das sementes, observa-se um acimulo de EROs e radicais livres
nas células (Leprince et al., 1994; Ntuli et al., 2011), como produto da ruptura de plasti-
dios e do sistema de transporte de elétrons presente em mitocondrias (Ferreira e Abreu,
2007). Esses compostos podem causar danos a proteinas, lipidios e &cidos nucléicos,
causando danos permanentes em enzimas, cromossomos e membranas. A peroxidagao
lipidica reduz a fluidez das membranas celulares, interferindo na sua permeabilidade
seletiva durante a reidratacdo (Walters et al., 2002). Esses danos oxidativos podem ser
minimizados pela agéo de enzimas removedoras de radicais livres, como a dismutase do
superdxido, que realiza a dismutagéo do O, em H,O, e as demais enzimas responsaveis
pela eliminagdo do H,O,, como a catalase e as peroxidases (Gill e Tuteja, 2010). Essas
enzimas integram o sistema de defesa antioxidativo presente em sementes ortodoxas
(Pammenter e Berjak, 1999; Alpert, 2000; Kranner e Birti¢, 2005; Spano et al., 2011).
Em plantas, seis classes de proteinas resistentes ao calor (PRCs) tém sido repor-
tadas como atenuadoras de danos causados por estresse as células (Vierling, 1997; Efe-
oglu, 2009). As PRCs apresentam unidades monoméricas de baixo peso molecular (15 a
42 kD), mas séo capazes de se agrupar em oligdmeros de 9 a 30 subunidades, depen-
dendo da proteina (Vierling, 1997). Em sementes, as PRCs sdo associadas como um
mecanismo protetor contra danos causados por dessecagdo (Hoeskstra et al., 2001; Ka-
lemba e Pukacka, 2007, 2011). Muitos estudos mostram que a sintese das PRCs coinci-
de com a aquisi¢édo de TD durante o desenvolvimento de sementes ortodoxas (Wehme-
yer et al., 1996; Wehmeyer e Vierling, 2000; José et al., 2005). Foi sugerido que essas

proteinas atuam como chaperonas moleculares durante os processos de dessecacéo e



reidratacdo das sementes, interagindo com outras proteinas e prevenindo a agregacdo
inapropriada destas com outros compostos celulares, além de auxiliar no enovelamento-
desenovelamento correto das estruturas polipeptidicas (Hoeskstra et al., 2001; Buitink et
al., 2002).

Durante a germinagdo, a TD é progressivamente perdida nas sementes ortodo-
xas, e 0 ponto em que isso ocorre de forma irreversivel varia de acordo com a espécie
(Koster e Leopold, 2003; Corbineau et al., 2004; Faria et al., 2005; Vieira et al., 2010;
Guimarées et al., 2011).

De maneira geral, em sementes ortodoxas em processo de germinagéo, a transi-
¢éo do estado tolerante para o estado sensivel & dessecacdo coincide com a retomada do
ciclo celular (Osborne e Boubriak, 1994; Boubriak et al., 2000; Osborne et al., 2002). A
interfase, estadio que precede a divisdo celular, é divida em trés fases: Gi (pré-sintese),
S (sintese de DNA) e G, (pos-sintese). Na fase G; sdo encontradas células com conted-
do de DNA nuclear 2C, e na fase G,, células com DNA 4C, considerando a constante C
como o contetdo de DNA nuclear para a condi¢do hapldide. Foi sugerido que células na
fase G, (4C) sdo mais sensiveis a estresse do que células na fase G; (2C) (Sliwinska,
2003). As causas da perda de TD em sementes ortodoxas em processo germinativo nao
estdo completamente elucidadas, mas a replicagdo do DNA é apontada como um impor-
tante marcador da transicdo do estado tolerante para o estado sensivel a dessecagéo (Os-
borne et al., 2002).

Estudos com sementes recalcitrantes sdo de dificil execu¢do, devido a sua répida
perda de viabilidade durante o armazenamento. Tentativas de elucidar os eventos mole-
culares, fisiologicos e bioquimicos relacionados com a sensibilidade & dessecagdo séo
de grande importancia, uma vez que podem auxiliar na designagdo de estratégia de con-

servacdo de varias espécies de interesse que produzem sementes recalcitrantes. Semen-



tes ortodoxas em processo de germinagdo desenvolvem comportamento recalcitrante
(Sun, 1999) e, por isso, tém sido utilizadas em estudos que tentam compreender a tole-
rancia/sensibilidade a dessecacéo (Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005).

A espécie Adenanthera pavonina L. (carolina, tento-carolina, olho-de-dragéo,
falso-sandalo) pertencente a familia Fabaceae-Mimosidae, € nativa da Asia, mas obteve
boa adaptagéo no Brasil (Corréa, 1978). E uma espécie arbdrea semidecidua, tipicamen-
te tropical e de rapido crescimento (Lorenzi et al., 2003). Sua &rvore apresenta o cerne
de coloracdo vermelha e madeira de boa qualidade, tendo sido empregada como espécie
ornamental e na industria madeireira (Rocas, 2002). As sementes sdo utilizadas no arte-
sanato, devido a sua coloragdo vermelho brilhante (Lorenzi et al., 2003) e para fins me-
dicinais, devido as suas propriedades anti-inflamatorias e analgésicas (Olajide et al.,
2004; Ara et al., 2010 ). Produzidas em grande quantidade, as sementes apresentam
comportamento ortodoxo (Rocas, 2002) e possuem dorméncia devido a impermeabili-
dade do tegumento, que pode ser superada através do pesponte do tegumento (Silva et
al., 2009).

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a perda da TD em sementes
de Adenanthera pavonina durante a germinacéo; e como objetivos especificos: exami-
nar o conteldo de DNA nuclear, a integridade de membranas celulares, enzimas do sis-
tema antioxidativo e proteinas resistentes ao calor durante a perda da TD ao longo da

germinagéo.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

A coleta dos frutos maduros foi realizada em junho de 2011, na regido de Muria-
é, MG (21° 08’ S; 42° 22’ O). Ap0s a abertura das vagens, as sementes foram coletadas
e beneficiadas no Laboratério de Anélise de Sementes Florestais (LASF) do Departa-
mento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Apds o bene-
ficiamento, as sementes foram armazenadas em camara fria (5 °C/ 60% UR) até o inicio
dos testes.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdério de Sementes e no Laborato-

rio de Pés-Colheita, da Universidade Federal de Vigosa, MG.

2.2 Superacdo da dorméncia (tratamento pre-germinativo)
Como tratamento pre-germinativo para superacdo da dorméncia tegumentar, foi
realizado o desponte do envoltério com alicate, na regido lateral oposta ao hilo (Silva et

al., 2009).

2.3 Determinacéo do grau de umidade
O grau de umidade foi determinado através do método de estufa a 105 °C por 24
horas (Brasil, 2009), com quatro repeti¢des de 20 sementes. O célculo foi feito na base

Umida, sendo o grau de umidade expresso em porcentagem.

2.4 Germinacao
Apos a aplicacéo do tratamento pré-germinativo, as sementes foram imersas em
solucéio de Captan® 5%, por cinco minutos e, em seguida, quatro repeticdes de 25 se-

mentes, foram dispostas em rolos de papel umedecidos com &gua destilada (2,5 vezes o



peso do papel seco) e incubadas em germinador a 25 °C (16h de escuro/8h de luz) (Sil-
va et al., 2009). A germinacdo foi avaliada diariamente até o décimo quinto dia apés a
semeadura, e a porcentagem de geminagdo foi expressa com base no niimero de plantu-

las normais desenvolvidas.

2.5 Curva de embebicéo

Para a caracterizagdo do padrdo de embebicdo de agua pelas sementes, duas re-
peticdes de 12 sementes foram submetidas ao tratamento pré-germinativo e mantidas
nas mesmas condi¢des de germinacéo citadas anteriormente. Em seguida, cada semente

foi pesada individualmente por periodos regulares até a protruséo radicular.

2.6 Perda da TD durante a germinagao

Para avaliacdo da perda da TD durante a germinacéo, diferentes tempos de em-
bebicdo foram escolhidos com base nos resultados obtidos na curva de embebicéo, que
sdo: 0 (controle), 24, 36, 48, 60 e 81 horas (sementes com raiz primaria com 1 mm de
comprimento).

As sementes foram submetidas ao tratamento pré-germinativo e semeadas e, a-
pds cada periodo de embebicéo, foram transferidas para um telado acoplado em caixas
do tipo gerbox contendo silica gel ativada, a 20 °C, até que fosse atingido o grau de u-
midade inicial (tempo variavel de acordo com cada periodo prévio de embebicao).

O processo de secagem foi monitorado atraves de pesagens sucessivas das se-
mentes, até que o peso encontrado coincidisse com o peso desejado referente ao grau de

umidade desejado, por meio da expresséo proposta por Cromarty et al (1985):



M ud = (100 — U ;) x M, onde:

(100 - U y)

M .4 =massa da amostra (g) no grau de umidade desejado apds a secagem;
M i - massa da amostra (g) antes da secagem;
U i - grau de umidade (%) antes da secagem

U ¢=grau de umidade desejado (%) apds a secagem.

Apos o alcance do peso desejado, foi realizada a determinacdo da umidade para
confirmar a obtengdo do grau de umidade desejado.

Para garantir a secagem e a manutencdo do estado seco, apds a obtengdo do grau
de umidade inicial, as sementes secas foram armazenadas por 72 horas. Depois, foram
pré-umidificadas em atmosfera imida (100% de UR) a 25 °C, por 24 horas, sendo, pos-
teriormente, recolocadas nas condigdes iniciais de germinagdo. As sementes que reto-
maram o seu desenvolvimento e originaram plantulas normais foram consideradas tole-
rantes a dessecagdo. O tratamento controle foi constituido de sementes frescas, ou seja,
sementes que passaram pelo tratamento pré-germinativo e que ndo foram submetidas ao
processo de embebigdo/secagem citado anteriormente.

Foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 sementes por tratamento (tempos de

embebicdo + controle).

2.7 Avaliacédo do conteado de DNA nuclear
A quantificacdo do conteido de DNA nuclear foi realizada pela técnica de cito-

metria de fluxo. Para isso, eixos embrionarios de sementes frescas (controle) e nos tem-



pos de 24, 36, 48, 60 e 81 horas de embebicdo foram isolados, congelados e armazena-
dos em nitrogénio liquido, até 0 momento das analises.

As amostras foram levadas para o Laboratdrio de Citogenética e Citometria de
Plantas do Departamento de Biologia Geral da UFV, para o preparo das suspensdes nu-
cleares. Pontas de radiculas e raizes primérias foram submetidas ao processo de isola-
mento nuclear de acordo com a metodologia proposta por Carvalho et al. (2008), para
posterior analise no citbmetro de fluxo Partec PAS II/1II (Partec® Gmbh, Munster,
Germany). Para analise do nucleo corado com DAPI, foi usada uma lampada de mercu-
rio de alta pressédo (HBO-100 W) com filtros KG 1, BG 38 e GG 435. Cada suspenséo
nuclear foi processada no citdbmetro com pelo menos 5.000 nucleos. Cada tratamento

consistiu em trés repetigdes bioldgicas (um eixo embrionario por repeticéo).

2.8 Condutividade elétrica

A avaliagdo da integridade das membranas celulares das sementes, apds o pro-
cesso de embebicdo/secagem/pré-umificacdo, foi realizado pelo teste de condutividade
elétrica. As sementes foram embebidas por 24, 36, 48, 60 e 81 horas, secas até o grau de
umidade inicial, e pré-umidificadas, conforme descrito anteriormente. O controle con-
sistiu de sementes frescas pré-umidificadas.

O teste foi efetuado com quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento.
As amostras foram pesadas e colocadas em recipientes plasticos contendo 150 mL de
agua deionizada, por 24 horas, a 25 °C (ISTA, 1995). O extravasamento de eletrolitos
em cada solucéo foi determinado com um condutivimetro, e os resultados foram expres-

sos em pS.cm™.g™.



2.9 Avaliacéo do sistema de defesa antioxidativo enzimético

O efeito da secagem sobre as atividades das enzimas dismutase do superdxido,
catalase, peroxidase e peroxidase do ascorbato foi avaliado comparando-se as atividades
ap6s a embebicdo e apds o processo de embebicdo/secagem. As analises foram realiza-
das em eixos embrionérios de sementes que foram embebidas por 24, 36, 48, 60 e 81
horas (tratamentos controle), e ap6s a embebigdo, nestes mesmos tempos, e secagem até
0 grau de umidade inicial. Os eixos foram congelados em nitrogénio liquido e armaze-

nados a -20 °C até o inicio das analises.

2.9.1 Obtenc&o dos extratos enzimaticos brutos

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela homogeneizacdo de 200 mg
de eixos embrionarios em nitrogénio liquido, seguida da adicdo de 2 mL do meio de
extracdo constituido de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M , pH 6,8, &cido etilenodiami-
notetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivi-
nilpirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifu-
gado a 12.000 xg, por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato bruto na
determinacgdo das atividades enzimaticas, avaliadas em quatro repeticGes de cada trata-

mento.

2.9.2 Determinacéo da atividade da dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da dismutase do superoxido foi determinada pela adi¢do de 30 puL
do extrato enzimético bruto a 2,97 mL de meio de reagdo constituido de tampé&o fosfato
de s6dio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT)
75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reacdo foi con-

duzida a 25 °C, numa camara de reagdo sob iluminagdo de uma lampada fluorescente de
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15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apds 5 min de
exposicao a luz, a iluminacéo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotor-
reducdo do NBT, foi medida pela absorvancia a 560 nm. A absorvancia a 560 nm de um
meio de reagdo exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo,
serviu de branco e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminagdo (Gianno-
polis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

2.9.3 Determinagéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato enzi-
matico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de potassio 50
mM, pH 7,0 e H,0O2 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia a
240 nm, & temperatura de 25 °C, foi medido no primeiro minuto de reacdo. A atividade
enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™

(Anderson et al., 1995) e o resultado expresso em pmol min™ mg™ proteina.

2.9.4 Determinagéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 100 nL do extrato en-
zimético bruto a 2,9 mL de meio de reagdo constituido de tampé&o fosfato de potassio 25
mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvéncia a 420 nm, a 25 °C, du-
rante o primeiro minuto de reagdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance e Maehley, 1955) e expressa

em pumol min™ mg™ proteina.
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2.9.5 Determinagéo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)
A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adi¢édo de 100 pL
do extrato enzimético bruto a 2,9 mL de meio de reacéo constituido de tampéo fosfato
de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM e H,O, 1 mM. O decréscimo na
absorvancia a 290 nm, a 25 °C, foi medido durante o primeiro minuto de reagdo. A ati-
vidade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢cdo molar 2,8 mM?

cm™ (Nakano e Asada, 1981), e o resultado expresso em pmol min™ mg™ proteina .

2.9.6 Determinacao de proteinas
Os teores de proteinas dos extratos enziméaticos foram determinados pelo méto-

do de Bradford (1976), utilizando BSA como padréo.

2.10 Padréo eletroforético de proteinas resistentes ao calor

A deteccdo de proteinas resistentes ao calor foi realizada em eixos embrionarios
de sementes frescas (controle) e embebidas por 24, 36, 48, 60 e 81 horas. Para cada tra-
tamento, 100 mg de eixos embrionarios foram macerados em nitrogénio liquido até a
obtencéo de um pd fino. Em seguida, adicionou-se solucéo tampéo (50 mM Tris-HCL,
pH 7,5; 500 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 1 mM PMSF), na proporcéo de 1:10 (peso do
material: volume do tampdo de extracdo). Os homogeneizados foram centrifugados a
16000 xg por 30 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante incubado em banho-maria, a 85 °C,
por 15 minutos, sendo novamente centrifugado como citado acima. O sobrenadante foi
vertido em microtubos e o pellet, descartado. Antes da aplicagdo no gel, os tubos con-

tendo 70 pL de extrato + 40 pL de solugéo tampéo da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46
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g de SDS; 20 mg de azul de Bromofenol e completado o volume para 20 mL de tampdao
de extragdo Tris pH 7,5) foram colocados em banho-maria com agua em ebuli¢éo por 5
minutos. Foram aplicados 25 pL da amostra em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a
120 V, e os geis foram corados com solucdo de Coomassie Brilliant Blue 0,05% (Alfe-

nas, 2006), durante 12 horas, e descorados em solucao de acido acético 10%.

2.11 Anélise dos dados

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o inteira-
mente casualizado. A partir dos dados coletados, foram calculadas equagGes explicati-
vas e realizada a correlagdo dos dados, com o auxilio do programa Sigma Plot versdo
11. Além disso, os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e ao teste

de Tukey aos 5% de probabilidade, através do programa Sisvar versdo 5.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao do lote de sementes

As sementes de Adenanthera pavonina foram dispersas com reduzido grau de
umidade (aproximadamente 13%), caracteristica relacionada a espécies ortodoxas
(Hong e Ellis, 1996). O valor médio da porcentagem de germinacdo encontrado, apos a
superacdo da dorméncia tegumentar, foi de 94%. Esse elevado indice de germinagdo
parece ser um fator intrinseco a espécie, uma vez que outros trabalhos realizados com
sementes desta espécie encontraram valores de germinacdo semelhantes (Ribeiro et al.

2009; Rodrigues et al., 2009; Silva et al., 2009; Costa et al., 2010).
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Uma vantagem adaptativa de espécies que produzem sementes ortodoxas é que
estas sdo capazes de sobreviver a periodos de seca prolongada. A dorméncia tegumentar
estd estreitamente ligada a esta adaptacdo, uma vez que a barreira imposta pelo tegu-
mento atua como um modulador das interagfes entre as estruturas internas da semente e
0 ambiente externo (Souza e Marcos Filho, 2001). Além disso, em sementes de legumi-
nosas, o hilo atua como uma vélvula unidirecional que regula a entrada e saida de vapor
de agua, permitindo a manutencdo do menor grau de umidade alcangado pelas sementes

(Hyde, 1954).

3.2 Curva de embebicéo

O padréo de embebigdo encontrado para sementes de A. pavonina se ajustou a
uma equacdo sigmoidal logistica (Figura 1). Segundo Bewley e Black (1994), o proces-
so de absorgdo de agua pelas sementes segue um padrdo trifasico. A fase | é caracteriza-
da por uma rapida embebicéo, sequida de uma fase estacionéria, onde ocorre a reativa-
¢éo dos processos metabolicos (fase 1), que culmina com um novo aumento na absor-
céo de agua concomitante a protruséo radicular (fase I11).

Pela curva obtida, no entanto, a fase | ndo foi répida, tendo durado por aproxi-
madamente 48 horas. Embora o tratamento pré-germinativo tenha favorecido a absorgéo
de 4gua, o processo de embebicéo foi retardado devido ao lento amolecimento do tegu-
mento. Em muitas leguminosas, o tegumento atua como retardador da embebicéo e,
posteriormente, ndo mais impede a movimentacdo de agua para o interior da semente
(Souza e Marcos Filho, 2001). A fase 11 se estendeu por 24 horas, de modo que o inicio
da fase 111 aconteceu ap6s 72 horas de embebicéo. A duragdo de cada uma dessas fases
depende de caracteristicas inerentes a cada semente, como permeabilidade do tegumen-

to, tamanho da semente e composic¢éo do material de reserva (Bewley e Black, 1994).
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Figura 1 — Curva de embebigdo de sementes de Adenanthera pavonina apos aplicacéo
do tratamento pré-germinativo, a 25 °C (16h de escuro/8h de luz). As barras represen-
tam o desvio padréo. (Ajuste equacional significativo quando p<0,05).

A partir destes resultados, diferentes tempos de embebigdo foram escolhidos pa-
ra avaliar a perda da TD durante a germinacao, que foram: 0, 24, 36, 48, 60 e 81 horas
de embebicéo (Figura 2). O tempo de 81 horas foi escolhido para representar sementes
com 1 mm de raiz priméria, uma vez que neste tempo de embebicdo, dentre as sementes

que ja apresentavam protruséo radicular, 47% exibiam aquele comprimento de raiz.
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Figura 2 — Aspecto visual das estruturas externas e internas de sementes de Adenanthe-
ra pavonina. SF. Semente fresca 24 — 60 h. Sementes embebidas por 24, 36, 48 e 60
horas 81 h. Semente com raiz priméaria com 1 mm de comprimento. Escala: 1 mm.

3.3 Perda da TD durante a germinagéo

Os valores de germinacao relativos a perda da TD em sementes de A. pavonina
se enquadraram em uma equacao quadratica (Figura 3), e apresentaram correlagdo in-
versa e significativa em funcao dos diferentes tempos de embebicdo (coeficiente de cor-

relacdo: -0,939 p=0,00554).
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Com o progresso da embebicdo, a secagem das sementes até o grau de umidade
inicial promoveu reducéo da sobrevivéncia das mesmas, o que evidencia que o avango
do processo germinativo contribuiu para o aumento da sensibilidade a dessecacdo. A
reducdo da sobrevivéncia pode ter acontecido porque células sensiveis a dessecagdo,
quando secas, apresentam disturbios metab6licos provenientes do aumento da concen-
tracdo de solutos (sais, aminodcidos, acucares), alterando a forca idnica e o pH da solu-
¢édo intracelular, levando a desnaturacdo irreversivel de proteinas (Nedeva e Nikolova,
1997).

Nos estagios iniciais de germinagdo (24 e 36 horas), a secagem das sementes até
0 grau de umidade inicial (aproximadamente 13%), ndo promoveu danos significativos
as sementes (Tabela 1), que mantiveram indices de sobrevivéncia acima de 82%. A sen-
sibilidade & dessecacdo tornou-se evidente quando as sementes entraram na fase 11. A-
pds 48 horas de embebicéo, a germinacdo apds a secagem decaiu progressivamente e
ndo houve sobrevivéncia apds a secagem de sementes com raiz primaria com 1 mm de
comprimento.

Segundo Bewley e Black (1994), a tolerancia das sementes a dessecacéo diminui
com o decorrer das fases | e Il de embebicéo, e é perdida durante ou ap6s a fase I11. Esta
proposta concorda com os resultados encontrados para sementes de Adenanthera pavo-
nina, cuja perda da TD teve inicio na transicdo das fases | e Il, e foi perdida de forma
irreversivel em sementes com raiz priméaria com 1 mm de comprimento. Pereira (2011)
também verificou que sementes de Copaifera langsdorffii perderam a TD entre as fases
I e 11 de embebicédo, porém de forma mais severa. O autor descreve que nao haviam sido
encontrados relatos de espécies cujas sementes perderam a TD durante a transicdo das

duas primeiras fases de embebicéo.
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Figura 3 — Perda da tolerancia a dessecacdo em sementes de Adenanthe-

ra pavonina durante a germinacdo. Resultados de germinacdo expressos

pela porcentagem de plantulas normais obtidas ap6s as sementes serem

submetidas a diferentes tempos de embebicéo, seguida de secagem até o

grau de umidade inicial. (Ajuste equacional significativo quando p<0,05).

Tabela 1 — Grau de umidade de sementes de Adenanthera pavonina ap6s diferentes

tempos de embebicéo, e porcentagem de germinacao, expressa pelo nimero de plantulas

normais obtidas apds o processo de embebicdo e secagem das sementes até o grau de

umidade inicial, seguido de reidratacéo.

Tempo
(horas)

0
24
36
48
60
81

Grau de Umidade

(%0)
12,91
36,00
48,92
57,54
61,69
64,95

Germinacao

(%)
94 a
93 a
82 a
54,71 b
25,68 ¢
od

Médias acompanhadas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,5).
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De fato, para algumas espécies, o inicio da perda da TD acontece quando as se-
mentes se encontram em um estado metabdlico mais avangado, na transi¢do das fases Il
e I, conforme observado em sementes de Glycine max e Zea mays (Koster e Leopold,
1988), Pisum sativum (Reisdorph e Koster, 1999), Triticum aestivum (Miazek et al.,
2001) e Peltophorum dubium (Guimaraes et al., 2011).

Sabe-se que a capacidade de tolerar a dessecagéo difere entre os tecidos da se-
mente (Kermode e Fich-Savage, 2002). De acordo com Buitink (2003), a raiz primaria é
a primeira estrutura a tornar-se sensivel a dessecacéo. Em algumas espécies, no entanto,
esta estrutura persiste tolerante a dessecagdo apds a sua protrusdo, tornando-se sensivel
com o avango do seu comprimento. Esta situagdo foi observada em sementes de Sesha-
nia virgata (Masetto, 2008), Medicago truncatula (Faria et al., 2005), Solanum lycoper-
sicum, Abelmoschus esculentus e Pisum sativum (Lin et al., 1998).

Os resultados obtidos neste experimento com sementes de Adenanthera pavoni-
na, juntamente com os demais trabalhos citados, ilustram que a TD em sementes orto-
doxas € um mecanismo complexo e inerente a cada espécie. Além disso, corroboram a
proposta de Sun (1999), de que sementes ortodoxas em processo germinativo podem ser

utilizadas como modelos experimentais para estudos de sensibilidade & dessecagéo.

3.4 Conteudo de DNA nuclear

A perda da TD durante a germinacdo coincide com o nivel de atividade de célu-
las embrionérias, principalmente as da extremidade radicular (Osborne et al., 2002). O
crescimento da radicula é inicialmente governado pelo processo de expansdo celular.
Em seguida, geralmente ap6s a protrusdo radicular, observa-se o inicio da divisdo celu-

lar (Bewley e Black, 1994). A reativacdo do ciclo celular foi sugerida como um bom
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marcador para o desenvolvimento da perda da TD durante a germinagéo (Bewley,
1979).

Pelas andlises de citometria de fluxo em radiculas de sementes de A. pavonina
durante a germinacdo, foram detectados, principalmente, nlcleos com conteldo de
DNA 2C, 4C e 8C (Figura 4). Alteracdes acentuadas nestes conteidos foram encontra-
das em sementes frescas (recém dispersas) e apds a germinacdo, em raizes primarias
com 1 mm de comprimento (Figura 5).

Em sementes frescas, a maioria dos nucleos apresentou conteido de DNA 2C
(77%), e baixa quantidade de DNA 4C (5,8%), indicando que a maioria das celulas en-
contra-se retida na fase G, do ciclo celular (pré-sintese), e uma pequena parcela retida
na fase G, (pds-sintese). Esta € uma caracteristica prevalecente em sementes ortodoxas
(Bino et al, 1993; Castro et al., 2000; Vazquez-Ramos e Sanchez, 2003; Gendreau et
al., 2008), embora sementes de algumas espécies tenham sido dispersas com altos niveis
de DNA 4C (aproximadamente 40%) (Faria et al., 2005; Oliveira, 2009; Guimaraes et
al., 2011). Elevado contetido de DNA 2C também foi observado em sementes maduras
de espécies intermedidrias e recalcitrantes, como Castanea sativa (Bino et al., 1993),
Inga vera (Faria et al., 2004) e Coffea arabica (Silva et al., 2008), o que indica que as
relagdes entre a TD e os eventos do ciclo celular ainda sdo esparsas, e que diferentes
espécies possam ter desenvolvido mecanismos de controle exclusivos, adaptadas as ca-
racteristicas especificas de germinacéo e habitat (Vazquez-Ramos e Sanchez, 2003).

Os baixos niveis de DNA 4C em sementes frescas podem ser explicados pelo e-
feito da dessecagdo ao final do processo de maturagéo de sementes ortodoxas. Segundo
Deltour (1985), quando as sementes sdo desidratadas, o conteddo de agua em células

embrionarias decai rapidamente, consequentemente, o metabolismo é reduzido e a vis-
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cosidade citoplasmatica aumenta, inviabilizando a formacdo de estruturas complexas

necessarias para a atividade do ciclo celular.
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Figura 4 — Conteldo de DNA nuclear em radiculas de eixos embrionarios de Adenan-
thera pavonina ao longo e apds a germinagdo. (Ajuste equacional significativo quando
p<0,05).

Durante a germinacéo, poucas alteracdes nos conteidos de DNA 2C e 4C foram
observadas até as primeiras 60 horas de embebicdo. Apds este periodo, foi observada
uma reducéo no conteido de DNA 2C e aumento de DNA 4C, indicando que a replica-
¢do do DNA foi retomada na transigéo das fases Il e 11l de embebi¢do, momento ante-
cedente & protrusdo da radicula. Sabe-se que a embebicéo ndo ativa o ciclo celular de
imediato. Ao invés disso, tem-se um atraso até que a replicacdo do DNA torne-se evi-
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dente (Vazquez-Ramos e Sénchez, 2003). Esse atraso é necessario para que a integrida-
de do DNA, retido na fase G, seja reconstituida, através da operacdo de mecanismos de
reparo sobre danos causados por desseca¢do, armazenamento e embebicdo (Osborne e
Boubriak, 1994; Osborne et al., 2002). O aumento do conteudo de DNA 4C também
denota o progresso da germinagdo em sementes de Coffea arabica (Silva et al., 2008),
Leucaena leucocephala (Oliveira, 2009), Pinus banksiana e Hordeum vulgare (Sliwin-
ska, 2009). De maneira diferente, a replicacdo do DNA foi verificada em sementes de
Medicago truncatula ap6s a germinacdo, sendo observado aumento do contelido de
DNA 4C somente quando as raizes primérias atingiram 3 mm de comprimento (Faria et
al., 2005).

Em sementes de Adenanhera pavonina, a maior parcela de nicleos com DNA
4C foi observada em raizes primérias com 1 mm de comprimento, coincidindo com a
completa reducdo da capacidade das sementes tolerarem a dessecacgdo (Figura 6), evi-
denciada por uma correlacdo inversa e significativa entre a TD e o contetdo de DNA
4C (coeficiente de correlacéo: -0,853; p=0,0324). O aumento do conteido de DNA 4C
também foi correlacionado com a perda da TD em sementes de Leucaena leucocephala
(Oliveira, 2009), quando as sementes apresentaram 1 mm de raiz priméria. Em contra-
partida, a perda da TD precedeu a retomada do ciclo celular em sementes de Medicago

truncatula (Faria et al., 2005) e Peltophorum dubium (Guimaraes et al., 2011).
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Figura 5 — Histogramas de citometria de fluxo demonstrando o contetido de DNA nu-
clear em radiculas de sementes de Adenanthera pavonina antes e apds a germinagéo. A.

Sementes frescas. B. Raizes com 1 mm de comprimento.
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Figura 6 — Contetido de DNA 4C e perda da tolerancia & dessecagdo em semen-
tes de Adenanthera pavonina durante e apds a germinacdo. Resultados de ger-
minacgdo expressos pela porcentagem de plantulas normais obtidas de sementes
submetidas a diferentes tempos de embebicgdo e secas até o grau de umidade ini-
cial. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
aos 5% de probabilidade.

Deltour (1985) sugeriu que nucleos com conteido de DNA 4C (fase G;) sdo
mais sensiveis a estresses, como a dessecacao, do que nucleos com conteddo de DNA
2C (fase Gy). Isso porque células na fase G, oferecem maior alvo a fatores que induzem
mutacBes no material genético, como radiages e radicais livres (Bino et al., 1993).

Assim, para sementes de Adenanthera pavonina, o conteddo de DNA nuclear
pode ser utilizado como um sinalizador do progresso da germinagdo e da consequente

perda da capacidade das sementes de tolerar a dessecagéo.
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3.5 Integridade das membranas celulares

As membranas celulares sd@o compostas principalmente por proteinas e fosfolipi-
dios dispostos em uma camada fluida, cuja organizacdo molecular é estabilizada pela
relacdo entre os componentes da membrana e a agua (Marcos Filho, 2005). A permeabi-
lidade seletiva das membranas, que permite a retencdo de solutos no interior da célula,
perde sua eficiéncia durante a secagem (Alpert e Oliver, 2002). Assim, a intensidade de
liberacdo de exsudados depende diretamente do estado de organizagdo do sistema de
membranas celulares.

O teste de condutividade elétrica foi realizado para analisar indiretamente a inte-
gridade de membranas celulares em sementes de Adenanthera pavonina submetidas a
diferentes periodos de embebicdo e secagem até o grau de umidade inicial. Os resulta-
dos encontram-se na Figura 7.

Néo foi observada diferenca significativa na condutividade elétrica das solugdes
de sementes frescas e sementes secas apOs a embebicéo por até 48 horas. Houve aumen-
to significativo no extravasamento de eletrdlitos de sementes embebidas por 60 horas e
secas posteriormente. O valor maximo de condutividade elétrica obtido foi na solugéo
de sementes que apresentaram raiz primaria com 1 mm de comprimento e secas em se-
guida.

Os resultados obtidos nas andlises de condutividade elétrica e da sobrevivéncia
das sementes submetidas a diferentes tempos de embebigdo e secas até o grau de umi-
dade inicial se correlacionaram de forma inversa e significativa (coeficiente de correla-

cdo: -0,818; p=0,0469).
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Figura 7 — Condutividade elétrica e perda da tolerancia & dessecacéo
em sementes de Adenanthera pavonina submetidas a diferentes perio-
dos de embebigdo, seguida de secagem até o grau de umidade inicial.
Resultados de germinacdo expressos pela porcentagem de plantulas
normais obtidas ap6s a embebicéo e secagem das sementes (Ajuste e-
quacional significativo quando p<0,05).

Embora a perda da TD tenha iniciado na transi¢do das fases | e 11 de embebigéo
(36 e 48 horas), os dados de condutividade elétrica indicam que o sistema de membra-
nas das sementes manteve-se integro ap6s a embebigdo e secagem das sementes. Com o
progresso da embebicdo (60 horas), a capacidade das sementes tolerarem a dessecacéo
foi reduzida de forma acentuada, sendo esta capacidade completamente perdida apés a
germinacdo. Com base nos dados de condutividade elétrica, sugere-se que a estrutura
funcional das membranas celulares foi comprometida pela secagem das sementes, o que

pode ter favorecido a reducéo e a completa perda de TD. Resultados semelhantes foram
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observados em sementes de canola (Bagniewska-Zadwoma, 2008), ervilha, milho e soja
(Koster e Keopold, 1988), onde a perda da TD durante a germinagédo coincidiu com o
aumento da permeabilidade das membranas.

Por meio de analises ultraestruturais em sementes de Copaifera langsdorffii, Pe-
reira (2011) verificou que sementes embebidas por 144 horas, quando submetidas a se-
cagem, apresentaram danos a estrutura celular, com aparente desprendimento da plas-
malema em relagdo a parede celular, bem como lise de células. Vrios autores relataram
danos irrepardveis a estrutura celular quando da secagem de sementes em processo ger-
minativo (Guimaraes, 2009; Oliveira, 2009; Corbineau et al., 2004).

As membranas celulares sdo particularmente vulneraveis a danos durante a perda
da TD ao longo da germinagéo (Marcos Filho, 2005). Assim, em sementes, a integrida-
de das membranas é de importancia crucial para a manutencdo da viabilidade, de modo
que qualquer ruptura indevida, gerada durante a secagem, pode causar consequéncias
imediatas as sementes durante a reidratacdo (Kermode e Finch-Savage, 2002).

Dessa forma, sugere-se que a perda da TD em sementes de Adenanthera pavoni-

na possa estar relacionada a danos nas membranas celulares causados pela dessecagéo.

3.6 Andlise do sistema antioxidativo enzimatico

A dessecacdo das sementes promove um acimulo de EROs e radicais livres nas
células (Leprince et al., 1994; Ntuli et al., 2011), devido a ruptura de plastidios e da
cadeia de transporte de elétrons em mitocondrias (Ferreira e Abreu, 2007). Esses radi-
cais, em niveis elevados, sdo potencialmente tdxicos a integridade celular, sendo capa-
zes de induzir a oxidagéo e despolimerizacdo de &cidos nucléicos, a desnaturagdo de
proteinas e a peroxidagdo dos lipidios da membrana plasmética (Kranner et al., 2010).

Em funcéo disso, as sementes ortodoxas séo providas de um sistema de defesa antioxi-
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dativo (Pammenter e Berjak, 1999), para a manutencdo dos niveis homeostaticos desses
radicais.

Em sementes de Adenanthera pavonina, o sistema antioxidativo foi avaliado pe-
la atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POX) e peroxidase do ascorbato (APX). As analises foram realizadas em eixos embri-
onérios de sementes embebidas por diferentes periodos (controle), e apds a embebicéo e
secagem das sementes até o grau de umidade inicial.

A SOD é uma metaloenzima distribuida em diferentes compartimentos celulares:
mitocondrias, peroxissomos, citossol e, possivelmente, no espago extracelular (Alscher
et al., 2002). Constitui a primeira linha de defesa contra as EROs, realizando a dismuta-
¢éo do radical superoxido (O2") em oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio (H20-)
(Gill e Tuteja, 2010).

Os resultados da atividade da SOD encontram-se na Figura 8 e na Tabela 2.
Apos 36 horas de embebicéo, a atividade da SOD aumentou em aproximadamente 20%
e manteve-se constante até 60 horas de embebicdo. Em seguida, houve um aumento de
14% na atividade desta enzima, quando as sementes apresentaram raiz primaria com 1
mm de comprimento.

A partir das primeiras 36 horas de embebicéo, a secagem das sementes promo-
veu uma reducdo significativa na atividade da SOD (decréscimo médio de 35%). Apesar
do contetido de O, ndo ter sido avaliado no presente trabalho, sugere-se que mesmo
com a reducdo da atividade, a SOD minimizou, em certa parte, o efeito toxico dos radi-
cais O,  acumulados nas sementes secas apés 48 horas de embebicdo, uma vez que apos
a secagem o sistema de membranas permaneceu integro e a sobrevivéncia manteve-se

acima de 50%.
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Figura 8 — Atividade da dismutase do superoxido (SOD) em eixos embrio-
narios de sementes de Adenanthera pavonina embebidas por diferentes pe-
riodos (controle), e de sementes inicialmente embebidas e posteriormente
secas até o grau de umidade inicial (sementes secas). (Ajuste equacional
significativo quando p<0,05).

Tabela 2 — Atividade da dismutase do superdoxido (SOD) em eixos embrionarios de
sementes de Adenanthera pavonina embebidas por diferentes periodos (controle), e de
sementes inicialmente embebidas e posteriormente secas até o grau de umidade inicial
(sementes secas).

Atividade da SOD (U min™ mg™ proteina)

Periodos de embebicéo (horas)
24 36 48 60 81
Controle 1,170 Ca 1,407 Ba 1,384 Ba 1,397 Ba 1,601 Aa

Sementes 1,031 Aa 1,045 Ab 1,099 Ab 1,116 Ab 1,221 Ab
Secas

Médias acompanhadas de letras iguais na linha (maidsculas) ou na coluna (minusculas)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A partir das 60 horas de embebicéo, a integridade das membranas celulares foi
comprometida ap6s a secagem das sementes, e a capacidade de tolerar a dessecagao
decaiu acentuadamente (Figura 7). Provavelmente, a absorcéo de oxigénio pelas células
aumentou com o avango da embebicéo, elevando os niveis de O,". Com isso, a partir de
60 horas de embebicdo, a secagem das sementes promoveu acumulo de O, nas células,
devido & ineficiéncia da SOD na remog&o desses radicais apds a secagem.

Sabe-se que os radicais O,” em excesso podem gerar radicais hidroxilas (OHe),
através de reagBes do tipo Haber-Weiss, que sdo dez mil vezes mais rapidas do que a
dismutacdo do O, (Gill e Tuteja, 2010). O radical OHe é considerado o mais potente
oxidante celular sendo, provavelmente, o responsavel pela peroxidacdo de lipidios nas
membranas e pela destruigdo de varias macromoléculas celulares (Scandalios, 1993) e,
devido & auséncia de um mecanismo enzimatico para a eliminacdo deste radical, 0 ex-
cesso de OHe pode levar a morte celular (Gill e Tuteja, 2010). Por isso, sugere-se que a
reducdo na atividade da SOD possa estar relacionada a danos oxidativos nas células.

De acordo com Gill e Tuteja (2010), o excesso de H,O, nas células pode causar
danos ao metabolismo celular, uma vez que este composto é capaz de oxidar 0s grupos
tiol (-SH) de enzimas, inativando-as. O H,O, é removido do metabolismo celular pela
acéo da catalase, peroxidase e peroxidase do ascorbato (Arora et al., 2002).

A catalase é uma enzima tetrdmera que contém um grupo heme-protéico em ca-
da subunidade, e converte o H,O, em dgua e oxigénio molecular (Horvath et al., 2002).
A catalase é predominantemente encontrada nos peroxissomos, onde o H,O, é gerado
como subproduto da B-oxidacdo dos acidos graxos, fotorrespiragdo e catabolismo das
purinas (Gill e Tuteja, 2010).

Os resultados obtidos da atividade da enzima CAT encontram-se na Figura 9 e

Tabela 3. Ap6s 24 horas de embebicéo, a secagem das sementes reduziu em aproxima-
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damente 32% a atividade da CAT em relac&o ao controle. Porém, com o avanco da em-
bebicdo (aumento da sensibilidade & dessecagdo), a secagem subsequente ndo compro-
meteu a atividade da CAT, que permaneceu estatisticamente igual e até mesmo superior
ao controle em alguns tempos de embebicédo (48 e 60 horas).

A peroxidase (POX) é uma enzima que utiliza o H,O, para oxidar diferentes
substratos (Asada, 1992). Amplamente distribuida nos compartimentos celulares, a
POX encontra-se associada as paredes celulares, membranas celulares, organelas, vacu-
olos e citossol (Gill e Tuteja, 2010). Além de possuir uma distribuicdo mais ampla nas
células do que a da CAT, a POX apresenta menor massa molecular (35 kDa), permitin-
do uma mobilidade mais rapida onde sua agdo € requerida (Siegel, 1993).

Os resultados da atividade da POX encontram-se na Figura 10 e Tabela 4. O padréo
da atividade da POX, apds a embebicdo e secagem das sementes, foi muito semelhante a
obtida pela CAT. Apds a secagem, a atividade da POX foi estatisticamente igual e até
mesmo superior ao controle no tempo de embebicdo 48 horas.

A peroxidase do ascorbato (APX) realiza a eliminacdo de H,O, nas células utili-
zando o ascorbato como doador de elétrons para a reacdo (Asada, 1992). Esta enzima é
encontrada principalemte no citossol (Arora et al., 2002), podendo estar associada as

mitocondrias, peroxissomos e apoplasto (Mittler, 2002).
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Figura 9 — Atividade da catalase (CAT) em eixos embrionérios de sementes de
Adenanthera pavonina embebidas por diferentes periodos (controle), e de se-
mentes inicialmente embebidas e posteriormente secas até o grau de umidade
inicial (sementes secas). (Ajuste equacional significativo quando p<0,05).

Tabela 3 — Atividade da catalase (CAT) em eixos embrionérios de sementes de Ade-
nanthera pavonina embebidas por diferentes periodos (controle), e de sementes inicial-
mente embebidas e posteriormente secas até o grau de umidade inicial (sementes secas).

Atividade da CAT (umol min™ mg proteina™)

Periodos de embebicéo (horas)
24 36 48 60 81
Controle 682,441 Ba 547,784Ba 506,894 Bb 667,338 Bb  1097,752 Aa

Sementes 454,641 Bb 581,332 Ba 944,278 Aa 897,433 Aa 900,422 Aa
Secas

Médias acompanhadas de letras iguais na linha (maidsculas) ou na coluna (minusculas)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os resultados obtidos da atividade da APX encontram-se na Figura 11 e Tabela
5. A atividade da APX ndo foi comprometida quando as sementes foram embebidas por
até 60 horas e secas até aproximadamente 13% de umidade. No entanto, quando as se-
mentes com raiz primaria de 1 mm foram secas, foi observado uma redugdo em aproxi-
madamente 34% na atividade da APX.

Segundo Mittler (2002), a APX possui maior afinidade pelo H,O, (uM) em rela-
¢do & CAT e a POX (mM). No entanto, no presente trabalho, a atividade da CAT foi
superior as atividades da POX e APX, o que indica que a CAT foi a enzima mais atuan-

te na remocdo do H,O, do metabolismo celular.
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Figura 10 — Atividade da peroxidase (POX) em eixos embrionarios de se-
mentes de Adenanthera pavonina embebidas por diferentes periodos (con-
trole), e de sementes inicialmente embebidas e posteriormente secas até o
grau de umidade inicial (sementes secas). (Ajuste equacional significativo
quando p<0,05).
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Tabela 4 — Atividade da enzima peroxidase (POX) em eixos embrionarios de sementes
de tento-carolina hidratadas por diferentes periodos (controle), e de sementes inicial-
mente hidratadas e posteriormente secas até o grau de umidade inicial (sementes secas).

Atividade da POX (umol min™ mg™ proteina)

Periodos de embebicéo (horas)

24 36 48 60 81
Controle 44,335 Ca 47,086 Ca 46,947 Cb 86,929 Ba 166,036 Aa
Sementes 47,228 Da 55,414 CDa 80,188 BCa 100,665 Ba 177,664 Aa

Secas

Médias acompanhadas de letras iguais na linha (maidsculas) ou na coluna (minusculas)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 11 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) em eixos embri-
onérios de sementes de Adenanthera pavonina embebidas por diferentes
periodos (controle), e de sementes inicialmente embebidas e posteriormen-
te secas até o grau de umidade inicial (sementes secas). (Ajuste equacional
significativo quando p<0,05).
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Tabela 5 — Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) em eixos embrionarios
de sementes de tento-carolina hidratadas por diferentes periodos (controle), e de semen-
tes inicialmente hidratadas e posteriormente secas até o grau de umidade inicial (semen-
tes secas).

Atividade da APX (umol min™ mg™ proteina)

Periodos de embebicédo (horas)

24 36 48 60 1 mm
Controle 8,31 Ca 4,94 Ca 4,86 Cb 16,996 Ba 34,742 Aa
Sementes 4,76 Ca 7,004 Ca 10,492 BCa 18,301 Aa 22,932 Ab

Secas

Médias acompanhadas de letras iguais na linha (maitsculas) ou na coluna (minusculas)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a manutencdo dos niveis homeostéaticos das EROs nas células é necesséario
que as enzimas SOD, CAT, POX e APX atuem de forma conjunta e integrada (Mittler,
2002). Embora as atividades das enzimas CAT, POX e APX néo tenham sido prejudi-
cadas pela secagem das sementes, provavelmente o desequilibrio entre as atividades
destas enzimas e a da SOD possa ter auxiliado no acimulo de EROs ap6s a secagem.
De acordo com Leprince et al. (1994), a transi¢do do estado tolerante para o estado sen-
sivel a dessecacdo, durante a germinacdo de sementes ortodoxas, pode estar relacionada
com o acumulo de EROs nas células. Por isso, sugere-se que a perda da TD em semen-
tes de Adenanthera pavonina possa estar relacionada a falhas no sistema antioxidativo
enzimético.

Em sementes de milho, houve reducdo significativa nas atividades da SOD e
POX quando sementes embebidas por 48 horas foram secas até 10% de umidade, con-
comitante com o inicio da perda da TD (Leprince et al., 1990). Sementes de Sesbania
virgata com raiz priméria com 3 mm de comprimento apresentaram reducdo na ativida-
de da CAT quando foram secas até 10% de umidade, e houve redugdo de 75 pontos per-

centuais na sobrevivéncia das sementes (Costa, 2011).
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O sistema antioxidativo j& foi amplamente estudado durante a aquisi¢cdo de TD
em sementes ortodoxas (Bailly et al., 2001; Brandao Junior, 2002; VVarghese e Naithani,
2002; Wu et al., 2009; Pukacka e Ratajczak, 2010; Spano et al., 2011). No entanto,
trabalhos sobre a relagdo deste sistema com a perda da TD durante a germinacdo sdo
mais escassos (Leprince et al., 1990; Costa, 2011), 0 que representa um campo promis-

sor para pesquisas futuras acerca das limitagdes da TD.

3.7 Avaliacdo das proteinas resistentes ao calor

Em sementes ortodoxas, as proteinas resistentes ao calor (PRCs), juntamente
com as proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), sdo associadas ao mecanismo
protetor contra danos causados por dessecagdo (Pammenter e Berjak, 1999; Wehmeyer
e Vierling, 2000; Kalemba e Pukacka, 2007). As proteinas LEA possuem uma grande
quantidade de residuos polares em suas estruturas e, durante a dessecagdo, promovem a
estabilizacdo de macromoléculas celulares através de ligagbes de hidrogénio (Hoeskstra
et al., 2001). J& as PRCs atuam, principalmente, como chaperonas moleculares, cuja
funcéo é garantir a manutencéo e proteger a estrutura desenovelada de proteinas durante
e apos a dessecacdo, impedindo que elas se agreguem de forma inapropriada (Efeoglu,
2009). Tanto as proteinas LEA quanto as PRCs sdo acumuladas durante o desenvolvi-
mento das sementes, antes ou durante o processo de secagem ao final da maturacgéo
(Blackman et al. 1991; Farrant et al., 1993; Wehmeyer et al., 1996; Jose et al., 2005).

O padrdo eletroforético de PRCs em eixos embrionarios de sementes de Adenan-
thera pavonina encontra-se na Figura 12. As analises foram realizadas em sementes
frescas e ao longo da germinacéo.

Em sementes frescas, foram detectadas quatro fragGes protéicas com pesos mo-

leculares de aproximadamente 98, 96, 66 e 35 kDa, de modo que as trés primeiras apre-
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sentaram-se de forma robusta e a Ultima em menor intensidade. Sementes de Sesbania
virgata (Costa, 2001) e milho (José et al., 2005) também apresentaram quatro fracGes de
PRCs; enquanto sementes de Acer platanoides e A. pseudoplatanus apresentaram, res-
pectivamente, duas e trés fracdes de PRCs (Kalemba e Pukacka, 2011), o que indica que

a distribuicdo dessas proteinas pode variar entre espécies.

~ 98 kDa
~ 96 kDa

~ 66 kDa

~335kDa

M SF 24h 36h 48h 60h 8lh

Figura 12 Padréo eletroforético de proteinas resistentes ao calor de eixos embrionarios
de sementes de Adenanthera pavoninai. M. Marcador molecular SF. Sementes frescas
24 — 60 h. Sementes embebidas por 24, 36, 48 e 60 horas 81 h. Sementes com raiz pri-
maria com 1 mm de comprimento.

De acordo com seus pesos moleculares, as PRCs podem ser classificadas em seis
grupos: PRCs100, PRCs90, PRCs70, PRCs60, pPRCs (pequenas PRCs — 17 a 30 kDa) e
ubiquitinas (8,5 kDa) (Kalemba e Pukacka, 2007). Em sementes de A. pavonina foram
encontradas trés classes, PRCs90, PRCs60 e pPRCs.

As proteinas da classe PRCs90 predominam no citoplasma e atuam na manuten-
¢do da conformagcdo das estruturas protéicas, mas também possuem papel-chave na rede
de transducdo de sinais, degradacdo e transporte de proteinas. Tanto as proteinas da

classe PRCs60 como as da classe pPRCs atuam como chaperonas moleculares, no en-
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tanto, aquelas sdo encontradas em mitocondrias e cloroplastos, e estas estdo associadas
ao nucleo, citoesqueleto e membranas celulares (Efeoglu, 2009; Mahmood et al., 2010).

Ap0s 24 horas de embebicdo, houve uma leve reducdo na intensidade das bandas
das trés classes de PRCs, que permaneceram estaveis até as 48 horas de embebicéo.
Ap0s 60 horas, as classes PRCs90 e pPRCs reduziram de forma mais acentuada, e ndo
foram detectadas em sementes com raiz primaria com 1 mm de comprimento, que apre-
sentaram tragos da classe PRCs60 .

Em sementes de A. pavonina, o aumento da sensibilidade a dessecacéo coincidiu
com a reducdo dos niveis de PRCs a partir das 60 horas de embebicdo, uma vez que
apds a secagem, a sobrevivéncia das sementes decaiu para 25% e ndo houve sobrevi-
véncia apds a secagem das sementes com raiz primaria com 1 mm de comprimento.
Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de Sesbania virgata (Costa,
2011) e Medicago truncatula (Boudet et al., 2006), onde o decréscimo dos conteudos de
PRCs também coincidiu com a reduc¢do na capacidade das sementes de tolerar a desse-
cacao.

A partir das 60 horas de embebicéo, a redugéo da disponibilidade das proteinas
PRCs90, PRCs60 e pPRCs pode ter favorecido a desnaturagéo e degradacdo de protei-
nas celulares apds a secagem das sementes, provavelmente devido a falhas no sistema
de manutencédo e reconfiguragdo das estruturas protéicas. Por isso, propde-se que em
sementes de Adenanthera pavonina a perda da TD possa estar relacionada com a redu-

¢éo dos niveis de PRCs.
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4. CONCLUSOES

A perda da tolerancia & dessecagdo em sementes de Adenanthera pavonina co-
mega nos estagios iniciais de germinacdo, sendo totalmente perdida ao término da ger-
minagao.

Em sementes de A. pavonina, houve correlagdo entre a perda da tolerancia a des-
secagdo apos a germinagao e a retomada do ciclo celular em células da radicula.

A integridade celular de sementes de A. pavonina em processo germinativo foi
comprometida pela secagem, devido a falhas de mecanismos protetores, como o sistema
antioxidativo enzimatico e as proteinas resistentes ao calor.

O padréo de perda de tolerdncia & dessecacdo observado em sementes de A. pa-
vonina, em processo germinativo, pode ser utilizado como modelo em estudos de sensi-

bilidade a dessecacao.
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