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RESUMO

A literatura apresenta uma gama de trabalhos que exploram aspectos diversos
relacionados com sementes de carater agrondémico. Entretanto, ainda had uma
infinidade de espécies florestais que carecem de informagbes sobre sua
maturacao. Sesbania virgata é uma espécie da familia Fabaceae, e por possuir
crescimento rapido e, rusticidade, entre outros fatores, € comumente utilizada
em programas de reflorestamento, sendo suas mudas produzidas principalmente
por sementes. Assim, os estudos relacionados a biologia de sementes dessa
espécie sdo importantes como base para sua propagacdo e conservagdo. O
presente trabalho abordou aspectos morfoldgicos, fisiolégicos e moleculares da
aquisicdo da tolerancia a dessecacdo em sementes de S. virgata durante o
processo de maturacdo. ApOs a marcacdo de flores em campo, foram coletados
frutos em diferentes estadios de maturacéo para a caracterizacao da aquisicao da
tolerancia a dessecagdo, envolvendo caracterizagdo fisica de frutos e sementes,
microscopia, estudos histoquimicos, e perfil eletroforético de proteinas totais e
resistentes ao calor. As sementes atingem o maximo de massa fresca aos 44 dias
apos a antese (DAA). Aos 85 DAA, as sementes estdo completamente maduras,
possuindo em média 6,3% de contelido de dgua. Também foi possivel observar
deposicdo de lignina nos tegumentos ao final da maturacdo e acumulo de
proteina. A tolerdncia a dessecacdo foi evidenciada aos 44 DAA, no entanto, a
obtencdo de plantulas normais ap6s a secagem so foi possivel a partir de 75
DAA. Nos estadios iniciais ndo foi possivel observar acimulo de proteinas totais
e resistentes ao calor, entretanto, a partir de 32 DAA iniciou-se a formagéo de
proteinas totais e resistentes, permanecendo constantes em abundancia até o fim
da maturacdo. Estes resultados permitiram caracterizar o desenvolvimento e a
aquisicdo de tolerancia a dessecacdo em sementes de S. virgata.

Palavras-chave: Semente ortodoxa. Dessecacdo de sementes. Maturacéo.



ABSTRACT

There are large amount of studies exploring diverse aspects related with
agronomic seeds, however there is a lack of information about the forest seeds.
Sesbania virgata is a tree species from the Fabaceae family and, due to its fast
development and rusticity, among other factors, is normally used on
reforestation programs, being the seedlings produced mostly from seeds. Thus,
studies related to S. virgata seed biology are important as background for its
propagation and conservation. This study addressed the morphological,
physiological and molecular aspects of the desiccation tolerance acquisition on
S. virgata seeds during the maturation process. After marking flowers on field,
were collected fruits on different maturation stages for the desiccation tolerance
acquisition tests, involving the physical characterization of fruits and seeds,
microscopy, histochemical studies and the electrophoretic profile of total and
heat resistant proteins. The seeds reached the highest fresh mass at 44 days after
the anthesis (DAA). At 85 DAA, seeds are completely mature, with an average
of 6.3% of water content. It was also possible to observe the lignin deposition at
the end of the maturation and protein accumulation. The desiccation tolerance
was observed at 44 DAA, however, only was observed normal seedlings
formation after 75 DAA. In the firsts stages was not observed protein
accumulation, but after 32 DAA was initiated the synthesis of both total and heat
resistant proteins, being constant in its abundance until the end of the
maturation. These results allowed to characterize the seed development and the
desiccation tolerance of S. virgata.

Keywords: Orthodox seed. Desiccation seeds. Maturation.
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1 INTRODUCAO

S4o varios os estudos relacionados a morfologia de sementes de espécies
agrondmicas, como soja, milho, arroz e trigo (MARCOS FILHO, 1979;
MARCOS FILHO, 1980; FANCELLI; DOURADO-NETO, 1997; FONSCECA
et al., 2007; FONSCECA et al., 2015; HAMADA, 2000; ). Entretanto, muitas
espécies florestais nativas ainda ndo possuem a caracterizacdo do
desenvolvimento de suas sementes. Para Beltrati (1984), a identificacdo de
espécies presentes no banco de sementes do solo pode contribuir para a melhor
compreensdo da regeneragdo e sucessdo vegetal nos ecossistemas. Os
conhecimentos dos aspectos morfolégicos sdo necessarios para as analises de
identificacéo e certificagdo da qualidade das sementes (OLIVEIRA; PEREIRA,
1984).

O desenvolvimento de sementes ortodoxas pode ser dividido em trés
estadios: embriogénese; deposicdo de reservas e a dessecacdo. O
desenvolvimento compreende uma série ordenada de alteracGes fisiologicas e
morfoldgicas, sendo controladas geneticamente. Estas modificagdes
proporcionam um répido crescimento de estruturas internas, havendo ainda,
adaptacOes fisiologicas que em alguns casos culminam com a inducdo do
embrido a dorméncia. Na fase de dessecacdo, hd a acdo de mecanismos de
protecdo e reparo, preservando a integridade dos compostos celulares, evitando
danos irreversiveis, mantendo as sementes sadias até o momento da dispersao
(BEWLEY etal., 2013).

As sementes podem ser classificadas em relagdo a tolerdncia a
dessecacdo (TD) e ao armazenamento em dois grupos distintos, ortodoxas e
recalcitrantes (ROBERT, 1973). A TD pode ser definida como a capacidade
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celular de um organismo de tolerar a perda de agua a niveis extremos, sem que
haja danos irreversiveis as células, por meio de reducdo metabodlica, e na
presenca de &gua, retornar suas fung¢des normais (BUITINK; LEPRINCE, 2008).

Tunnacliffe e Wise (2007) afirmam que as espécies apresentam
variacBes no grau de TD. Isso ocorre devido as diferengas que ocorrem na
estrutura fisica de suas matrizes internas, que envolvem interacBes de &cidos
organicos, aminodcidos, acUcares e proteinas que sdo produzidas durante a
maturagdo, sendo associadas a diversas macromoléculas, impedindo a
desnaturacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2008). Proteinas resistentes ao calor
tém sido relatadas em estudos, relacionadas a protecdo contra danos causados
por estresses. Entre as classes destas proteinas, destacam-se as Late
Embryogenesis Abundant (LEA) (FARRANT; MOORE, 2011). O estudo do
desenvolvimento de sementes pode contribuir para a compreencdo de seu
processo de maturagdo, conhecendo suas possiveis alteracbes metabolicas e
estratégias de sobrevivéncia.

Diante do exposto, objetivou-se estudar os aspectos morfoldgicos,
fisiologicos, moleculares e a aquisicdo de tolerdncia a dessecacdo durante a

maturacgao de sementes de Sesbania virgata.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacdo da espécie

Sesbania virgata pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae. O
género Seshania é constituido por cerca de 500 espécies, com ocorréncia nos
tropicos e subtrépicos (SHUGUANG et al., 2009). Ocorrem em diferentes
ambientes como planicies, zonas Umidas e semiaridas (SHARMA et al., 2005).
As espécies apresentam habito herbaceo, arbustivo e arbéreos (arvores de
pequeno e médio porte).

O género Sesbania é caracterizado por possuir espécies tolerantes a
solos pobres com alto indice de metais pesados, e elevado nivel de
adaptabilidade quando submetidas a estresses bidticos e abidticos (YANG et al.,
2003; SAHI et al., 2007). Ha espécies de sesbania com o potencial para a
utilizacdo no consoércio com cultura anuais, como o arroz irrigado, por tolerar
ambientes muito Umidos e pela capacidade de fixar grandes quantidades de N,
atmosférico (JAMES et al., 2001; CUMMINGS et al., 2009).

Sesbania virgata é popularmente conhecida pelos nomes sesbania,
feijdozinho, sarazinho e méae-José. Segundo Aradjo et al., (2004), é um arbusto
gue chega a alcancar 6 metros de altura, com 25 cm de DAP e sua copa pode
medir até 5 metros de didmetro. Possui ciclo de vida curto, de 8 a 9 anos, capaz
de competir com gramineas, se desenvolvendo naturalmente em terrenos
Umidos, bem adaptada a areas alagaveis, podendo ser encontrada em margens de
rios, lagos e represas, predominantemente em solos argilosos e arenosos.
Sesbania virgata possui um rapido crescimento e rusticidade, apresenta

potencial para plantios visando a recuperacdo de areas degradadas e matas
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ciliares (DELARMELINA et al., 2014), (CHAVE et al., 2003), além de trazer
beneficios fisicos para o solo com a alta ramificacdo de seu sistema radicular,
prevenindo assim a erosdo (ZANANDREA et al., 2009).

Santos et al. (1997) relatam a espécie como ocorrendo naturalmente no
Brasil, entretanto, a maior ocorréncia do género se da no continente africano.

No Brasil, distribui-se pelas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
apresentando intensa floracdo desuniforme em um mesmo individuo (POTT;
POTT, 1994). Habita marcantemente matas de galerias em regiGes tropicais e,
segundo Potomati e Buckeridge (2002), associa-se com estagios iniciais de
sucessao ecologica. A espécie ainda possui boa rebrota da cepa apds corte ou
incidéncia de fogo. Coutinho (2005) relata o significativo papel ecolégico da
espécie de apresentar simbiose radicular com rizébio e de proporcionar boa

disponibilidade de sementes.

2.2 Desenvolvimento de sementes

As sementes sdo estruturas dispersas pela planta-mde e em muitas
espécies florestais as sementes ndo s6 desempenham papel propagativo, mas
também como reservatério genético, quando as mesmas sdo armazenadas,
preservando as caracteristicas de sua espécie.

A embriogénese, o acumulo de reservas, como carboidratos, lipidios e
proteinas, e posteriormente a secagem durante a maturacdo, sdo 0s estagios
tipicos no desenvolvimento de sementes ortodoxas. O desenvolvimento das
sementes esta ligado a uma série ordenada de alteracBes bioquimicas,

fisiologicas, fisicas e morfologicas, sendo estas modificagdes, controladas
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geneticamente ocorrendo ap6s a fecundagdo do 6vulo até o instante em que as
sementes se desligam da planta.

A formagdo da semente inicia com divisbes mitéticas, seguidas de
diferenciagdo. Posteriormente, segue-se a fase de expansao celular e acimulo de
reservas. No desenvolvimento, ha significativas adaptacdes fisioldgicas que em
alguns casos pode induzir o embrido a dorméncia, incluindo o acimulo de acido
abscisico (ABA) previnindo a germinagdo precoce. Neste momento, 0s eventos
da maturacdo requerem a expressao coordenada de inUmeros genes em resposta
ao ABA. A medida que a semente vai dessecando, ha a ativagio de mecanismos
de protecdo e reparo, preservando a integridade dos compostos celulares,
evitando danos irreversiveis, mantendo as sementes sadias até o momento da
dispersdo (BEWLEY et al., 2013).

2.3 Tolerancia a dessecacgéo (TD)

TD é a capacidade celular de um organismo de tolerar a perda de agua a
niveis criticos, por meio de reducdo metabdlica, sem que haja danos irreversiveis
as células. Quando novamente na presenca de agua, retomam suas fungoes
normais (BUITINK; LEPRINCE, 2008).

Roberts (1973) classifica as sementes em dois grupos em resposta a
secagem e ao armazenamento. As sementes recalcitrantes possuem elevado grau
de umidade no momento da disperséo, ndo tolerando a dessecacao e, sobrevivem
por curtos periodos. Outra caracteristica marcante € sua sensibilidade a baixas
temperaturas, ndo podendo, geralmente serem armazenadas abaixo de 15° C
(PAMMENTER; BERJAK, 1999).
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Tolerando niveis que podem chegar a 5% de seu contetido de &gua, as
sementes classificadas como ortodoxas permanecem viaveis por longos periodos
de armazenamento, em temperaturas subzero. Estas sementes possuem
capacidade de sobrevivéncia em ambientes com pouca ou nenhuma
disponibilidade de 4gua (HOEKSTRA; GOLOVIN; BUITINK, 2001). No final
da fase de maturacdo, sementes ortodoxas dependem do processo de dessecagao
para direcionar suas rotas metabolicas para a germinagdo (BARBEDO;
MARCOS FILHO, 1998).

Ellis et al. (1990) descreveram ainda uma terceira categoria de sementes,
as “intermediarias”. Estas sementes, apds a dispersdo, sdo relativamente
tolerantes a dessecagdo. Entretanto, ndo acompanham o comportamento das
ortodoxas com relagdo & agua, ou seja, ndo suportam a remogao de agua a niveis
tdo baixos. Geralmente espécies intermediarias suportam o armazenamento por
periodos médios e sdo frequentemente sensiveis ao frio.

A TD é uma habilidade que pode ser encontrada em bactérias, fungos,
protozoarios, nematoides, rotiferos e tardigrados (ALPERT, 2006). Dentro do
reino vegetal, € comum em algas, briofitas e estruturas reprodutivas das plantas
superiores como graos de pdlen e sementes (OLIVER; TUBA; MISHLER,
2000). Para estes organismos, a TD é uma caracteristica crucial para sua
sobrevivéncia, sendo a TD uma evolucdo da sensibilidade, onde a necessidade
de tolerar condicOes desfavoraveis (falta de agua) foi sendo superada com a
adaptacdo destes organismos (TWEDDLE et al., 2003).

Apos a dispersdo, as sementes ortodoxas permanecem no solo até haver
disponibilidade de &gua e de condigdes para a germinagdo. Havendo condigdes
favoraveis para a germinagdo, a semente inicia o processo de embebicdo assim,

sendo capaz de manter a TD por um periodo determinado do tempo, variando de
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espécie para espécie. Se neste periodo a 4gua se tornar escassa novamente, a
semente volta a secar, retornando ao seu estagio original sem que ocorram danos
irreversiveis (FARIA et al., 2005). Todavia, com a continuidade ao processo de
embebicdo, a TD é perdida gradualmente, em ritmo que também varia de espécie
para espécie, no tempo de embebicdo e entre diferentes partes da semente
(KOSTER et al.,, 2003; REN e TAO, 2003). Em espécies tolerantes a
dessecacgdo, ha variacdes no grau de TD, devido as diferencas que ocorrem na
estrutura fisica de suas matrizes internas, que envolvem interacdes de proteinas e
acucares com &cidos organicos, sais e aminoacidos. (TUNNACLIFFE; WISE,
2007). Geralmente a TD estd associada com o processo de dorméncia,
principalmente a dorméncia fisica (TWEDDLE et al., 2003).

2.4 Aquisicdo da tolerancia a dessecagéo

Em sementes ortodoxas, durante o desenvolvimento, ocorre 0 processo
de aquisicdo da tolerancia a dessecacdo, promovendo as células adaptacdes sem
haver dano decorrente da secagem, devido a complexos ajustes e interacdes
metabdlicas. Para Kermode e Finch-Savage (2002), o processo de secagem pode
ser desencadeado inicialmente com a perda de agua em decorréncia da
evaporacgdo superficial da semente, seguida por um processo metabolicamente
intenso. Desta forma, a perda do conteudo de agua faz com que a semente
diminua seu metabolismo gradativamente, chegando muito proximo a
inativagdo, mantendo a semente quiescente em ambientes secos até 0 momento
onde ocorra sua hidratacdo (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010).

Os compostos de reserva assumem papel importante neste processo.

Para Obendorf (1997), os carboidratos sollveis estdo intimamente ligados a
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tolerancia a dessecacdo. Estes carboidratos se encontram em tecidos vivos como
embrides e cotilédones, se apresentando como monossacarideos e dissacarideos,
destacando-se a sacarose, e 0s oligossacarideos, como rafinose, estaquiose e
verbascose, atuando no citosol, mantendo a integridade celular, estabilizando as
membranas e outras moléculas (KIGEL; GALILI, 1999).

Na fase de dessecacdo das sementes, aglcares especificos podem
auxiliar na prevencgdo dos efeitos danosos da secagem nas membranas celulares,
dando origem a ligagbes de hidrogénio, ligando-as com os fosfolipidios da
membrana, mantendo o espacamento dos grupos lipidicos, impedindo a
transicdo da fase liquida cristalina para a fase gel (PAMMENTER; BERJAK,
1999). Também ha outro mecanismo onde os aglicares podem evitar os danos as
células durante e ap0s a dessecagdo, onde ha a formacdo de vidro intracelular,
com aspecto viscoso, ndo permitindo a formagdo de cristais mesmo em
temperaturas muito baixas, sendo instaveis em uma ampla faixa de temperatura
(KOSTER, 1991). Assim, sem formacao intracelular de cristais de gelo, o risco
de ruptura das membranas cai, possibilitando armazenar estas sementes em
temperaturas baixas onde ndo sofreriam injurias irreversiveis.

Pode ocorrer ainda uma interacdo entre os agUcares e proteinas, levando
a evitar a mudanca de sua conformacdo e funcdo (LEPRINCE et al., 1993).
Essas proteinas sdo produzidas durante a secagem, sendo associadas a diversas
macromoléculas, impedindo a desnaturacdo de outras proteinas (BERJAK;
PAMMENTER, 2008). As proteinas resistentes ao calor tém sido relacionadas a
protecdo contra danos causados por estresses. Entre as classes destas proteinas,
destacam-se as Late Embryogenesis Abundant (LEA) (FARRANT; MOORE,
2011).
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Farrant; Berjak e Pammenter (1992) e Wechsberg; Bray e Probert (1994)
constataram modificagdes qualitativas e quantitativas nas proteinas LEA,
conforme o estadio de maturacdo e o grau e duracdo do estresse hidrico em
sementes de Avicennia marina e Ranunculus sceleratus L., respectivamente.
Estas proteinas se acumulam nas fases finais do desenvolvimento da semente e
tém sido relacionadas com a aquisi¢do de tolerancia & dessecagdo em sementes
de diferentes espécies. As caracteristicas fisicas de resisténcia a desnaturacgéo
dessas proteinas, juntamente com seu padrdo de acumulo e ocorrente
abundéncia, sdo atributos que indicam sua ligagdo com a tolerancia a
dessecacdo, agindo como protetoras dos componentes celulares no estado seco,
ajustando o equilibrio osmético (HAN et al., 1997). As proteinas LEA podem se
ligar a ions e agua, podendo ainda estar associada aos agucares, equilibrando a
perda de agua e mantendo, assim, a viabilidade das sementes ortodoxas
(MENTER; BERJAK; WALTERS, 2000).

Estudos apontam a importancia das proteinas LEA, devido ao fato destas
atuarem como chaperonas, que sdo moléculas que auxiliam na montagem ou na
manutencdo de estruturas moleculares, evitando que haja interacdes errbneas
(HAND et al., 2011).

Outro grupo de proteinas relacionadas a tolerancia a dessecacao, sdo as
proteinas de choque térmico (heat shock protein — HSP), também da classe das
chaperonas, sendo definidas como proteinas celulares que mediam o
enovelamento correto de outras proteinas. Elas recebem esse nome por serem
sintetizadas em grande quantidade quando a célula é submetida a altas
temperaturas (> 42°C) e situacOes de estresse metabolico, quando a maioria das

proteinas celulares sdo desnaturadas (FREITAS, 2012).
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Durante a dessecacdo, pode ocorrer um acimulo de espécies reativas de
oxigénio e radicais livres nas células (NTULI et al., 2011). Estes radicais séo
danosos a integridade celular, induzindo a oxidacdo e despolimerizacdo de
acidos nucleicos, a desnaturacdo de proteinas e a peroxidacdo dos lipidios da
membrana plasmética (KRANNER et al., 2010). Como tentativa de reduzir esses
danos, hd a sintese de enzimas como a redutase da glutationa, superéxido
dismutase, catalase e peroxidase, as quais sdo especializadas na remocéo de
espécies reativas de oxigénio (PUKACKA; RATAJCZAK, 2006). A auséncia ou
ineficacia de mecanismos contra espécies reativas de oxigénio pode ser um dos
fatores que levam algumas sementes a néo tolerarem a dessecacéo.

Para Asada (1992), as peroxidases sdo as grandes responsaveis pela
remogdo do perdxido de hidrogénio, que pode ser extremamente danoso as
células, dando origem ao radical hidroxila OH’, acarretando em injdrias aos
acidos nucleicos, proteinas, lipidios e membranas celulares. Estudos comprovam
a eficiéncia destas enzimas, Tang (2000) trabalhando com sementes de Pinus
taeda, verificou que um maior conteddo de peroxidase no estado tolerante
quando comparado com o estado intolerante a dessecacdo, sugerindo um
importante papel dessa enzima como mecanismo de protecéo.

Um dos fatores determinantes para a tolerancia a dessecacdo € a
manutencdo da integridade do DNA. O estresse decorrente da restricdo de agua
leva o material genético a degradacdo, o que pode acarretar na morte celular.
Para Fukuda (2000), a manutencdo da integridade do DNA proporciona uma
regulacdo de auto destruicdo celular, sendo observado pela sequéncia de
ativacdo de enzimas com a funcdo de destruir macromoléculas como &cidos

nucleicos, proteinas e lipidios.
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A aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo envolve uma gama de interagdes
de ajustes estruturais e metabdlicos, proporcionando as células tolerancia a altos
niveis de desidratacdo sem, contudo prejudica-las de forma acentuada. Ela
também esta associada a capacidade de manutenc¢do da integridade das estruturas
celulares, e alguns marcadores ultraestruturais tém sido relacionados com a
sensibilidade a tolerancia a dessecagdo (BERJAK; PAMMENTER, 2000).

Muitos s8o 0s processos que garantem a tolerdncia a dessecagdo,
levando a protecéo contra os efeitos da perda de &gua no interior das células. O
funcionamento desses processos determina o nivel de sensibilidade a perda de
agua. Os principais efeitos da desidratacdo nas estruturas das células, sdo danos
as membranas e descolamento destas da parede celular, dobramento da parede,
condensacdo da cromatina, justaposicdo das mitocondrias e cloroplastos e
degradacéo de organelas devido a ineficiéncia de sistemas antioxidantes. Assim
sendo, as mitocondrias sdo as principais organelas que sofrem danos relativos a
desidratacdo, devido muito provavelmente a presenca de espécies reativas de
oxigénio (WANG et al., 2012).

Em sementes em desenvolvimento, os tecidos embrionarios apresentam
atividade metabdlica elevada, devido a histodiferenciacdo, juntamente com a
divisdo celular e taxa respiratoria intensa, ainda ndo sendo perfeitamente
estruturadas, e € nesse momento que ocorre a expansado celular, acompanhada da
vacuolizagdo. Com a dessecacdo, a semente lanca como resposta a desidratacao,
alternativas como a desdiferenciacdo de organelas, alteragdes no citoesqueleto e
conformacédo de moléculas como 0 DNA, reduc¢do do metabolismo e aumento da
vacuolizacdo. SituacOes de estresse podem induzir a vacuolizacdo promovendo a
remocdo de organelas danificadas ou redundantes e outros materiais da matriz
celular. (HARA-NISHIMURA; HATSUGAI, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Frutos de S. virgata foram coletados entre dezembro de 2014 e abril de
2015, em um trecho de mata ciliar inserido em area com interferéncia antrdpica,

no campus da Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras, MG.

3.1 Caracterizagdo do desenvolvimento de frutos e sementes

Dezesseis matrizes foram selecionadas para 0 experimento, as quais
tiveram suas flores marcadas com fitas devidamente datadas para aferi¢do da
antese, em numero suficiente para obtengdo de sementes em quantidade
compativel com a demanda dos experimentos.

Continuamente, foi sendo feito registro fotografico a partir da antese,
para 0 acompanhamento do desenvolvimento dos frutos e sementes.

No decorrer do processo de maturacdo, foram coletados frutos aos 24,
36, 44, 58, 75 e 85 dias ap0ds a antese (DAA), tendo sido esses tempos definidos
com base em testes pilotos, e descricbes feitas por Araujo et al. (2004),
definindo-se como estadio final de maturagdo de frutos e sementes o tempo de
85 DAA. Para a caracterizacdo dos frutos, os aspectos considerados foram: tipo,
cor e biometria (comprimento, largura e espessura). Para 0s experimentos com
sementes, o beneficiamento foi manual, retirando-as sementes do interior das
vagens por meio de bisturi. Foram avaliados os seguintes pardmetros: cor,
dimensBes (comprimento, largura e espessura), grau de umidade, massa fresca e
massa seca, além de imagens de microscopia das estruturas internas.

Comprimento, largura e a espessura foram medidos pelo Sistema de Analise de
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Sementes, SAS®, sendo o comprimento medido da base até o apice, a largura e
espessura medidas na linha mediana.

Para quantificacdo da massa fresca e seca das sementes, logo apos a
coleta dos frutos, as sementes foram pesadas em balanca analitica (0,0001g) para
obtencdo do peso fresco. Posteriormente foram levadas para estufa a 105+3°C
por 24 horas, e logo apds foram novamente pesadas. Foram utilizadas 20
sementes. A umidade foi determinada pelo método de estufa, a 105+3° C / 24h,
com 4 repeticGes de 5 sementes (BRASIL, 2009), cortadas ao meio para
potencializar a secagem devido a espessura do tegumento. As analises foram

realizadas, apresentando suas médias e desvios médios.

3.2 Caracterizagao estrutural do tegumento

Para identificar possiveis mudancas estruturais no tegumento ao longo
da maturacdo, foram utilizadas sementes coletadas aos 24, 36, 44, 58, 75 e 85
DAA. O material foi fixado em FAAs, (10% de solugdo de formaldeido 40% +
5% de é&cido acético glacial + 50% de Alcool etilico v/v) por 48 horas.
Posteriormente, realizaram-se 0s cortes transversais na regido oposta ao hilo, a
mado livre. Os fragmentos vegetais foram corados com Azul de Toluidina 0,05%.
As laminas foram seladas com Entellan® e visualizadas em microscépio 6tico
Olympus BX 51 em aumento de 10, 20 e 40x. As imagens foram digitalizadas
por camera de video acoplada ao microscopio e processadas por computador

através do software Image — Pro-plus 5.1.
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3.3 Histoquimica

Para analisar as proteinas nos diferentes pontos de desenvolvimento,
foram utilizadas sementes coletadas aos 24, 36, 44, 58, 75 e 85 DAA. Os cortes
foram feitos nos cotilédones e os fragmentos imersos em solucdo de azul
brilhante de Coomassie por 3 minutos, em seguida lavados com acido acético a
7% por 10 minutos, seguido por uma rapida lavagem em 4&gua destilada.
Posteriormente, os cortes foram levados ao microscépio Olympus BX 51 onde as
imagens foram capturadas e analisadas com auxilio do software Image — Pro-

plus 5.1.

3.4 Aquisicdo da tolerancia a dessecagéo

Com o intuito de caracterizar a aquisicdo de tolerancia & dessecacéo,
frutos colhidos aos 24, 36, 44, 58, 75 e 85 DAA. Testes preliminares baseados
na germinagdo de sementes secas e ndo secas foram realizados, ndo sendo
observada germinag@o nos pontos 24 e 36 com ou sem secagem, decidindo-se
pelos pontos de estudo em 44, 58, 75 e 85 DAA.

As sementes foram coletadas e divididas em dois grupos, 0 primeiro
consistiu de sementes ndo secas. No segundo grupo, as sementes foram pesadas
e posteriormente secas (com excecdo aos 85 DAA) em caixas plasticas contendo
aproximadamente 100g de silica gel. Para este experimento, utilizou-se como
referéncia o protocolo elaborado por Hong e Ellis (1996) atualizado em 2000
com modificagdes. As sementes foram dispostas uniformemente sobre tela, néo
havendo contado com a silica. As caixas foram mantidas em sala de secagem a

20°C, com monitoramento constante do peso das sementes até atingirem
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equilibrio higroscopico (umidade aproximadamente de 7%). As sementes apos a
secagem foram pré-umidificadas. Os dois grupos de sementes foram
escarificadas para superacdo de dorméncia fisica (SILVA et al., 2011) e
posteriormente colocadas em germinador a 25°C em rolos de papel contendo 4
repeticdes de 20 sementes por tratamento.

As variaveis levantadas foram percentagem de germinacao raiz primaria
> 2 mm) e plantulas normais (presenca do primeiro par de folhas e raizes
secundarias). As leituras ocorreram diariamente até o vigésimo dia de contagem.

O experimento foi montado em esquema fatorial com tratamento
adicional (3x2+1), sendo trés estadios de desenvolvimento das sementes (44,58 e
75 DAA), na presenga e auséncia de secagem. O tratamento adicional foi
composto por sementes aos 85 DAA, por estarem totalmente maduras,
apresentando contetido de agua desejado. Foi realizada analise de variancia dos
dados pelo teste F. As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

3.5 Perfil eletroforético de proteinas totais e resistentes ao calor

Para se verificar o perfil proteico das sementes, foram feitas coletas aos
24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 58, 63, 75 e 85 DAA. De cada ponto de coleta foi
feita a extracdo de proteinas, em 3 repeticdes bioldgicas, utilizando sementes
inteiras, num total de 100 mg por repeticdo. As amostras foram maceradas
separadamente em nitrogénio liquido, que foi em seguida pesado e misturado em
1 mL de tampé&o de extracdo (50 mM Tris HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,005 M
MgCl12; 0,001 M PMSF; e 0,1% B-mercaptoetanol). Os microtubos foram

centrifugados a 13.200 rpm por 30 min a 4°C, e o sobrenadante recolhido e
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separado em duas aliquotas, sendo uma colocada em banho-maria por 15 min a
85 °C.

As amostras aquecidas ou ndo, foram novamente centrifugadas,
conforme descrito anteriormente. O extrato obtido foi quantificado em
espectrofotdmetro pelo método de Bradford (1976). O volume correspondente a
40 pg de proteina total (determinada com base na aliquota que ndo foi aquecida)
foi misturado em 20 pg de tampao da amostra (2,5 mL glicerol; 0,46 g SDS; 20
mg azul de Bromofenol).

A mistura foi imersa em agua fervente por 5 min e aplicadas em gel
descontinuo de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel
concentrador). Como padrdo, foi utilizado marcador BenchMak ™ Protein
ladder 10 — 220 KDa. Foi realizada a corrida eletroforética a 150 V por 5 h, logo
apos os geéis foram fixados por 30 minutos em solugdo de &cido acético mais
metanol. Os géis foram corados com Coomassie Brilhant Blue 0,05% CBB-
G250 por 48 h, seguido de descoloragdo por 30 minutos em solucdo Tris base
1,2% (p/v) pH 6,5, e posteriormente lavados em agua por 3 dias. As imagens dos

géis foram feitas utilizando-se escaner Umax (modelo PowerLook 1120).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo do desenvolvimento de frutos e sementes
Apo6s a antese, as flores de S. virgata permaneceram cerca de 2 dias
vigorosas, desidratando-se gradativamente, até perderem completamente suas

pétalas entre 0 4° e 0 6° dias ap0s a antese (DAA), sendo possivel, a partir dai,

observar o fruto no inicio de seu desenvolvimento. Os frutos apresentaram cor
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verde até atingir os 44 DAA, sendo que, a partir deste ponto, a coloracdo verde
vai escurecendo, chegando a coloragdo marrom escuro aos 63 DAA,
permanecendo até aos 85 DAA (Figura 1 A). A coloragdo dos frutos, entre
outros fatores, auxilia na determinacdo do ponto ideal de coleta, tornando o
trabalho em campo mais rapido e eficiente.
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Figura 1 Frutos (A) e sementes (B) de Sesbania virgata em diferentes estadios

de  maturagdo. Os nimeros indicam dias ap0s a antese (DAA).

Na Figura 2 A, sdo apresentadas as dimens@es dos frutos a partir dos 44
DAA, demonstrando que h& pouca variagdo biométrica quando estes iniciam o
processo de secagem, alcancado média de comprimento, largura e espessura de
5,5; 1,0 e 0,9 cm respectivamente. Barroso et al., (1999) ao elaborarem a chave
de identificacdo de género da familia Fabaceae, com base nos aspectos
morfoldgicos de frutos e sementes, relataram que o género Sesbania é
caracterizado por possuir frutos com mais de trés centimetros de comprimento,

de acordo com o encontrado no presente trabalho.
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Os frutos de S. virgata quando maduros séo indeiscentes e nucoides, em
forma de legume. Aradjo et al. (2004) os descrevem como secos, de superficie
rugosa, com brusco afinamento na base e na extremidade, que é pontiaguda. O
fruto ainda apresenta bordo ondulado, havendo sutura a partir do pedunculo se
estendendo até o apice. O pedunculo € lenhoso, o pericarpo € fino, 0 mesocarpo
é branco acinzentado com consisténcia semelhante & cortica, e o endocarpo €
liso de cor marfim. O nimero de sementes por fruto varia de um a seis.

Na Figura 1B pode-se observar sementes de S. virgata em diferentes
estadios de maturagdo. As sementes apresentam coloragdo bege/amarelado nos
estadios iniciais até atingirem a metade do processo de maturagdo, e a medida
gue vdo se desenvolvendo, vdo ganhando uma tonalidade bege escuro. A

semente madura é reniforme, com testa lisa polida, impermeavel a agua.
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Figura 2 Valores médios das dimensdes de frutos (A) e sementes (B) de
Sesbania virgata em diferentes estadios de maturacdo a partir do ponto

de maturidade fisioldgica.

Também foram analisadas as estruturas internas das sementes. Aos 24
DAA, as estruturas internas comecam a ser evidenciadas. O endosperma ja
ocupa uma grande parte do interior das sementes, que se apresenta com um
aspecto brilhoso e gelatinoso, devido ao alto nivel de umidade em que se

encontram as sementes. Também é possivel evidenciar os cotilédones, de cor
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verde e alongados, com cerca de 2 mm de comprimento. Aos 36 DAA, toda
estrutura interna ja se tornam visiveis. O hipocétilo torna-se bem pronunciado,
unido aos cotilédones, que ja apresentam um significativo crescimento em
relacdo ao estadio anterior. Todo embriéo é envolvido pelo endosperma.
Sementes atingem seu maior tamanho aos 44 DAA, devido ao méaximo
ganho de massa seca e acimulo de agua, com os cotilédones ocupando a maior
parte do espaco interno das sementes, juntamente com o hipocétilo
completamente desenvolvido, ambos envolvidos pelo endosperma. A partir deste
estadio, a semente entra na fase de dessecagdo, onde todas as suas estruturas
internas comegam a perder agua, adquirindo uma coloragdo amarelada para todo
o embrido (Figura 3), sendo evidenciada uma reducdo nas dimensdes das
sementes dos 44 aos 85 DAA. Dentro deste intervalo, o comprimento médio das
sementes variou de 0,9 para 0,6 cm. A largura e a espessura variaram

respectivamente de 0,5 para 0,4 e 0,6 para 0,4 cm (Figura 2B).

36 e
85

5mm
Figura 3 Fotomicrografias de secBes de sementes de Sesbania virgata em

44

diferentes  estadios de maturacdo. Os nimeros abaixo das sementes
representam dias apds a antese (DAA). CT = cotilédones; EN =

endosperma; HP = hipocétilo; TG = tegumento.
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O padrdo de desenvolvimento durante a maturacéo é caracterizado pelo
rdpido aumento de tamanho das sementes, atingindo um valor maximo que pode
coincidir com a metade de seu processo de maturacdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). O aumento de tamanho das sementes até a metade da
maturacdo pode estar relacionado com a necessidade que as sementes tém de
manter em niveis altos seu contetido de agua, devido a altas taxas metabdlicas,
coincidindo com um maior acimulo de massa fresca.

No inicio do processo de maturacdo, as sementes de S. virgata se
encontravam com um alto conteido de agua (75,9%), este valor foi decrescendo
simultaneamente ao aumento de massa seca, sendo de 0,01g aos 24 DAA,
atingindo foi seu méaximo (0,07g) aos 44 DAA, com conteldo de agua de 61,4%
(Figura 4). Ap6s os 44 DAA, houve uma intensa reducdo no contetdo de &gua
das sementes, juntamente com a massa fresca, atingindo respectivamente 6,29%
e 0,08g aos 85 DAA. J4 a massa seca permaneceu constante até o fim do
processo de dessecacdo. O alto conteudo de &gua nas sementes auxilia nas
intensas divisdes celulares, assim como na promogdo de interagdes entre
horménios de crescimento (LULSDOREF et al., 2013).
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Figura 4 Contetdo de 4gua, massa fresca e massa seca em sementes de Seshania
virgata em diferentes estadios de maturagéo.

O comportamento das sementes de S. virgata durante a maturagédo
seguiu o padrdo classico das ortodoxas, onde a reducdo do contetdo de agua é
continua, sendo mais acentuada ao final do processo de maturagdo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Trabalhando com o desenvolvimento
morfol6égico em sementes de Handroanthus serratifolia (Vahl) Nich, Carvalho
et al., (2008) observaram 0 mesmo comportamento durante a maturacdo, com
indices iniciais de conteido de &gua de aproximadamente 90% em sementes
com 10 DAA, sendo este valor reduzido para cerca de 30% aos 53 DAA.

Alguns autores associado o contetdo de &4gua e a massa seca a outros
fatores das sementes, determinaram o ponto de maturidade fisioldgica em
espécies florestais como Anadenanthera macrocarpa (SOUZA; LIMA, 1985),
Eucalyptus grandis (AGUIAR et al., 1988), Dalbergia nigra (MARTINS;
SILVA, 1997), Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl (GEMAQUE et al., 2002),
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Mimosa caesalpinifolia (ALVES et al., 2005), Handroanthus serratifolia (Vahl)
Nich (CARVALHO et al., 2008), além da herbacea Lotus japonicus (DAM et
al., 2009).

4.2Caracterizagao estrutural do Tegumento

Por meio de cortes transversais na regido do tegumento em sementes de
S. virgata, é possivel notar camadas distintas de células compostas inicialmente
por cuticula cerosa, linha lucida, camada de macroesclereides, composta por
uma camada de células paligadicas e perpendicularmente alongadas a superficie
(Figura 5). Kelly et al. (1992) e Miller et al. (1999) Caracterizaram a hipoderme
como uma Unica camada de células em forma de ampulheta denominada de
osteoesclereides, onde sdo separadas por lacunas intercelulares e uma camada de
células parenquimaticas com aspecto condensado, como o observado neste
trabalho para S. virgata.

Durante os estadios de maturacdo em sementes de S. virgata, seu
desenvolvimento anatdmico foi acompanhado para a descricdo de suas
alteracfes morfofisioldgicas na regido do tegumento. Foi possivel observar
alteracBes nos tecidos, em decorréncia da reacdo do corante azul de toluidina,
que, por ser metacromatico, exibe coloracdo diferente de acordo com o tecido
vegetal com o qual reage. Na presenca de parede delgada e parede secundaria,
apresenta respectivamente tons em azul e vermelho.

Em sementes colhidas aos 24 DAA, é possivel evidenciar a camada de
macroesclereides (Figura 5A) apresentando inicialmente parede primaria.
Sementes nos estadios iniciais de maturacdo, possuem tamanho reduzido, um

alto contetdo de &gua e baixo valor de massa seca, indicando que intensas
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divisBes celulares ainda estdo ocorrendo. Células recém divididas apresentam
em um primeiro momento apenas parede priméria, as quais sdo compostas por
celulose (BUCHANAN et al., 2000), o que justifica a observacdo apenas da
coloracdo azul encontrada em sementes de S. virgata neste estadio.

Figura 5 Fotomicrografia de sec¢Oes transversais de regido do tegumento em
sementes de Sesbania virgata em diferentes estadios de maturacdo
corados com Azul de Toluidina. CT = cuticula; EN = endosperma; LL =
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linha lucida; MC = macroesclereide, OS = osteoesclereide; Pq =
parénquima; CO = cotilédone. Barra em preto em A = 10 um; B,.C.D e E =
20 pm; F =50um. A=24; B =36; C=44,D =58, E =75; F =85 DAA.

Nos estadios seguintes de desenvolvimento do tegumento, a coloragao
do tecido vegetal muda drasticamente, adquirindo tons claros em azul, o que
pode ser observado até as sementes atingirem seus 58 DAA (Figura 5 B, C e D).
Jé& nos dois ultimos estadios de maturacéo (75 e 85 DAA), a presenca de lignina
é caracterizada pela cor vermelha, (Figura5 E e F).

Apoés a formacdo da parede priméria, inicia-se a formagdo da parede
secundaria, as quais sdo ricas em lignina. Essa deposicdo torna as paredes
celulares mais espessas, acarretando entre outros fatores, no aumento da massa
seca das sementes (BUCHANAN et al., 2000). Paralelamente, também é
possivel observar mais externamente a cuticula e a linha lucida (Figura 5 C), que
juntamente com as demais estruturas, devido a dessecagdo, vai se tornando mais
enrijecida, e gradativamente impermeéavel, formando uma barreira para a entrada
de 4gua nas sementes, até 0 momento da completa aquisi¢cdo da dorméncia.

Sementes de S. virgata apresentam dorméncia fisica, caracterizada pela
impermeabilidade do tegumento (SILVA et al., 2011). Essa dorméncia
certamente esta relacionada com a deposicéo de lignina ao final do processo de
maturagdo, associada com a queda do contetdo de 4&gua, auxiliando no
enrijecimento da camada de macroesclereides. Para Kelly; Van Staden; Bell
(1992), os componentes que promovem a aquisicdo da dorméncia em sementes
sdo tanto de carater estruturais quanto quimicos, estando presentes na camada de
macroesclereides (BASKIN et al., 2000), muito frequente em sementes de
espécies da familia Fabaceae (BASKIN, 1998; BASKIN et al., 2000).
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Durante a dessecacgdo, as células reduzem seu tamanho em fun¢do da
perda de &gua e os espacos intercelulares entre os osteoesclereides se tornam
visiveis (MOLIZANE, 2012). O mesmo autor, ao trabalhar a nivel celular com o
processo de maturacdo em sementes de Erythrina speciosa, observou aspecto
similar dos osteoesclereides. Jayasuriya et al., (2007) ao trabalharem com
sementes de Ipomoea lacunosa L. observaram espagos pronunciados na regido
dos osteoesclereides e de células parenquiméticas, em estadios finais de
maturagdo, como consequéncia da dréstica queda nos valores de conteudo de
agua, o que também foi observado em sementes de S. virgata no presente
trabalho (Figura 5 F).

4.3 Histoquimica

Ha evidéncias de granulos proteicos nos cotilédones de sementes de S.
virgata ao longo da maturacdo. Esses granulos presentes em sementes aos 24 e
36 DAA (Figura 6 A e B) aparecem em quantidade reduzida e dispersos no
interior do citoplasma, devido ao alto contetdo de agua nas células. Ao decorrer
do processo de maturagdo, esse acumulo vai se intensificando até atingir seu
maximo, em sementes entre os 44 e 58 DAA (Figura 6 C e D).

Notou-se um ganho de tamanho dos grénulos proteicos, ocupando a
maior parte do citoplasma. Essa quantidade de material, entre outros fatores ja
discutidos, ajudam a explicar o maior ganho de massa seca das sementes. Os
diferentes aspectos dos materiais proteicos encontrados em sementes em
diferentes estadios de maturacdo podem estar relacionados com a variagdo do
grau de hidratacdo destas moléculas (AMARAL; PEREIRA; CORTELAZZO,

2001). Os mesmos autores encontraram diferencas no aspecto proteico em
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sementes de Bixa orellana L. em diferentes estadios de maturagdo, concordando
com os resultados obtidos no presente trabalho para o contetdo de agua.

As proteinas de reserva em sementes foram classificadas em relagéo a
sua solubilidade por Osborne (1924) como albuminas, prolaminas, glutelinas e
globulinas. Em sementes de espécies da familia Fabaceae, as globulinas
representam a maior parcela de proteinas de reserva, sendo soliveis em solucéo
salina (DERBYSHIRE et al., 1976), estando entre os componentes celulares
com maior taxa de absorcéo de 4gua nas sementes, tendo como principal fungéo,
o fornecimento, tanto de amino&cidos quanto de nitrogénio, para a formagao de
plantulas (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989).
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Figura 6 Fotomicrografias de se¢des transversais em cotilédones de sementes de
Sesbania virgata em diferentes estadios de maturagdo, corados com
azul brilhante de Coomassie, evidenciando os granulos proteicos
corados de azul. Barras em branco representam o comprimento de 10
pum. A =24; B=36; C=44,D =58, E=75; F = 85 DAA.

Sementes de S. virgata aos 44 DAA ndo mais acumularam material

proteico, pois neste estadio, todo seu material de reserva ja se encontra formado
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(Figura 6 C e D). Houve uma reducdo de material proteico em sementes aos 75 e
85 DAA (Figura 6 E e F), sendo possivel observar uma baixa ocorréncia de
granulo proteicos no interior das células. Para Barros (1986), Apoés atingir o
ponto de maturidade fisiol6gica, as sementes se desligam da planta-mae, dando
inicio ao consumo de seu material de reserva devido o processo respiratorio.
Essa redugdo no material proteico também pode estar relacionada com a
manutencdo do vigor das sementes, proporcionando condigdes fisiologicas
favoraveis para a germinacdo (KALEMBRA; PUKACKA 2008).

4.4 Aquisicao da tolerancia a dessecacao

Por meio de testes preliminares, sementes aos 24 e 36 DAA ndo
apresentaram germinacao (dados ndo apresentados), pois, nos estadios inicias de
maturagdo, algumas de suas estruturas ainda ndo estavam completamente
formadas, em termos de tamanho, o que pode ter comprometido suas respectivas
funcBes (Figura 2). Neste momento, seu metabolismo est4 voltado para o
crescimento, com divisdo celular e acimulo de reservas. Kalemba e Pukacka
(2008) afirmam que estes eventos metabolicos durante a maturacdo das
sementes, S30 0S responsaveis por prepara-las para a germinacao.

Na Figura 7 estdo os resultados obtidos no teste de germinacdo de
sementes de S. virgata em diferentes estadios de maturacgdo a partir de 44 DAA.
Na auséncia de secagem, nota-se que houve um aumento nos valores de
germinacdo a medida que as sementes avangavam nos estadios de maturacao até
seu maximo, aos 85 DAA, sendo esse, seu ponto de maturidade fisiolégica. O
mesmo foi observado em sementes que passaram pela secagem, com excecdo de

sementes aos 75 DAA, onde houve um decréscimo neste valor (Figura 7A). Na
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comparagdo com e sem secagem, as sementes atingiram maiores porcentagens
de germinacdo quando foram submetidas a secagem, sendo observada interacao
entre DAA e secagem (Tabela 1).
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Figura 7 Percentagem de germinacdo (A) e plantulas normais (B) em sementes
de Sesbania virgata em diferentes estadios de maturacdo. Ad tratamento
adicional, composto por sementes aos 85 DAA sem secagem artificial.
Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 1 Desdobramento da interacdo DAA x secagem para o teste de
germinacdo em sementes de Sesbania virgata em diferentes estadios
de maturacéo.

Dias ap6s a
antese (DAA)
Secagem 44 58 75
Com secagem 48,75 Ab 81,25 Aa 73,75 Ba
Sem secagem 22,5 Bc 40 Bb 91,25 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A formacéo de plantulas normais sé foi observada a partir de 75 DAA,
ndo havendo interacdo entre os fatores DAA e secagem. O percentual de
formacdo de pléantulas normais ndo foi diferente estatisticamente, quando
comparadas as médias apresentadas por sementes aos 75 DAA (independente da
secagem) e aquelas aos 85 DAA. (Figura 7 B). Para formar uma plantula normal,
ou seja, com presenca de folhas e sistema radicular com raizes secundarias, a
semente deve ter um metabolismo ativo e possuir material de reserva suficiente
para nutrir essa plantula até que seu sistema radicular possa iniciar suas funcoes,
juntamente com a capacidade fotossintética da parte aérea (DAPONT et al.,
2014). Em sementes de S. virgata, fica evidente este comportamento ao final da
maturagdo. Em sementes intermediarias, este comportamento pode ocorre de
forma inversa, como observado por do Prado et al. (2014) em sementes de
Achras sapota, quando maior a reducdo do conteldo de &gua das sementes,
menor foi a percentagem de plantulas normais.

Em sementes ortodoxas, a secagem no estadio final de maturagdo é um
processo que vai rumo a germinacdo (BEWLEY et al., 2013). Entretanto, para

preparar as sementes para a dessecacdo, mecanismos de tolerancia a dessecagao
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comegam a ser ativados de forma gradativa ao longo do processo de maturacdo
(WALTER et al., 2013). A capacidade destas sementes em tolerar a redugao
natural de seu conteudo de &gua esta relacionada com complexos mecanismos
envolvendo o acumulo de agucares sollveis, proteinas LEA e a ativacdo de
sistemas antioxidantes, todos eles regulados por um balanco hormonal
(WALTER, 2000; BERJAK ;PAMMENTER, 2008).

Em S. virgata esses mecanismos certamente foram os responsaveis pela
aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo nas sementes, sendo evidenciada
inicialmente aos 44 DAA (Figura 7 A), onde ap6s atingirem 7% de seu contetdo
de &gua foi possivel obter 49% de germinacdo. Aos 75 DAA, a queda nos
valores de germinacdo das sementes secas em relagcdo as ndo secas pode estar
relacionadas com danos oriundos do processo de embebicdo, devido as
sementes estarem com baixa umidade e ainda ndo atingirem seu ponto de
maturidade fisioldgica.

Varios autores constataram aumento na germinagdo em espécies de
diferentes familias a medida que as sementes avancavam nos estadios de
maturacdo, como observado por Delgado e Barbedo (2007) com Myrtaceae,
Carvalho et al. (2008) com Bignoniaceae, Vidgal et al. (2009) com Solanaceae,
Corsato; Ferreira; Barbedo (2012) com Annonaceae, Molizane et al (2013) com
Bromeliaceae e de Brito et al. (2015) com Euphorbiaceae.

Para uma semente ser considerada ortodoxa, além da capacidade de
tolerar a reducdo de seu contetdo de agua a niveis extremamente baixos e
suportar o armazenamento em baixas temperaturas por longos periodos, ainda é
necessario que essa semente mantenha potencial germinativo apds a dessecacao,
sendo este processo um condicionante para a ativacdo de rotas metabdlicas da
germinacdo (ROBERTS, 1973). Sementes de S. virgata aos 44 e 58 DAA, apos
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passarem pela secagem artificial até 7% de seu conteudo de agua, apresentaram
maior porcentagem de germinacdo em relacdo as sementes ndo secas,
respectivamente 49% e 81% contra 23% e 40%. Entretanto, sementes aos 75
DAA ap6s a secagem apresentaram um desempenho inferior em relagdo as
sementes ndo secas, com valores de 74 e 91% respectivamente (Figura 7 A).
Corsato, Ferreira e Barbedo (2012) estudando a germinagdo de Annona.
emarginata, obtiveram valores superiores a 70% de germinagdo em sementes em
estadios avancados de maturacdo apds secagem até 5%.

A sobrevivéncia a dessecacdo esta condicionada a ativacdo de sistemas
que garantam a integridade das membranas, a presenca de mecanismos
antioxidantes, a desdiferenciacdo de organelas, a formagdo do estado vitreo,
entre outros mecanismos, que, somados, vdo promover a tolerancia a dessecagéo
em sementes (CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004; FARIA et al., 2005).
Delgado e Barbedo (2007) afirmam que a velocidade de secagem esta
intimamente ligada ao limite de tolerancia a dessecacdo em sementes. Quanto
mais rapido o processo de secagem, maior o grau de desidratacdo suportado
pelas sementes, reduzindo a possibilidade de danos oriundos do processo. Em
uma secagem lenta, as sementes permanecem por um periodo maior em uma
zona de dessecacdo propicia a ocorréncia de danos, entre eles a a¢do de radicais
livres, que acarretam em grandes danos as estruturas das membranas (BERJAK;
PAMMENTER, 2000).

4.5. Perfil eletroforético de proteinas totais e resistentes ao calor

Foi investigada por meio de imagens dos perfis proteicos de proteinas

totais e resistentes ao calor, em sementes de S. virgata em diferentes estadios de
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maturacdo. N&o foram observadas bandas aos 24 e 28 DAA nos géis de
proteinas totais e resistentes ao calor. Sementes em estadios iniciais de
maturacdo apresentam estruturas de reservas ainda no inicio de seu
desenvolvimento (Figura 2), consequentemente com pouco material acumulado,
e paralelamente, o material quantificado em espectrofotdmetro pode ser
basicamente constituido por enzimas que, apds o processo de quantificacdo pode
ter sofrido degradacdo, e por isso, ndo foi possivel observar bandas nos géis nos

dois primeiros pontos de coleta.

KDa
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Figura 8 Perfil eletroforético em gel descontinuo de poliacrilamida SDS-PAGE
de proteinas totais (A) e resistentes ao calor (B), de sementes de
Sesbania virgata em diferentes estadios de maturacéo.

Houve diferenca em relacéo a intensidade das bandas de proteinas totais
em relacdo as resistentes ao calor, 0 que ja era esperado. Em sementes de
algumas espécies da familia Fabaceae, as proteinas sdo 0s principais
componentes de reserva (KALEMBA; PUKACKA, 2008). Nessas sementes,
parte dessas proteinas sera armazenada, apds acumulo durante a maturacdo, para
nutrir o embrido na fase de plantula. Outra fracdo de proteinas possui fungédo de
protecdo, evitando danos causados por estresses ambientais e auxiliam na
montagem e manutencdo de estruturas celulares (SANTINE; MARTOREL,
2013). Estas diferentes proteinas pertencem a grupos distintos e, por sua vez,
apresentam uma ampla variagdo em relacdo ao seu peso molecular (Figura 8).

Para as proteinas totais, é possivel observar bandas a partir dos 32 DAA,
apresentando peso molecular entre 70 e 30 KDa, evidenciando um aumento na
intensidade das bandas até os 44 DAA, também sendo observado o aparecimento
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de bandas com baixo peso molecular. E possivel constatar, por meio das
imagens dos géis, que o acumulo de material de reserva em sementes de S.
virgata se dd em um curto intervalo de tempo, entre 32 e 58 DAA. Deste Ultimo
estadio em diante, a intensidade das bandas permaneceu constante, com pouca
variacao, e peso molecular entre 90 e 15 KDa (Figura 8A). Durante a maturacéo,
as sementes passam por processos metabdlicos com o intuito de prepara-las para
a germinagdo. Além da reducdo do conteido de &gua, apos atingir seu ponto de
maturidade fisiol6gica, ndo ha mais acimulo de material de reserva em sementes
ortodoxas, permanecendo constante até o fim da maturacao.

O mesmo padréo de distribuicdo das bandas também foi observado em
proteinas resistentes ao calor, a partir de 40 DAA, quando as bandas ndo
apresentaram mais variagdo até 85 DAA, contrariando Hand et al. (2011), que
afirmam que proteinas resistentes ao calor somente ocorreriam ao final do
processo de maturacdo. Esse perfil proteico correlaciona-se com os resultados de
tolerancia a dessecacdo, que ndo foi adquirida pelas sementes antes dos 44 DAA
(Figura 8A), reforcando a relagdo dessas proteinas com a tolerancia a
dessecacao.

As proteinas resistentes ao calor atuam impedindo a desnaturagdo, e
promovem a agregacao de outras proteinas. Também podem atuar em situagdes
de estresse, aumentando sua abundancia e preparando a semente para a
dessecacdo (WANG et al., 2004), até atingir uma estabilidade durante a
maturacdo. Moore et al. (2009) relacionou a participacdo de proteinas resistentes
ao calor em sementes de Annona. emarginata com a obtencdo de tolerancia a
dessecagdo. Varios fatores promovem um aumento de proteinas resistentes ao
calor, um deles é a sintese de &cido abscisico - ABA (TAIZ; ZEIGER, 2013),

hormdnio vegetal presente nas sementes e que esta relacionado com a sintese e
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acumulo de substancias que permitem a reducdo de agua ao fim da maturacéo,
sem que haja danos ao sistema de membranas (FINKELSTEIN, 2013).

Estes resultados reforcam ainda mais a relagdo entre proteinas
resistentes ao calor com a aquisi¢do da tolerancia a dessecacgdo, que, atuando
juntamente com outros fatores, proporcionaram as sementes ortodoxas eficientes

estratégias de sobrevivéncia.
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5 CONCLUSOES

Sementes de S. virgata atingiram o ponto de maturidade fisiologia aos
85 DAA.

Foi possivel descrever as estruturas internas das sementes, e observar a
deposicéo de lignina ao final da maturagao.

Fisiologicamente, a aquisi¢do da toleréncia a dessecacdo foi adquirida
em sementes a partir dos 44 DAA.

A aquisicdo da tolerancia a dessecacéo esté relacionada com a expressao

de proteinas resistentes ao calor.
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