/] \URLS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

FABIELI PELISSARI

REDUCAO DA SENSIBILIDADE A
DESSECACAO E AO ARMAZENAMENTO DE
SEMENTES DE ESPECIES FLORESTAIS

LAVRAS - MG
2018



FABIELI PELISSARI

REDUCAO DA SENSIBILIDADE A DESSECACAO E AO
ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE ESPECIES FLORESTAIS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Florestal,
area de concentracdo Ciéncias
Florestais, para a obtencdo do titulo
de Doutor.

Dr. ANDERSON CLEITON JOSE
ORIENTADOR

Dr. JOSE MARCIO ROCHA FARIA
Dr. WILSON VICENTE SOUZA PEREIRA
CO-ORIENTADORES

LAVRAS - MG
2018



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

Pelissari, Fabieli.

Reducéo da sensibilidade a dessecagdo e ao armazenamento de
sementes de espécies florestais / Fabieli Pelissari. - 2018.

110 p. :il.

Orientador(a): Anderson Cleiton José.

Coorientador(a): Wilson Vicente Souza Pereira, José Marcio
Rocha Faria.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Toleréncia & dessecacéo 2. Armazenamento 3. Enzimas |.
José, Anderson Cleiton. Il. Pereira, Wilson Vicente Souza. I1I.
Faria, José Marcio Rocha. IV. Titulo.




FABIELI PELISSARI

REDUCAO DA SENSIBILIDADE A DESSECACAO E AO
ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE ESPECIES FLORESTAIS
REDUCTION OF DESICCATION SENSITIVITY AND
STORAGE OF FOREST TREE SPECIES SEEDS

APROVADA em 28 de fevereiro de 2018.

Dr. Carlos Vinicio Vieira— UFMT

Dra. Heloisa Oliveira dos Santos — UFLA
Dr. José Marcio Rocha Faria — UFLA
Dra. Marcela Carlota Nery — UFVIM

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Florestal,
area de concentracdo Ciéncias
Florestais, para a obtengédo do titulo
de Doutor

Prof. Dr. Anderson Cleiton José - UFLA
Orientador

Dr. Wilson Vicente Souza Pereira - UFLA
Dr. José Marcio Rocha Faria - UFLA
Co-Orientadores

LAVRAS - MG
2018



Aos meus pais, Silvino e Oneide, por todo incentivo e apoio.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as béncéos e sonhos realizados.

Ao0s meus pais e irmdos, por todo incentivo e apoio. Vocés sdo
fundamentais.

A todos 0os meus amigos que estiveram presentes durante toda essa
caminhada. Que me ouviram quando precisava falar, e que me incentivavam
guando tudo parecia ndo dar certo.

Ao meu grande amigo e co-orientador Wilson, pela paciéncia, dedicacao,
orientag&o, e por me ouvir nas horas de desespero.

Aos amigos e colegas do Laboratdrio de Sementes Florestais, por todos
os dias de convivéncia e as varias experiéncias e conhecimentos trocados.

Ao Zé Pedro, pela ajuda em todas as idas a campo para as coletas de
sementes.

A Universidade Federal do Mato Grosso, pela liberacdo e afastamento
para realizacao do doutorado.

Ao Laboratério de Sementes, e aos funcionarios dos mesmos, em especial
a Dr. Heloisa Oliveira dos Santos, pelo auxilio nas analises e contribuicdo ao
trabalho.

Ao Prof. Anderson e Prof. José Mércio, pela ajuda e orientacdes durante
a execucao deste trabalho.

A Universidade Federal de Lavras, em especial, o Programa de P04s
Graduacdo em Engenharia Florestal pela oportunidade de realizacdo do curso,
assim como as agéncias de fomento CAPES, CNPq e FAPEMIG pelo

financiamento da pesquisa.



“I have great faith in a seed. Convince me that you have a seed
there, and I am prepared to expect wonders.”

Henry D. Thoreau



RESUMO

A impossibilidade de armazenamento de sementes ndo ortodoxas impede a
conservacdo ex-situ dessas espécies e dificulta a utilizacdo das mesmas em
programas de restauracdo ambiental. Compreender 0s mecanismos que
possibilitam a dessecacdo e o armazenamento € fundamental para novas
estratégias que permitam aumentar a capacidade de perda de agua e a longevidade
de sementes recalcitrantes e intermediarias durante o armazenamento. Varios
estudos tém obtido sucesso com o uso de agentes osméticos como o PEG e
aplicacdo de ABA na reindugdo da tolerdncia a dessecagdo, em sementes
germinadas de espécies ortodoxas, permitindo maior entendimento sobre os
mecanismos associados a tolerancia & dessecacao. Diante disso, buscou-se com o
uso de PEG e ABA a reducdo da sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento
de sementes Genipa americana e Magnolia ovata. As sementes foram submetidas
a diferentes solucbes de PEG e/ou ABA, em seguida passaram por secagem e
foram armazenadas. Foram realizadas analises de porcentagem de germinacao,
plantulas normais, 1IVG, e perfil eletroforético de proteinas totais, resistentes ao
calor e das enzimas catalase, peroxidase e superoxido dismutase. Nas sementes de
M. ovata, o0 PEG influenciou negativamente a germinag&o e formacdao de pléntulas
normais, enquanto o ABA parece ter um papel importante na tolerancia a
dessecacdo dessa espécie, uma vez que possibilitou maior germinacdo das
sementes apos secagem. Em sementes de G. americana, alguns tratamentos com
PEG e/ou ABA foram eficientes para manutencdo da germinacao ap0s a secagem
e 0 armazenamento. Ndo foram observadas mudancas significativas nos padrdes
eletroforéticos das enzimas e proteinas. Porém, o uso de PEG e ABA pode ter
induzido a sintese de proteinas e ativado outros mecanismos relacionados a
tolerancia a dessecagdo e armazenamento nas sementes de Genipa americana e
Magnolia ovata.

Palavras-chave: PEG. ABA. Intermediarias. Proteinas. Enzimas.



ABSTRACT

The impossibility of storing unorthodox seeds prevents ex situ conservation of
these species and makes it difficult to use them in environmental restoration
programs. Understanding the mechanisms that allow the desiccation and the
storage is fundamental for new strategies to increase water loss capacity and the
longevity of recalcitrant and intermediate seeds during storage. Several studies
have obtained success with the use of osmotic agents such as PEG and ABA
application in the reinduction of desiccation tolerance in germinated seeds of
orthodox species, allowing for a better understanding of the mechanisms
associated with desiccation tolerance. Therefore, it was sought with the use of
PEG and ABA the reduction of the sensitivity to the desiccation and storage of
Genipa americana and Magnolia ovata seeds. The seeds were submitted to
different PEG and/or ABA solutions, after that dried, and stored. Analysis of
germination percentages, hormal seedlings, IVG, and electrophoretic profile of
total proteins, resistant to heat and enzymes catalase, peroxidase and superoxide
dismutase were performed. In the M. ovata seeds, PEG negatively influenced the
germination and formation of normal seedlings, whereas ABA seems to play an
important role in the desiccation tolerance of this species, since it allowed for
greater seed germination after drying. In G. americana seeds, some treatments
with PEG and/or ABA were efficient for germination maintenance after the drying
and storage. No significant changes in the electrophoretic patterns of enzymes and
proteins were observed. However, the use of PEG and ABA may have induced
protein synthesis and activated other mechanisms related to the desiccation
tolerance and storage in Genipa americana and Magnolia ovata seeds.

Keywords: PEG. ABA. Intermediates. Proteins. Enzymes.
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1- INTRODUGAO GERAL

Conhecer as respostas das sementes a dessecacdo, bem como o seu
comportamento ao longo do armazenamento, é de suma importancia para projetos
de conservacao ex situ, uma vez gque as espécies comportam-se diferentemente em
resposta a tais condicGes

Trés classes de sementes quanto & capacidade de tolerancia a dessecagéo
e ao armazenamento s&o conhecidas: ortodoxas, as quais as sementes suportam a
dessecagdo e 0 armazenamento em baixas temperaturas; as recalcitrantes, que néo
suportam estas condi¢fes (ROBERTS, 1973); e as intermediarias, que suportam
a secagem, mas ndo suportam o armazenamento em baixas temperaturas (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990).

A dificuldade de conservacdo da qualidade fisiologica de sementes ndo
ortodoxas tem dificultado a conservagdo de tais espécies (MASETTO et al.,
2008). Sementes recalcitrantes sao dispersas com alto contetdo de agua e alta
atividade metabdlica, e sua viabilidade é perdida com a diminuicdo do contetdo
de 4gua (FARIA et al., 2006), ndo podendo ser armazenadas em baixas
temperaturas e com baixo teor de agua (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

A capacidade para suportar a secagem e sobreviver no estado seco é
resultado de adaptagdes que impedem danos a estrutura celular durante a retirada
de 4gua (NEDEVA; NIKOLOVA, 1997) e durante o processo de reidratacdo. A
protecdo contra esses danos é caracterizada pelo ajuste de processos metabdlicos
e estruturais, possibilitando as sementes resistirem & desidratagdo e retomar as
atividades metabdlicas, assim como reparar eventuais danos causados pela
reidratacdo (JOSE et al., 2011). Para que isso ocorra, é necessario que as sementes
possuam capacidade de manter a integridade estrutural da membrana celular, a
fim de reparar danos quando a &gua estiver novamente disponivel (VERTUCCI;
FARRANT, 1995).
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A toleréncia a dessecagdo é um processo complexo, que envolve a
interacdo de vérios fatores que atuam simultaneamente, possibilitando a semente
suportar a secagem. (LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993). Vérios sdo 0s
mecanismos que sdo reportados como fatores que possibilitam a tolerancia a
dessecacdo, tais como o acumulo de proteinas LEA, oligossacarideos (sacarose,
rafinose e estaquiose), reducéo dos vacuolos (vacuolizacdo), sistema antioxidante
eficiente, desdiferenciacdo celular, além de mecanismos de reparo durante a
reidratagdo (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; PAMMENTER; BERJAK,
2000).

Dentre as técnicas utilizadas na tentativa de compreender 0s mecanismos
da tolerancia a dessecacdo, o condicionamento fisioldgico tem sido bastante
utilizado. Tal técnica consiste em uma hidratacdo parcial, 0 que permite que 0s
processos preparatorios para germinagdo sejam iniciados, contudo, sem que
ocorra a protrusao radicular (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). Essa é uma
técnica utilizada como modelo para estimulo de mecanismos que conferem
tolerancia a estresse, mostrando-se eficiente no restabelecimento da toleréncia a
dessecacdo em sementes germinadas (BRUGGINK; OOMS; VAN DER TOORN,
2007; MASETTO et al., 2014; VIEIRA et al., 2010).

Dessa forma, o uso dessa técnica pode ser um grande aliado na reducdo
da sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento de sementes recalcitrantes e
intermedidrias, uma vez que, qualquer caracteristica que confere tolerancia a
dessecacgdo pode ter origem em um estimulo externo que aciona o codigo genético,
dando inicio a uma cascata génica responsavel por essa caracteristica (KRANNER
etal., 2010).

O maior desafio enfrentado por todos os envolvidos na conservagdo de
sementes das espécies sensiveis a dessecacdo € a elaboragdo de estratégias que

possibilitem aumentar o tempo de armazenamento, sem que ocorra a perda
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significativa de viabilidade das sementes (WESLEY-SMITH et al., 2001), como
a diminuigdo no teor de agua das sementes e a temperatura de armazenamento.

Este trabalho mostra que a secagem até 10% de contelido de dgua néo
afeta a viabilidade das sementes de Genipa americana e Magnolia ovata. Em
sementes de M. ovata o uso do PEG e, ou, ABA afetou negativamente a
germinacdo das sementes. Por outro lado, em sementes de G. americana, 0
condicionamento em PEG e ABA reduziu a sensibilidade a dessecacdo das
sementes.

Em relacdo ao armazenamento, foi verificado que o uso do PEG e ABA
aumenta a longevidade das sementes de M. ovata no armazenamento a -21°C. O
mesmo comportamento é observado em sementes de G. americana com 0S
tratamentos em ABA 5uM, PEG -2,1 MPa e PEG -2,1 MPa+ABA 5uM, quando
as sementes sdo armazenadas a 25°C com 5% de conteudo de agua e PEG -2,1
Mpa + ABA 100 puM e a 5°C com 10% de contetido de agua.

Néo foram observadas mudancas no perfil proteico na analise de proteinas
totais e proteinas resistentes ao calor nas duas espécies estudadas, nas diferentes
condicBes testadas. Pequenas alteracbes foram observadas na atividade das
enzimas catalase e superdéxido dismutase em sementes de G. americana ap0s 0
armazenamento.

Apesar das analises moleculares usadas nesse estudo ndo apresentarem
relacdo com as respostas fisioldgicas encontradas, acredita-se que algum dos
mecanismos de tolerancia a dessecacéo tenha sido ativado durante os tratamentos
utilizados e, dessa forma, o uso de técnicas mais sensiveis para captar essas

modificagdes devem ser utilizadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao da espécie

2.1.1 Genipa americana

Genipa americana, conhecida popularmente como jenipapo, pertencente
a familia Rubiaceae, ¢ uma planta de porte arboreo, heli6fila, semidecidua,
podendo ocorrer em &reas com florestas abertas e de vegetacdo secundéria de
varzeas, em locais permanente ou temporariamente inundados (ANDRADE et al.,
2000). A espécie ocorre naturalmente nas florestas neotropicais desde o norte da
Argentina até o0 México (CARVALHO, 1994; LAVINSKY et al., 2007).

O jenipapo apresenta grande potencial para sua utilizacdo em atividades
agroflorestais, econdmicas e ecoldgicas, pois, devido a sua rusticidade, adapta-se
a varios tipos de clima e solo, tendo ampla distribui¢do geografica e crescimento
rapido (SILVA et al., 2006).

G. americana é importante para restauracdo de florestas riparias no
Cerrado brasileiro, podendo também ser usada na arborizacao urbana (COSTA et
al., 2005) e na recuperagdo de areas de preservacdo (VALERI; PUERTA; DA
CRUZ, 2003). A arvore é muito utilizada em plantios em areas brejosas e
degradadas, sendo uma 6tima fonte de alimentagdo para a fauna (LORENZI,
2000). Também tem sido utilizado para recuperacdo de areas degradadas em
ambientes de mata ciliar, por suportar grandes periodos sob condicdes de
alagamento (SILVA et al., 2006). Os frutos sdo comestiveis, sendo utilizados para
sucos, doces, vinho e licor, doces cristalizados, sorvetes e refrescos (COSTA et
al., 2005).

As sementes de jenipapo séo classificadas como intermediarias quanto a
capacidade de dessecacdo e armazenamento (CARVALHO; NASCIMENTO,
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2000; MAGISTRALI et al., 2013), o que dificulta a manutengéo da viabilidade
das mesmas por longos periodos, constituindo um obstaculo para sua conservagdo
em banco de sementes e execucao de pesquisas a longo prazo. Outra restricdo é
guanto a semeadura, que deve ser realizada logo ap6s o beneficiamento das
sementes, uma vez que a viabilidade das mesmas ndo é mantida por periodos
longos, concentrando a oferta de mudas em determinadas épocas do ano, ou
tornando-as disponiveis em épocas impréprias para o plantio (FONSECA;
FREIRE, 2003).

2.1.2 Magnolia ovata

Conhecida popularmente como pinha-do-brejo, a Magnolia ovata é nativa
brasileira, de ocorréncia na Mata atlantica e Cerrado, ocorrendo do sul de Minas
Gerais até o norte do Rio Grande do Sul (CAZETTA et al, 2002), estando
relacionada a solos imidos das florestas ripicolas (JOSE et al., 2011), ocorrendo
exclusivamente em matas de galeria inundaveis (SILVA JUNIOR; PEREIRA,
2009)

Plantas de pinha-do-brejo suportam a inundag&o e o encharcamento, o que
facilita sua adaptacdo a locais brejosos. A espécie € muito recomendada em
projetos de restauracdo de matas ciliares, sendo uma das espécies mais
importantes em areas permanentemente alagadas, e apresentando alta capacidade
de recrutamento (LOBO; JOLY, 1998). Também é muito utilizada em arborizacéo
urbana, possuindo flores brancas, grandes e com perfume agradavel. A &rvore
pode atingir 30m de altura com frutos deiscentes e quando abertos expdem as
sementes que se encontram envoltas por um arilo vermelho (LORENZI, 1992).

Sua madeira € leve, indicada para construcdo civil, industrias de
embalagens e caixotaria (SILVA JUNIOR; PEREIRA, 2009). Os frutos devem

ser colhidos quando iniciarem a abertura espontinea, sendo observada pela
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exposicdo do arilo vermelho das sementes (LORENZI, 2002). Seus frutos
representam uma importante fonte alimentar para aves (CAZETTA et al., 2002).

Quanto a capacidade de tolerancia a dessecacao e ao armazenamento, as
sementes de M. ovata sdo classificadas como intermediarias (JOSE et al., 2011).
Tal caracteristica limita 0 seu armazenamento em ambientes com baixas
temperaturas, uma vez que tais condi¢cBes podem causar danos irreversiveis a
semente, levando a perda de viabilidade. Por isso, estudos que busquem prolongar
a viabilidade durante o0 armazenamento sdo de suma importancia para a espécie,

uma vez que hd uma grande demanda na producao de mudas da mesma.

2.2 Tolerancia a dessecacao

Toleréncia a dessecacdo é definida como sendo a capacidade de um
organismo (ou 6rgdo) suportar acentuada perda de agua para o meio extracelular,
podendo sobreviver por periodos prolongados quando no estado seco e, apds a
reidratacdo, retornar as atividades metabdlicas normalmente, sem prejuizo as suas
funcbes (BUITINK; LEPRINCE, 2004, 2008). Essa caracteristica estd presente
em todos os grupos de organismos vivos, observada em espécies de bactérias,
fungos, animais e vegetais, sendo que em vegetais é mais comum em pdlen,
esporos e sementes (ALPERT, 2006).

Quanto a capacidade de tolerar & dessecacéo, as sementes sdo divididas
em trés grupos: ortodoxas, recalcitrantes e intermediarias (ELLIS; HONG,;
ROBERTS, 1990; ROBERTS, 1973).

As sementes com comportamento ortodoxo suportam a secagem a niveis
préximos de 5% de umidade, podendo ser armazenadas em baixas temperaturas
por periodos prolongados sem perder a viabilidade. Essas, em sua maioria, sdo
dispersas da planta mé&e com baixo contetdo de &gua, préximo ao contetdo critico

e, geralmente, apresentam algum tipo de dorméncia. Sementes tolerantes a
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dessecacgdo sdo capazes de sobreviver a condi¢Bes adversas, germinando quando
estas forem apropriadas para a retomada de seu desenvolvimento iniciado pela
germinacdo (BARBEDO; BILIA, 1998).

Ao contrario das sementes ortodoxas, as recalcitrantes sdo muito sensiveis
a perda de agua e ndo suportam o armazenando a baixas temperaturas, sendo
dispersas da planta mae com alto teor de 4&gua (MEDEIROS; EIRA, 2006;
ROBERTS, 1973). Devido a alta umidade das sementes no momento da dispersao,
sementes desse grupo germinam rapidamente apos serem dispersas, sendo muito
comum a viviparidade. Mesmo em condicOes favoraveis de armazenamento, as
sementes sensiveis possuem longevidade curta, isto também ocorre devido ao
metabolismo acelerado, uma vez que as mesmas nao entram em estado de
quiescéncia (FONSECA,; FREIRE, 2003).

A categoria das espécies com comportamento intermediario ¢ formada
por sementes que suportam perda consideravel de &gua, porém, ndo suportam
armazenamento em baixas temperaturas.

Apesar de Roberts (1973) e, posteriormente, Ellis; Hong e Roberts (1990)
estabeleceram trés categorias com limites fixos de teor de &gua até o qual as
sementes podem ser secas, 0 que se observa é a existéncia de um gradiente, e nao
de um valor Unico de contetdo critico de &gua, que pode ser atribuido as
diferencas na sensibilidade a tolerancia a dessecacdo entre as espécies (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990), ou dentro da mesma espécie, variando entre o habitat
de origem e a diversidade genética (BOVI; MARTINS; SPIERING, 2004; DAWS
et al., 2004; MARTINS; MARILENE; NAKAGAWA, 2007; PEREIRA et al.,
2012). O conteudo critico de &gua considerado como o limite que as sementes
podem ser secas, sem danos aparentes, (WALTERS, 2000) é muito variavel entre
as espécies, especialmente para espécies recalcitrantes, evidenciando entdo a
existéncia de um continuo de tolerancia a dessecacdo quando se compara varias

espécies. Sementes sensiveis & desseca¢do, em sua maioria, S&80 mais comuns em
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ambientes mais Umidos e sua dispersdo ocorre no periodo de maior indice
pluviométrico. Em &reas tropicais e subtropicais, a propor¢do de sementes
sensiveis a dessecacdo diminui a medida que o habitat se torna mais seco (DAWS
etal., 2006; TWEDDLE et al., 2003).

Sementes armazenadas com alto conteldo de dgua perdem sua viabilidade
mais rapidamente, devido a alta taxa respiratdria e a acdo de microrganismos.
Portanto, estudos nessa area sdo importantes para determinar estratégias de
armazenamento de sementes, em especial, para espécies com comportamento
intermedidrio e recalcitrante, uma vez que esta caracteristica influencia

diretamente no método de conservagédo das mesmas (TWEDDLE et al. 2003).

2.3 Mecanismos da tolerancia a dessecagao

As sementes ortodoxas passam por trés fases durante o desenvolvimento:
histodiferenciacdo, maturacdo e dessecacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013;
CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004). A histodiferenciacdo &
caracterizada por intensa atividade metabdlica e sensibilidade a dessecagdo,
ocorrendo de forma similar em sementes tolerantes e sensiveis a dessecacéo,
havendo aumento da matéria verde e do peso fresco. Na maturacdo ocorre a
deposicdo de reservas, principalmente proteinas, carboidratos e lipideos,
ocorrendo diminuicgdo do contetdo de 4gua e aumento de matéria seca (BERJAK;
PAMMENTER, 2013).

Mudangas estruturais nas células, composi¢do quimica e conformacao da
parede celular desempenham um papel importante na manutencdo das
propriedades mecénicas e quimicas necessarias para suportar a dessecagdo
(CACCERE et al. 2013). A falta ou ineficiéncia de um ou mais desses mecanismos
impede a aquisicdo e manutencdo da tolerdncia a dessecacdo (BERJAK;
PAMMENTER, 2013).
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A Ultima fase de desenvolvimento das sementes é caracterizada por
grande perda de &gua e reducdo do metabolismo, passando para o estado de
quiescéncia, para entdo ocorrer a dispersdo. A diminuicdo do conteldo de agua no
final da fase de maturacdo é precedida pela inducdo da tolerancia a dessecagdo
nas sementes ortodoxas. As sementes recalcitrantes ndo passam por estas duas
fases, sendo dispersas com alto contetido de agua (SONG et al., 2003).

ApoOs a perda de &gua, a diminuicdo do volume celular provoca
aglomeragdo de componentes citoplasmaticos e os contetdos celulares tornam-se
cada vez mais viscosos, reduzindo a chance de interagdes moleculares que possam
causar a deshaturacdo de proteinas e a fusdo da membrana (HOEKSTRA;
GOLOVINA; BUITINK, 2001). Becwar, Stanwood e Roos (1982), comprovaram
que a perda de viabilidade de sementes sensiveis a dessecacdo estd diretamente
relacionada aos danos nas membranas celulares, que ocorre durante o processo de
secagem, uma vez que as mesmas ndo possuem mecanismos eficientes para
reparar e/ou evitar tais danos.

Quando uma célula perde agua, seus solutos se tornam mais concentrados,
fazendo com que ocorra aumento nas reagdes quimicas destrutivas, ocorrendo a
modificagdo do pH da solucdo intracelular, devido a cristalizacdo de alguns
solutos, as proteinas comecam a desnaturar e pode ocorrer a ruptura das
membranas (BARBEDO; BILIA, 1998; SILVA et al., 2012). Essas consequéncias
da secagem ocorrem tanto em sementes sensiveis quanto tolerantes & dessecacao,
porém, as tolerantes, possuem mecanismos para minimizar e/ou reparar esses
danos, enquanto em sementes sensiveis estes sao falhos ou inexistentes.

Durante a secagem das sementes, danos @ molécula de DNA podem
ocorrer, principalmente pela acdo de espécies reativas de oxigénio, além de poder
causar injarias & membranas, ruptura da parede celular, condensacdo da
cromatina, modificacdes em ultraestrutura e danos nas mitocondrias (BERJAK,
2006; KIOKO; BERJAK; PAMMENTER, 2006; MIAO; KANEKO;
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SUGAWARA, 2005; WANG; MZLLER; SONG, 2012; WEN et al., 2012). A
estabilidade do DNA durante a dessecacéo e a capacidade para a sua reparacéo é
caracteristica de sementes tolerantes a dessecacdo (BOUBRIAK et al., 2000;
OSBORNE; BOUBRIAK, 1994). A perda de agua em sementes sensiveis a
dessecacdo pode ocasionar a degradacdo do DNA, através da acdo de
endonucleases, sendo considerado um importante marcador para a morte em
células vegetais (MCCABE; LEAVER, 2000).

A tolerancia a dessecacdo, adquirida durante a formacdo da semente
(WANG; M@LLER; SONG, 2012), é um fendbmeno complexo que envolve
ajustes metabdlicos e estruturais (BONJOVANI; BARBEDO, 2008), que juntos,
possibilitam a acdo de mecanismos a fim de evitar danos as células, tais como:
protecdo do DNA e citoesqueleto; desdiferenciacdo celular; presenca de sistemas
antioxidantes eficientes; acumulo de moléculas protetoras, tais como proteinas
LEA (Late Embryogenic Abundant Proteins) e heat shock proteins (HSP) e
oligossacarideos (rafinose, estaquiose, verbascose); moléculas anfipaticas;
reducdo da atividade metabdlica, bem como a presenca de mecanismos de reparo
dos danos causados pela secagem e posteriormente aqueles causados pela
reidratacdo (BUITINK et al, 2003; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001;
PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Apos a histodiferenciacdo, as células de sementes ortodoxas preenchem
os vacuolos com proteinas, acumulam agtcares, produzem proteinas LEA (“late-
embryogenesis-abundant™) e ocorre a formacdo do estado vitreo (WALTERS,
2000). As proteinas LEA atuam na manutencao da estrutura do citoplasma durante
a perda de agua (NEDEVA; NIKOLOVA, 1997), atuando na atividade
antioxidante, na estabilizacdo de proteinas e membranas, e na integridade da
molécula de DNA (AMARA et al., 2012; DELAHAIE et al., 2013). As dehidrinas,
proteinas pertencentes ao grupo das LEAs, acumulam durante o desenvolvimento

das sementes, e estdo relacionadas a tolerancia a dessecacdo, protegendo a célula
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durante a secagem, e agindo como antioxidante (CLOSE, 1996; BOMAL,; LE;
TREMBLAY, 2002).

As HSP, proteinas resistentes ao calor, desempenham a funcdo de
preservacdo das estruturas macromoleculares durante a secagem, deshaturacao
proteica e reparo durante a reidratacdo (JOSE et al., 2005; HOEKSTRA,;
GOLOVINA; BUITINK, 2001; WATERS; LEE; VIERLING, 1996). Kalemba e
Pukacka (2012), estudando a associa¢do de proteinas protetoras em sementes
recalcitrantes e ortodoxas através de extratos proteicos, demonstraram que
dehidrinas e HSPs estdo relacionadas a tolerancia & dessecacdo, uma vez que
sementes ortodoxas apresentaram niveis mais elevados dessas proteinas quando
comparadas com sementes recalcitrantes.

A desidratagdo também induz a formacédo de radicais livres que podem
atuar como sinalizadores no processo de morte celular programada (KRANNER
et al., 2011). Em sementes recalcitrantes, a presenca de radicais livres durante a
secagem, devido ao metabolismo desregulado, pode ser o principal dano aoc meio
celular (FARRANT; SHERWIN 1998, PAMMENTER; BERJAK, 1999;
WALTERS, 2000), uma vez que ndo ha um sistema antioxidante eficiente.

A perda de viabilidade durante a secagem pode estar relacionada pela
presenca de um sistema antioxidante ineficiente para remocao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) que sdo formadas. A enzima superdxido dismutase (SOD) é
a primeira linha de defesa contra EROs, dismutando os radicais superoxido (Oy),
transformando-os em peréxido de hidrogénio (H20;), que é menos reativo e em
O, (BOWLER; MANTAGU; INZE, 1992; CHENG; SONG, 2008; GILL;
TUTEJA, 2010). O H,0; é entdo eliminado pela a¢do da enzima catalase (CAT)
(WILLEKENS et al., 1995). A enzima peroxidade (PO) também tem a fungéo de
destruir H,O,, tendo maior afinidade do que a CAT (CHENG; SONG, 2008).
Essas enzimas convertem o H,O, em Oz e H,O (GILL; TUTEJA, 2010).
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Ao contrario das sementes sensiveis a dessecacdo, as tolerantes possuem
um sistema antioxidante eficiente devido a atuagdo de antioxidantes enzimaticos,
como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (PO), e
antioxidantes ndo enzimaticos, como &cido ascorbico e glutationa redutase
(PAMMENTER; BERJAK, 1999).

No processo final de maturacdo, as sementes tolerantes a dessecacao
passam a acumular aglcares e proteinas que atuam na protecdo celular
(BARBEDO; CENTENO; RIBEIRO, 2013) e a perda de 4gua durante a secagem
estimula um maior acimulo de oligossacarideos, como rafinose e sacarose
(BOMAL; LE; TRAMBLAY, 2002). Esses agucares substituem a &gua,
prevenindo danos durante a secagem, fornecendo as interages hidrofilicas
necessarias para manter a estabilizacdo de proteinas e das membranas, prevenindo
a movimentag&o dos constituintes celulares, sendo este caracterizado como estado
vitreo (LEPRINCE; HOEKSTRA, 1998; HOEKSTRA, GOLOVINA; BUITINK,
2001).

O estado vitreo é formado por um liquido muito viscoso capaz de reduzir
as reagdes quimicas que necessitam de difusdo molecular, atuando assim, na
preservacdo das estruturas celulares durante a desidratagdo, evitando o colapso
celular (OOMS et al., 1993), além de impedir a formacdo de cristais de gelo
durante o armazenamento em baixas temperaturas (PAMMENTER; KERJAK,
1999).

Além da tolerancia a dessecacdo ser um processo fisico, também esta
associado a diversas mudancas na expressao de genes, indicando que esta também
é uma etapa muito ativa em respeito a transcricdo (ANGELOVICI et al., 2010).
Porém, a expressdao de um (nico gene durante a secagem ndo garante que a
semente ird sobreviver a dessecacao (JOSE et al., 2011), uma vez que é necessario
a expressao de varios genes para que 0s mecanismos relacionados a tolerancia a

dessecacdo confiram tal capacidade.
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O ABA atua na regulacéo de expresséo de genes, induzindo a sintese de
vérios tipos diferentes de proteinas (NEDEVA; NIKOLOVA, 1997), que podem
desempenhar papel fisiolégico importante durante o desenvolvimento da semente.
E comprovado, por exemplo, que o ABI3 regula a abundancia de proteinas LEA
durante o processo de secagem (DELAHAIE et al., 2013).

E evidente que a capacidade da tolerancia a dessecagdo ndo depende
somente de mecanismos inerentes as sementes, mas também do nivel de
desenvolvimento, as condi¢cGes em que ocorreu a secagem das mesmas, e qual fase
do processo germinativo as mesmas se encontram (PAMMENTER; BERJAK,
1999; SONG et al. 2003).

2.4 Condicionamento fisiolégico

O condicionamento fisiolégico consiste no controle da hidratacdo das
sementes, de maneira suficiente para ativar os processos metabolicos essenciais
para a germinacao, mas evitando a protrusao da raiz primaria (HEYDECKER;
HIGGINS; GULLIVER, 1973). Tem como principal objetivo reduzir o periodo
de germinacdo, bem como sincronizar e melhorar a emergéncia das plantulas
(SANTOS et al., 2008).

No entanto, muitos fatores podem influenciar esses efeitos, como o
método de condicionamento, o periodo e a temperatura utilizada durante o
procedimento (LIMA; MARCOS FILHO, 2010), podendo o efeito de um mesmo
protocolo ser variavel entre as espécies e entre lotes diferentes da mesma espécie
(CHEN; FESSEHAIE; ARORA, 2012).

O osmocondicionamento é uma das técnicas mais comuns, melhorando o
desempenho da germinagdo de sementes, bem como a tolerancia a estresse
(CHEN; FESSEHAIE; ARORA, 2012), sendo o polietilenoglicol (PEG) o mais
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utilizado, por ser inerte, ndo toxico, e ndao absorvivel pelas sementes (SANTOS;
SILVA-MANN; FERREIRA, 2011).

O uso de condicionamento fisioldgico pode possibilitar o
restabelecimento da tolerdncia a dessecacdo em sementes que passaram a ser
sensiveis a dessecacdo ao longo do processo germinativo (BUITINK et al., 2006;
COSTA et al., 2015; FARIA et al., 2005; MAIA et al., 2011).

O uso de PEG, em combina¢do com o ABA e baixas temperaturas tem
apresentado resultados satisfatérios no restabelecimento da tolerdncia a
dessecacdo de sementes ortodoxas apds a germinacdo (BUITINK et al., 2003;
ANGOSHTARI et al., 2009). O potencial osmético do PEG e o tempo de
exposicdo podem influenciar na resposta de reinducéo da tolerancia a dessecagédo
(MAIA et al., 2011), assim como a concentracdo do ABA, sendo variével entre as
espécies.

Estudando a reinducdo da tolerancia a dessecacdo em sementes
germinadas de Arabidopsis thaliana com o osmocondicionamento realizado
utilizando PEG, Maia et al. (2014), observaram que apds o restabelecimento da
tolerancia a dessecacdo mecanismos como estabilizagdo de membranas e DNA,
acumulo de agucares e proteinas LEA e sistemas antioxidantes estavam presentes.

Estudos realizados com sementes de Arabidopsis thaliana (MAIA et al.,
2014) e Brassica napus (ANGOSHTARI et al.,, 2009) demonstraram que
sementes em processo germinativo readquirem a tolerancia a dessecacdo apds
condicionamento em ABA, o0 que ocorre devido a expressao de genes envolvidos
na protecdo celular (COSTA et al., 2015), desenvolvimento, e uma reducdo na
expressao de genes relacionados ao crescimento celular e fotossintese.

Dessa forma, o uso do PEG, associado ou ndo ao ABA, pode ser utilizado
para reducdo da sensibilidade & tolerancia a dessecacdo, tendo seus resultados

analisados e esclarecidos através do uso de técnicas moleculares.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1 - REDUGCAO DA SENSIBILIDADE A DESSECACAO E AO
ARMAZENAMENTO DE Magnolia ovata

RESUMO

Vaérios estudos tém obtido sucesso com o uso de PEG e/ou ABA na reinducdo da
tolerdncia a dessecacdo em sementes germinadas de espécies ortodoxas,
possibilitando avangos nos conhecimentos dos mecanismos que possibilitam tal
caracteristica. Com isso, utilizou-se tratamentos com PEG e ABA para verificar a
sua eficiéncia na reducdo da sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento em
sementes intermediarias de Magnolia ovata. A secagem das sementes até 10% de
contetdo de &gua ndo afetou significativamente a germinacdo. Sementes
condicionadas com PEG tiveram reducdo na viabilidade, enquanto as sementes
tratadas com ABA nao sofreram efeito da secagem. No armazenamento, sementes
com 5% de contetdo de agua tiveram maior germinacgdo, sendo que as sementes
tratadas com ABA (100 pM) apresentaram os melhores resultados. Nao foram
observadas mudangas na atividade das enzimas catalase, peroxidase e superoxido
dismutase, assim como na abundancia das proteinas totais e resistentes ao calor.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Intermediaria. Proteinas. Sementes
florestais.

ABSTRACT

Many studies have obtained success with the use of PEG and/or ABA in the
reinduction of desiccation tolerance in germinated seeds of orthodox species,
enabling advances in knowledge of the mechanisms that allow such characteristic.
Thus, treatments with PEG and ABA were used to verify their efficiency in
reducing the sensitivity to desiccation and storage in intermediate seeds of
Magnolia ovata. The drying of seeds until 10% of water content did not affect the
germination significantly. PEG conditioned seeds had a reduction viability loss,
whereas seed treated with ABA were not affected by drying. In the storage, seeds
with 5% water content had higher germination, and the seeds treated with the
ABA at 100uM presented the best result. No changes were observed in the activity
of the catalase, peroxidase and superoxide dismutase enzymes, as well as in the
abundance of total and heat resistant proteins.
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INTRODUCAO

A tolerancia a dessecacdo é a capacidade de suportar a perda de agua e
sobreviver, apos a reidratacdo, sem danos permanentes (DEKKERS et al., 2015).
Sementes com essa caracteristicas sdo chamadas de ortodoxas. A conservacdo
dessas sementes, seja por periodos curtos ou longos, é diretamente influenciada
por esta caracteristica (GONCALVES et al., 2017).

A dificuldade de conservacdo da qualidade fisiologica de sementes ndo
ortodoxas tem impedido a conservacao de tais espécies (MASETTO et al., 2008).
Sementes recalcitrantes sdo dispersas com alto contetido de agua e alta atividade
metabdlica, e sua viabilidade é perdida com a diminuicdo do contetdo de agua
(FARIA et al., 2006), ndo podendo ser armazenadas em baixas temperaturas e
com baixo contetido de &gua (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

A viabilidade das sementes ao longo da secagem e do armazenamento esta
diretamente relacionada a capacidade das mesmas de eliminar as espécies reativas
de oxigénio (EROs) produzidas durante estes processos. Se ndo forem eliminadas,
as EROs podem danificar macromoléculas, ou atuar como sinais que induzem a
morte celular programada (KRANNER; BIRTIC, 2005).

Durante a secagem de sementes tolerantes & dessecacdo, a viscosidade
citoplasméatica aumenta, formando o estado vitreo (BUITINK; LEPRINCE,
2004), diminuindo todas as reagBes quimicas, auxiliando na manutencdo da
viabilidade durante o processo de secagem e armazenamento, entretanto, as
espécies sensiveis a dessecacdo ndo sdo capazes de manter a integridade das
membranas e organelas durante a reducdo do conteldo de agua das sementes
(BERJAK; PAMMENTER, 2000).
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Trabalhos com reinducdo da tolerdncia a dessecacdo em sementes
ortodoxas germinadas tém sido utilizados na tentativa de compreender os
mecanismos que impedem a secagem e 0 armazenamento de sementes sensiveis a
dessecacdo. Para isso, 0 uso de condicionamentos com PEG e ABA tem
proporcionado bons resultados (ANGOSHTARI et al., 2009; BUITINK et al.,
2003; DEKKERS et al., 2015; MAIA et al., 2011; VIEIRA et al., 2010). O
potencial osmético do PEG e o tempo de exposicdo podem influenciar na resposta
de reinducdo da toleréncia & dessecacdo (MAIA et al., 2011), assim como a
concentragdo do ABA, sendo varidvel entre as espécies. Estes podem regular
genes que estdo relacionados a atividades antioxidantes, respostas ao estresse e ao
armazenamento, além de induzir a sintese de moléculas protetores, como agucares
e proteinas LEA (Late Embryogenic Abundant Proteins) e HSPs (heat shock
proteins) (BUITINK et al., 2003; MAIA et al., 2011).

Acredita-se que o uso do PEG, associado ou ndo ao ABA, pode reduzir a
sensibilidade a dessecacdo de sementes sensiveis a dessecacdo e ao
armazenamento.

Magnolia ovata, pertencente a familia Magnoliaceae, tem grande
importancia na recomposic¢do das areas ciliares (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990),
e na restauracao de florestas ripicolas devido a sua adaptagdo a solos pantanosos
Suas sementes sdo classificadas como intermedidria quanto a capacidade de
tolerancia a dessecagdo e ao armazenamento (JOSE et al., 2011).

Diante disso, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do
condicionamento em PEG e ABA na redugdo da sensibilidade a dessecacédo e

prolongar a longevidade de sementes de Magnolia ovata armazenadas.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos e beneficiamento das sementes
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A coleta foi realizada no municipio de Lavras, MG, em um total de 7
matrizes. Os frutos de M. ovata foram coletados diretamente da &arvore, e em
seguida levados para o Viveiro Florestal da Universidade Federal de Lavras. Apds
a abertura natural dos frutos, as sementes foram beneficiadas com auxilio de uma
peneira em &gua corrente, para retirada do arilo vermelho que recobre a semente.
Em seguida, as sementes foram levadas para o Laboratério de Sementes
Florestais, no Departamento de Ciéncias Florestais e mantidas em camada Unica
sobre bancada para secagem da agua superficial. As sementes foram armazenadas

em camara fria (5 °C) por no maximo cinco dias.

Determinacao do contetido de agua

O conteudo de agua foi determinado pelo método de estufa a 105 °C por
24 horas (BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 10 sementes cada. O calculo

foi feito na base Umida e os resultados expressos em porcentagem.

Condicionamento osmotico e tratamento com ABA

O condicionamento osmético e o tratamento com ABA das sementes foi
realizado em solugdes de polietilenoglicol (PEG 6000) e ABA, nas seguintes
condigdes: ABA 5 uM; ABA 50 uM; ABA 100 puM; PEG -2,1 MPa; ABA 5 uM
+ PEG -2,1 MPa; ABA 50 uM + PEG -2,1 MPa; ABA 100 uM + PEG -2,1 MPa.
As solucbes de PEG foram preparadas de acordo com recomendacfes de Sun
(2002).

O ABA foi preparado em solugéo estoque de 1 mM em KOH 1 N, para
posterior diluicdo de acordo com a concentracéo desejada.

Para o condicionamento, as sementes foram mantidas em bandejas

plasticas contendo as solucbes de PEG e ABA (200 mL de solucao para cada um
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quilo de sementes). A quantidade de solucdo utilizada ndo cobriu totalmente a
camada de sementes, para permitir a oxigenagdo das mesmas. As bandejas foram
vedadas com papel aluminio, seguindo recomendacéo de Costa et al. (2015), para
evitar danos oxidativos pela presenca de luz, e permaneceram em camara de
germinacdo na temperatura de 10 °C por 72 horas. As solucdes foram trocadas
diariamente, a fim de manter o potencial hidrico constante durante o periodo de
condicionamento. Antes da troca, as solu¢fes foram mantidas por duas horas a 10
°C para ndo haver varia¢do de temperatura no momento da troca.

Apbs o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente e
permaneceram durante uma hora em sala climatizada a 20 °C para remocdo da
agua superficial. Em seguida foi realizada a determinagéo do contetdo de &gua e

a secagem das sementes.

Secagem das sementes

Apo6s o condicionamento fisioldgico, as sementes passaram por secagem,
seguindo recomendacéo de Magistralli et al. (2013). As sementes foram colocadas
em sacos de tule, e em seguidas armazenadas em caixas tipo higrostat (caixa com
tampa e circulacdo de ar interna mantida por um pequeno ventilador,
possibilitando a homogeneizacdo da umidade relativa dentro da caixa e
aumentando a velocidade de secagem) contendo solugdes salinas, seguindo a
metodologia proposta por Magistralli et al. (2013) (Tabela 1). As sementes foram
dispostas em camada Umida possibilitando uma secagem uniforme.

Durante a secagem, as sementes foram pesadas diariamente até atingirem
0s conteidos de &gua de 15%, 10% e 5%. Para estimar o conteudo de agua das
sementes durante a secagem foi utilizada a férmula proposta por Hong e Ellis

(1996). Ao atingir o peso alvo para cada conteldo de agua, foi realizada a
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determinagdo do conteldo de agua pelo método de estufa. As sementes
alcangaram 5% de contetido de &gua com 12 dias de secagem.

Tabelal - Solugdes salinas utilizadas para secagem das sementes de Magnolia

ovata
Solucéo Concentragdo em | Umidade relativa de Tempo de
Salina agua equilibrio exposicao
LiCl 5g/100ml 95% 120h
MgSO47H,O  Solugéo saturada 89% 120h
NacCl Solucéo saturada 75% 48h
Silica gel 10% 48h

Fonte: Adaptado Magistralli (2013)

Armazenamento das sementes

Apos atingirem 10% e 5% de contetdo de agua de cada condicionamento,
as sementes foram armazenadas a -21 °C em recipiente hermeticamente fechado.
Apods 45 e 90 dias foram realizados testes de germinacdo para determinar a

viabilidade das sementes.

Avaliacdo da qualidade das sementes

Antes da montagem dos testes de germinacgdo, foi realizada a pré-
umidificagdo das sementes em caixas gerbox durante 24 horas a 25°C. Para isso
as sementes foram colocadas sobre tela, em camada Unica em caixa gerbox
contendo 50 mL de agua no fundo. Logo apoés, as sementes forma desinfetadas
com hipoclorito de sédio (2% durante trés minutos) e os testes de germinagdo
montados em placas de Petri contendo duas folhas de papel filtro umedecidos com
agua, e entdo mantidas em germinadores tipo BOD a 25°C, com fotoperiodo (12
horas de luz/escuro). Foram utilizadas 5 repeticbes com 20 sementes cada.

As avaliagOes foram realizadas em intervalos regulares de trés dias, tendo

como critério de germinacéo a protrusdo radicular (radicula com comprimento >
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2 mm). O teste foi finalizado com 42 dias, e entdo foram analisadas a formacao
de plantulas normais (sistema radicular desenvolvido com raizes primarias e

secundarias, e desenvolvimento do primeiro par de folhas).

Indice de velocidade de germinacéo (1IVG)

A avaliagéo foi realizada diariamente, computando o nimero de sementes
germinadas até a estabilizacdo e calculado pela formula proposta por Maguire
(1962).

Padrao eletroforético de proteinas totais e resistentes ao calor

Para a determinacdo do padrdo eletroforético de proteinas totais e
resistentes ao calor foram avaliadas as sementes no contetdo de &gua inicial
(20%), 15%, 10% e 5% de contetdo de &gua, com e sem o condicionamento em
PEG ou PEG+ABA (ABA 100uM, PEG -2,1 MPa, PEG -2,1 MPa+ ABA 100
HUM) em sementes antes e apds o0 armazenamento por 45 dias com 10% e 5% de
contetdo de agua.

Foram macerados em nitrogénio liquido sementes de M. ovata e entdo 100
mg do macerado foram colocados em microtubos de 300 pl para a extragcdo. Em
seguida foi adicionado 1 mL do tampdo de extragdo (50 nM de Tris HCL pH 7,5,
5 mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 0,001 M de inibidor de protease e 1 uL de B-
mercaptoetanol). As amostras foram misturadas em vortex e centrifugadas a
12000 rpm por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado em duas aliquotas,
uma para analise de proteinas totais e outra para proteinas resistentes ao calor.
Neste caso, as amostras foram aquecidas por 15 min a 90 °C. Em seguida, todas
as amostras foram colocadas no gelo por 15 minutos, e entdo centrifugadas a

12000 rpm por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos. A
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quantificagdo das proteinas nos extratos foi realizada pelo método de Bradford
(1976).

A eletroforese foi realizada em gel descontinuo de acrilamida (gel
concentrador com acrilamida a 6% e separador a 12,5%). Para a aplicacdo das
amostras no gel, foram utilizadas 40 g de cada amostra de proteina, juntamente
com 20 yL do tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol, 0,46 g SDS, 20 mg de
bromofenol e completado para 20 mL com tampé&o de extragdo Tris HCL pH 7,5).
A corrida foi realizada em cuba vertical, com tampdo SDS, a 200 V por,
aproximadamente, 6 horas

Ao término da corrida, o gel foi transferido para um recipiente onde foi
realizada a fixagcdo em solugdo contendo 40% de metanol e 7% de &cido acético
por 30 minutos. Apds esse periodo a solucdo de fixacdo foi descartada, os géis
foram lavados em &gua destilada e entdo corados em solucdo contendo 0,08%
(p/v) de Comassie Blue G250, 1,6% (v/v) de acido ortofosforico e 12% (p/v) de
sulfato de amdnio e mantidos em agitador por 72 horas. Em seguida foi realizada
a descoloracdo dos géis em solucédo de Tris base 0,1M com pH 6,5, ajustado com
acido fosférico. Os géis descoloridos foram mantidos imersos em agua destilada

até o momento da digitalizagao.

Atividade enzimética

Para anélise eletroforética de enzimas, as sementes foram maceradas em
cadinho de porcelana com nitrogénio liquido, e armazenadas a -86 °C até o
momento da extracdo. Para a extragdo das enzimas catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD), foi utilizado o tampéo Tris HCL 0,2M pH 8,0 + 0,1% de
mercaptoetanol, na proporcéo de 200 pL por 50 mg de sementes maceradas. Em
seguida, foi homogeneizado em vortex e mantido em geladeira por 12 horas. Ap6s

esse periodo os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 14000 rpm, a 4 °C.
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Para a extragdo da enzima peroxidase (PO) foi utilizado o tampéo de
extracdo fosfato (0,034 M de fosfato de sodio bi-basico: 0,2 M de sacarose; 2,56
g de PVP; 0,003M de DTT; 5,7 mML acido ascorbico; 2,5 mM de borato de sédio;
1 g de PEG 6000; 0,2% de B-mercaptoetanol). Apos, as amostras foram
homogeneizadas em vortex e mantidas em geladeiras por 12 horas. Em seguida,
as mesmas foram centrifugadas por 30 minutos a 14000 rpm a 4 °C.

Para todas as enzimas, foram aplicados 40 puL de cada amostra em
canaletas de gel descontinuo de poliacrilamida a 7,5% no gel separador e 4,5% no
gel concentrador. O tampéo para o sistema gel/eletrodo utilizado foi o tris-glicina
pH 8,9, e a corrida foi realizada a 120V durante cinco horas. Em seguida, seguindo
a metodologia especifica para cada enzima descrita por Alfenas (2006), os géis
foram revelados.

Apos a revelacao os géis foram fotografados e analisados por comparacgao
visual e utilizando o software ImageJ® para quantificacdo da intensidade das

bandas observadas.

Analises Estatisticas

O experimento foi montado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). A primeira parte do experimento que consistiu na analise do
efeito do condicionamento e secagem na viabilidade das sementes foi realizado
em um fatorial 3x8 (trés conteldos de agua e oito condicionamentos), enquanto
gue o experimento de armazenamento foi analisado em um fatorial 2x8 (dois
contetidos de &gua e oito condicionamentos). Todos os dados foram analisados
pelo software R for Windows e submetidos a analise de GLM (modelos lineares
generalizados), sendo as medias comparadas pelo teste de LSD a 5% de

probabilidade.
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RESULTADOS

As sementes apresentavam 20% de conteldo de gua, e de maneira geral,
a secagem até 10% de conteddo de agua ndo afetou a germinacdo, exceto para 0s
tratamentos em que as sementes foram condicionadas em PEG, nos quais foi
observada uma reducdo da viabilidade quando as sementes foram secas de 15%
para 10% de contetdo de agua. Verificou-se efeito positivo da embebigdo das
sementes de Magnolia ovata em solugdo de ABA 5 puM, tendo-se em vista que
apos esse tratamento ndo houve efeito da secagem sobre a viabilidade das
sementes. Como observado, o condicionamento em PEG teve efeito negativo nas
sementes apds secagem (Figura 1A e 1B) e 0 IVG (Figura 1E e 1F). Em todos 0s
tratamentos onde foi realizado o condicionamento osmético com PEG foi
verificada reducdo na viabilidade, na formacéo de plantulas normais e no indice
de velocidade de germinacdo. Em sementes com 10% de conteldo de agua, 0 uso
do ABA 5 pM, 50 uM e 100 pM influenciou positivamente no IVG das sementes
quando comparadas a testemunha (Figura 1E e 1F).

O uso do PEG, associado ao ABA ou ndo, influenciou negativamente a
formagéo de plantulas normais, apresentando os menores resultados quando as
sementes foram secas a 10% e 5% de contetdo de &gua (Figura 1C e 1D). No
contetdo de agua de 15%, o uso de ABA 50 puM proporcionou a maior
porcentagem de plantulas normais, enquanto que no conteldo de agua de 5% o
melhor resultado foi obtido com ABA 5 uM. Todos os condicionamentos que
utilizaram PEG na contetido de agua de 10% e 5% n&o apresentaram formacéo de
plantulas normais.

Apo6s 0 armazenamento por 45 dias a -21 °C, as sementes que foram
tratadas com ABA 50 pM e 5 pM, respectivamente, promoveram maior
germinacdo no conteddo de 4gua de 5% quando comparada a de 10%. Dentro de

cada conteudo de &gua, os tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas,
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quando avaliado no contetido de agua de 10%, enquanto que no contetdo de &gua
de 5%, o tratamento das sementes com ABA 100 uM apresentou resultado
superior aos demais (Figura 2A E 2C). Em nenhum dos tratamentos houve
formacéo de plantulas normais.

Para o IVG, observa-se um aumento nesse indice para alguns tratamentos,
sendo os melhores resultados obtidos quando as sementes foram tratadas com
ABA 50 uM e 100 uM e secas a 5% de conteudo de agua (Figura 2B e 2D).

N&o ha mudangas na expressdo da SOD, tanto na secagem quanto no
armazenamento (Figura 3C e 4C, respectivamente). A atividade da enzima CAT
(Figura 3A) diminuiu ao longo da secagem das sementes. Porém, ha um aumento
de atividade quando realiza-se o condicionamento com PEG e ABA, quando
comparado a testemunha. H4 uma diminuicéo na atividade da PO (Figura 3B) com
a secagem das sementes, mas ndo existe um padrdo consistente.

Apobs o armazenamento, observou-se uma redugdo na atividade da PO
(Figura 4B), enquanto que a CAT (Figura 4A) parece ter sido menos afetada pelo
armazenamento. Em ambas as enzimas, as sementes com 5% de contetido de agua
tiveram uma atividade um pouco menor do que as sementes com 10%. Isto esta
relacionado ao fato que as sementes com 5% de contetdo de dgua apresentaram
maior viabilidade (Figura 2).

No perfil eletroforético das proteinas totais (Figura 5A) e resistentes ao
calor (Figura 5B) ndo sdo observadas diferengas entre os tratamentos. O mesmo
padrdo eletroforético é apresentado para proteinas totais (Figura 6A) e resistentes
ao calor (Figura 6B) em sementes que foram armazenadas por 45 dias a -21 °C.
Nas sementes armazenadas, o tratamento com ABA 100 pM, em ambas os
conteido de &gua, apresentou maior intensidade nas bandas, nas proteinas
resistentes ao calor (Figura 6B). Essa maior abundancia proteica observada nesses
tratamentos aparentemente esta associada a uma resposta positiva das sementes,

analisando-se a germinagéo (Figura 2A).
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Figura 1 - Porcentagem de germinacdo, plantulas normais e indice de velocidade
de germinacdo (IVG) de sementes de Magnolia ovata submetidas ao
condicionamento em PEG e tratamento com ABA.
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Legenda: Painéis A e B: Porcentagem de germinacdo; C e D: plantulas normais; E e F:
indice de velocidade de germinagdo. Nos painéis B, D e F, as mesmas letras, minuscula
na coluna e maidscula na linha, indicam auséncia de diferencas estatisticas significativas
pelo Teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade entre os tratamentos utilizados e as
porcentagens de contelido de agua.

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 2 - Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo
(IVG) de sementes de Magnolia ovata submetidas a diferentes
tratamentos e armazenadas por 45 dias a -21°C.
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Legenda: Painel A: Porcentagem de germinagdo; C:indice de velocidade de germinacdo.
Nos painéis B e D, as mesmas letras, mindscula na coluna e maitscula na linha, indicam
auséncia de diferengas estatisticas significativas pelo Teste de LSD ao nivel de 5% de
probabilidade entre os tratamentos utilizados e as porcentagens de conteido de &gua.
Fonte: Do autor (2018).
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Figura 3- Atividade enzimatica em sementes de Magnolia ovata apds
condicionamento em PEG e tratamento com ABA.
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Legenda. Géis de eletroforese ap6s coloracdo para revelagdo das enzimas A- Superéxido
Dismutase; B- catalase; C- peroxidase (lado esquerdo) e representacdo numérica da
intensidade das bandas (lado direito). Tratamentos: 1 — 20% de contetdo de agua; 2- 15%
de conteido de 4gua; 3- Sementes tratadas com ABA 100 uM e secas a 15% de conteldo
de &gua ; 4- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa e secas a 15% de contetido de agua ; 5-
Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100 uM e secas a 15% de contetido de agua
6- 10% de contetdo de dgua ; 7- Sementes tratadas com ABA 100 uM e secas a 10% de
conteddo de agua ; 8- Sementes tratadas com -2,1MPa e secas a 10% conteido de agua;
9- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100 uM e secas a 10% contetdo de agua
; 10- 5% de contelido de agua; 11- Sementes tratadas com ABA 100 uM e secas a 5% de
conteido de agua ; 12- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa e secas a 5% de conteldo de
agua ; 13- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100 uM e secas a 5% de contetido
de agua

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 4- Atividade de enzimas em sementes de Magnolia ovata ap6s com
condicionamento em PEG, tratamento com ABA e secagem, seguido
de armazenamento por 45 dias a -21°C.
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Legenda. Géis de eletroforese apds coloragdo para revelagdo das enzimas A-superdxido
dismutase; B- catalase; C- peroxidase (lado esquerdo) e representacdo numérica da
intensidade das bandas (lado direito). Tratamentos: 1- 10% de conteldo de agua; 2-
Sementes condicionadas com ABA 100 pM e secas a 10% de contetdo de agua. 3-
Sementes condicionadas com PEG -2,1MPa e secas a 10% de conteddo de agua; 4-
Sementes condicionadas em PEG -2,1MPa+ABA 100 uM e secas até 10% de contetdo
de agua; 5- Sementes secas até 5% de conteddo de agua; 6- Sementes tratadas com ABA
100 pM e secas até 5% de contetdo de agua; 7- Sementes condicionadas em PEG -
2,1MPa, secas até 5% de conteldo de agua; 8- Sementes condicionadas em PEG -
2,1MPa+ABA 100 uM, secas até 5% de contetido de agua.

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 5- Padrdo eletroforético das proteinas totais e resistentes ao calor de
Magnolia ovata apds diferentes tratamentos e com diferentes contetidos
de agua.
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Legenda. A — Proteinas totais; B- Proteinas resistentes ao calor. Tratamentos: 1 — 20% de
conteido de agua; 2- 15% de conteldo de agua; 3- Sementes tratadas com ABA 100 uM
e secas a 15% de contetdo de agua ; 4- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa e secas a
15% de contedo de 4gua ; 5- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100 uM e
secas a 15% de conteido de &gua 6- 10% de conteldo de agua ; 7- Sementes tratadas com
ABA 100 pM e secas a 10% de contetido de agua ; 8- Sementes tratadas com -2,1MPa e
secas a 10% conteldo de &gua; 9- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100 uM e
secas a 10% conteido de agua ; 10- 5% de conteido de &gua; 11- Sementes tratadas com
ABA 100 uM e secas a 5% de contetdo de agua ; 12- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa
e secas a 5% de contelido de &gua ; 13- Sementes tratadas com PEG -2,1MPa+ ABA 100
UM e secas a 5% de contetdo de agua.

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 6- Padréo eletroforético das proteinas totais (A) e resistentes ao calor (B)
de Magnolia ovata ap6s diferentes tratamentos, em diferentes contetidos
de 4gua, armazenadas por 45 dias a -21°C.
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Legenda. A — Proteinas totais; B- Proteinas resistentes ao calor. Tratamentos: 1- 10% de
contelido de agua; 2- Sementes condicionadas com ABA 100 uM e secas a 10% de
contelido de agua. 3- Sementes condicionadas com PEG -2,1MPa e secas a 10% de
contetido de agua; 4- Sementes condicionadas em PEG -2,1MPa+ABA 100 uM e secas
até 10% de conteldo de agua; 5- Sementes secas até 5% de contelido de agua; 6- Sementes
tratadas com ABA 100 pM e secas até 5% de conteldo de agua; 7- Sementes
condicionadas em PEG -2,1MPa, secas até 5% de conteldo de &gua; 8- Sementes
condicionadas em PEG -2,1MPa+ABA 100 pM, secas até 5% de contelido de agua. As
setas indicam os tratamentos com maior intensidade de bandas.

Fonte: Do autor (2018).

DISCUSSAO

O PEG tem sido utilizado com sucesso no restabelecimento da tolerancia
a dessecacdo, em sementes com comportamento ortodoxo apdés a germinacao,
quando essas perdem a tolerancia a dessecacdo (COSTA etal., 2015; MAIA et al.,
2011; BUITINK et al., 2006; FARIA et al., 2005). Porém, para as sementes de M.
ovata, 0 uso do PEG, associado ou ndo ao ABA, prejudicou a germinacdo das
sementes. O PEG ¢é considerado um produto inerte, ndo toxico, devido ao fato de

n&o ser absorvido pelas sementes durante o condicionamento (SANTOS; SILVA-
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MANN; FERREIRA, 2011). Contudo, a solugdo de PEG € viscosa, 0 que
atrapalha a areagcdo uniforme da solugdo, diminuindo a permeabilidade do
oxigénio (NASCIMENTO, 2004). Portanto, acredita-se que a reducdo na
viabilidade das sementes tenha sido causada pela falta de oxigenacgdo que pode ter
ocorrido durante o tratamento em PEG, pois a falta do oxigénio causa a reducdo
da atividade metabdlica nos tecidos das sementes, respiracdo anaerdbica, que
também pode ser diminuida pelo aumento do gas carb6nico (GEIGENBERGER,
2003).

Com a secagem, as sementes de M. ovata perderam progressivamente a
viabilidade. Em sementes sensiveis a dessecacdo, 0s danos que ocorrem no
metabolismo estdo diretamente relacionados a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (BERJAK; PAMMENTER, 2008). A medida que se perde agua,
0 metabolismo se torna desequilibrado, ocasionando o acumulo de EROs,
(VARGHESE et al., 2011), e o sistema antioxidante é ineficiente para remové-los
(BERJAK; PAMMENTER, 2008), ocasionando danos irreversiveis em lipidios,
proteinas e acidos graxos (KRANNER et al., 2002).

Diferentes partes da semente apresentam niveis varidveis de tolerancia a
dessecacdo (MAIA et al, 2011). A ndo formagéo de plantulas normais pode estar
relacionada a este fator, uma vez que durante a germinacdo foi verificada a
protrusdo radicular, entretanto, ndo ocorreu o desenvolvimento da parte area.

Dentre 0s mecanismos de tolerancia a dessecacdo estdo a atuagdo das
proteinas resistentes ao calor, e dentro deste grupo estdo incluidas as proteinas
LEA. E possivel que algumas proteinas LEA tenham um duplo papel durante o
ciclo de vida da planta, funcionando como uma proteina de armazenamento
durante a germinacdo e também na tolerdncia a dessecacdo durante o
desenvolvimento da semente (MANFRE et al., 2009).

Né&o foram observadas alteragdes no padréo eletroforético das proteinas

totais e resistentes ao calor. Provavelmente os tratamentos utilizados ndo foram
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eficientes para ativar a protecdo através dessas proteinas ou o0 método de analise
ndo foi sensivel o suficiente para detectar essas alteragdes. De forma semelhante,
utilizando a mesma metodologia para analise, ndo foi verificada alteracéo no perfil
proteico durante a secagem de sementes de Handroanthus serratifolius
(GONGCALVES et al., 2015).

A dessecacdo aumenta de maneira acentuada a formacdo de EROs e
radicais livres nas sementes. Dessa forma, um sistema antioxidante eficiente é
fundamental para a tolerdncia a dessecacdo (KRANNER; BIRTIC, 2005;
MOORE et al., 2009). A dessecagdo e o armazenamento afetam os mecanismos
de controle que mantém baixas as concentracdes de EROs, e 0 aumento destes
causaré processos de deterioragdo, como perda de viabilidade, envelhecimento e
morte (BECKMANN; AMES, 1998; KRANNER et al., 2002).

Houve uma tendéncia na diminuigéo da atividade da enzima PO durante
a secagem e armazenamento, porém sem um padrdo consistente, 0 mesmo
observado por Illing et al. (2005) trabalhando com sementes de Eragrostis
nindensis e Eragrostis curvula durante a secagem. Bailly (2004) sugere que esta
enzima pode ndo estar relacionada ao mecanismo de tolerancia a dessecagdo e ao
armazenamento. Em sementes de Citrus reshni, a atividade das enzimas CAT e
SOD aumentou no inicio da secagem, mas com a reducdo do conteldo de agua
das sementes foi observada uma reducdo drastica da atividade dessas enzimas
(GONCALVES et al., 2017).

Estudando o armazenamento de sementes de Oryza sativa, Gao et al.
(2016) ndo encontraram uma correlagdo entre as atividades das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e PO. Em sementes de Ginkgo biloba (TOMASSI et al.,
2016), as respostas das enzimas PO e CAT foram semelhantes aos das sementes
de M. ovata: a atividade da CAT foi menos afetada do que a PO, tendo pouca
alteracdo durante o armazenamento. Acredita-se que a incapacidade das sementes

de aumentar as atividades dessas enzimas durante a dessecacao e armazenamento
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pode ser uma das causas dos danos que ocorrem no armazenamento (TOMMASI
et al., 2006).

Os dados referentes a producdo de EROs e atividades antioxidantes em
tecidos de sementes recalcitrantes em resposta a dessecacdo, sdo inconsistentes
entre as espéecies (BERJAK; PAMMENTER, 2013). O mesmo pode ocorrer com
sementes intermediarias, uma vez que ndo foi observado um padrdo consistente
de atividade das enzimas estudadas. Isso pode ocorrer devido a grande
variabilidade entre as espécies desses dois grupos, tais como o contelido de agua
no momento da dispersdo, a taxa de perda de &gua e a resposta a secagem
(BERJAK; PAMMENTER, 2008).

Mesmo ndo havendo a formagdo de plantulas normais ap6s o
armazenamento, o tratamento das sementes com ABA 100 uM e PEG+ABA 100
MM possibilitou uma porcentagem maior de germinacdo em relacdo aos outros
tratamentos. Acredita-se que a aplicacdo de ABA possa ter ativado outros
mecanismos que permitiram uma maior tolerancia das sementes de M. ovata, tais
como a presenca de dehidrinas, as quais sdo conhecidamente associadas a
alteracBes nos niveis de ABA enddgenos (CHANDLER; ROBERTSON, 1994).
Em estudos com sementes de Arabidopsis thaliana, altas concentrages de ABA
estimularam a formacdo ou liberacdo de acucares protetores (MEURS et al.,
1992). Sabe-se que alguns acUcares tem a fungdo de preservar estrutural e
funcionalmente proteinas e membranas durante o processo de secagem e
armazenamento (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001), contribuindo

com a manutencdo da viabilidade das sementes.

CONCLUSOES

A secagem das sementes até 10% de conteldo de agua ndo afeta a

viabilidade das sementes de M. ovata.
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O uso do PEG, associado ao ABA ou ndo, afetou negativamente a
viabilidade das sementes.

O tratamento das sementes com ABA em doses variando de 5 a 100 uM
pode aumentar a capacidade de armazenamento das sementes em baixas
temperaturas (-21 °C).

A atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase, e 0
perfil eletroforético de proteinas totais e resistentes ao calor ndo sdo afetados com

a secagem e armazenamento das sementes de M. ovata.
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ARTIGO 2 - REDUCAO DA SENSIBILIDADE A DESSECACAO
SEMENTES DE Genipa americana

RESUMO

A capacidade de suportar a perda de dgua e sobreviver ao estado seco é resultado
de vérios mecanismos e adaptacdes que impedem danos a estrutura celular. Diante
disso, utilizou-se condicionamento em PEG e ABA em sementes de Genipa
americana para reduzir a sensibilidade a dessecacdo dessas sementes, uma vez
que as mesmas sdo classificadas como intermediarias. As diferentes
concentragdes de PEG e ABA utilizados favoreceram significativamente a
viabilidade das sementes com diferentes contetidos de dgua. Mesmo ndo sendo
observado mudangas nos padrfes eletroforéticos e enzimaticos, os tratamentos
com PEG e ABA podem ter induzido mecanismos necessarios para a tolerancia a
dessecagdo das sementes

Palavras-chave: Secagem. PEG. ABA. Atividade enzimatica. Proteinas.

ABSTRACT

The ability to withstand water loss and survive the dry state is the results of several
mechanisms and adaptations that prevent damage to the cellular structure. Thus,
PEG and ABA conditioning were used on Genipa americana seeds to reduce the
desiccation sensitivity of these seeds, since they are classified as intermediates.
The different concentrations of PEG and ABA used significantly favored the
viability of the seeds in different water contents. Even though no changes were
observed in the electrophoretic and enzymatic patterns, PEG and ABA treatments
may have induced mechanisms necessary for the tolerance of desiccation of the
seeds.

Keywords: Drying. PEG. ABA. Enzymatic activity. Proteins.

INTRODUCAO
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A tolerancia a dessecagdo é a capacidade de suportar a perda extrema de
agua e sobreviver apés a reidratagdo sem danos permanentes (ANGELOVICI et
al., 2010), sendo considerado um processo complexo, que envolve a interacao de
varios fatores que atuam simultaneamente, possibilitando a semente suportar a
secagem. (LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993). Vérios sdo o0s
mecanismos que sdo relatados como fatores que possibilitam a tolerdncia a
dessecacdo, tais como o acumulo de proteinas LEA (Late Embryogenic Abundant
Proteins), oligossacarideos (sacarose, rafinose e estaquiose), reducdo dos
vacuolos (vacuolizagdo), sistema antioxidante eficiente, desdiferenciacéo celular,
além de mecanismos de reparo durante a reidratagdo (BARBEDO; MARCOS
FILHO,1998; PAMMENTER; BERJAK, 2000).

A capacidade de suportar a secagem e sobreviver no estado seco é
resultado de adaptagdes que impedem danos a estrutura celular durante a retirada
de 4gua (NEDEVA; NIKOLOVA, 1997) e durante o processo de reidratacdo. A
protecdo contra esses danos é caracterizada pelo ajuste de processos metabdlicos
e estruturais, possibilitando as sementes resistirem a desidratacdo e retomar as
atividades metabolicas, assim como reparar eventuais danos causados pela
reidratagio (JOSE et al., 2011). Para que isso ocorra, é necessario que as sementes
possuam capacidade de manter a integridade estrutural da membrana celular, a
fim de reparar danos quando a agua estiver novamente disponivel (VERTUCCI;
FARRANT, 1995).

A morte das sementes ndo tolerantes & dessecacdo durante o processo de
desidratacgdo esta ligado a falha de diversos mecanismos, além da falha em reparar
as lesbes causadas pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
acumuladas devido & presenca de um sistema antioxidante eficiente (BERJAK;
PAMMENTER, 2013).

A peroxidacao lipidica e o estresse oxidativo sdo considerados as duas

principais causas da deterioragdo das sementes (BAILLY, 2004). Quando
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sementes sensiveis a dessecacdo sdo desidratas a niveis ndo suportaveis, o
metabolismo torna-se desequilibrado e ocorre grande geragédo de EROs e/ou falhas
nos sistemas antioxidantes (HALLIWELL, 2006). Essa incapacidade de produzir
protecdo adequada contra os danos oxidativos, decorrentes do metabolismo
desordenado, € considerado por alguns pesquisadores como a principal causa da
sensibilidade a dessecacdo (BAILLY, 2004; LEPRINCE; HENDRY;
MCKERSIE, 1993; PAMMENTER; BERJAK, 1999).

A compreensdo de como 0s mecanismos que atuam no processo de
tolerancia a dessecacédo ainda nédo foi bem esclarecida, mesmo com o avango nas
pesquisas utilizando-se sementes ortodoxas, as quais perdem a tolerancia a
dessecacdo apds a germinacdo, sendo possivel fazer o restabelecimento dessa
caracteristica utilizando tratamento osmoético PEG e através do uso do ABA
(BUITINK et al., 2003; FARIA et al., 2005; LEPRINCE et al., 2000; VIEIRA et
al., 2010).

A incubacdo em PEG, por induzir a sintese de proteinas que realizam a
protecdo de DNA (FARIA et al, 2005), sintese de enzimas que atuam como
antioxidantes (LANG et al., 2017), tais como a catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e a peroxidase (PO), também pode induzir a sintese de
moléculas protetoras, como as proteinas LEA (MAIA et al., 2011). As proteinas
LEA sdo de baixa complexidade, altamente hidrofilicas e termoestaveis (WISE,
2003), e acredita-se estarem diretamente relacionadas ao processo de protecdo
celular na tolerancia a dessecacdo (DELAHAIE et al., 2013).

Genipa americana, conhecida popularmente como jenipapo, é encontrada
em regides de clima quente e umido no Brasil (CAVALCANTE, 1996). Possui
crescimento rapido, e é muito utilizada em projetos de arborizacdo urbana e
paisagisticos, além de ter uma grande utilizagdo na culinéria, para confeccdo de

licores e doces (COSTA et al.,, 2005). Quanto a capacidade de tolerancia a
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dessecacdo e ao armazenamento, suas sementes sdo classificadas como
intermediarias (SALOMAO, 2004).

Dessa forma, por ser uma espécie importante e devido ao fato de possuir
sementes que apresentam sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento, esse
trabalho teve como objetivo analisar a influéncia do condicionamento em PEG e
da aplicacio de ABA na reducdo da sensibilidade a dessecacdo e ao

armazenamento de sementes de Genipa americana.

MATERIAL E METODOS

Coleta e beneficiamento

A coleta foi realizada nos municipios de Lavras e Itumirim, MG. Os frutos
foram coletados ap6s a queda natural, 0 que é considerado uma indicacdo da
maturacdo das sementes para essa espécie. Ap0s a coleta, os frutos foram levados
para o beneficiamento. Foi realizada a mistura de areia lavada com as sementes e
maceragdo manual sob agua corrente utilizando-se uma peneira para retirada do
mesocarpo. Em seguida as sementes foram levadas para o Laboratério de
Sementes Florestais, no Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade
Federal de Lavras, e entdo dispostas em camada Unica sobre bancada para
secagem da agua superficial. As sementes foram armazenadas em sacos plasticos

a 5 °C por sete dias, até o inicio dos testes.

Determinacao do contetido de agua

Logo apos o beneficiamento e ao término de cada etapa de secagem, o
contetido de &gua foi determinado pelo método de estufa a 105 °C por 24 horas
(BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 10 sementes cada. O célculo foi

realizado na base Umida e os resultados expressos em porcentagem.
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Condicionamento osmético, tratamento com ABA e secagem

Apls o beneficiamento, as sementes foram condicionadas em
polietilenoglicol (PEG 6000) e ABA nas seguintes concentra¢es: ABA 5 uM,;
ABA 50 uM; ABA 100 pM; PEG -2,1 MPa; ABA 5 uM + PEG -2,1 MPa; ABA
50 uM + PEG -2,1 MPa; ABA 100 uM + PEG -2,1 MPa. As soluc6es de PEG
foram preparadas de acordo com recomendac@es de Sun (2002).

As sementes foram dispostas em camada Unica em bandejas de plastico
com as respectivas solugdes, sem que estas cobrissem totalmente as sementes,
permitindo a oxigenacéo, e entdo acondicionadas em camara de germinagéo a 10
°C por 72 horas. As solugdes foram trocadas diariamente, para manter constante
o potencial hidrico das solu¢Bes. Antes da troca, as solu¢des ficaram a 10 °C por
duas horas para manter a mesma temperatura em que as sementes estavam
armazenadas.

Apos o condicionamento, as sementes foram lavadas em &gua corrente, e
colocadas em sala climatizada a 20 °C por uma hora para secagem da agua
superficial. Em seguida foi realizada a determinacdo do contetdo de agua e
iniciados os tratamentos de secagem das sementes.

Sementes secas foram expostas por diferentes periodos a uma sequéncia
decrescente de umidade relativa do ar obtida por solugdes salinas e silica gel até
atingirem o conteldo de agua desejado, seguindo a metodologia descrita por
Magistralli et al. (2013). Para tal, as sementes de cada tratamento foram pesadas,
colocadas em sacos de tule e acondicionadas em caixas tipo higrostat (caixa com
tampa e circulacdo de ar interna, com um pequeno ventilador, possibilitando a
homogeneizagdo da umidade relativa do ar dentro da caixa) com solucéo salina,
de acordo com a tabela 1. As sementes foram dispostas em camada Unica para

manter a secagem o mais uniforme possivel.
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Tabelal - Solugdes salinas utilizadas para secagem das sementes de Magnolia

ovata
Solucéo Concentragdo em | Umidade relativa de Tempo de
Salina agua equilibrio exposicao
LiCl 5g/100ml 95% 120h
MgSO47H,O  Solugéo saturada 89% 120h
NaCl Solugdo saturada 75% 48h
Silica gel 10% 48h

Fonte: Adaptado Magistralli (2013)

A umidade inicial da semente foi de 45%. Entéo, diariamente as sementes
foram pesadas até atingirem os seguintes conteidos de agua: 40%, 30%, 20%,
15%, 10% e 5%. Para estimar o contetdo de dgua durante a secagem foi utilizada
a formula proposta por Hong e Ellis (1996) (Férmula 1). Ap6s 30 dias de secagem,
as sementes estavam com 5% de conteudo de agua. Ao atingir o peso alvo, foi
realizada a determinacdo do contetdo de agua pelo método de estufa, e entdo
realizado o teste de germinacéo.

_ (100-CAi)
" (100-CAd)

Onde:

x Mi (Férmula 1)

M: massa (g) no conteido de agua desejado
Mi: massa (g) no contetdo de agua inicial
CA.i: contetdo de agua inicial (base imida)
CAd: conteudo de agua desejado (base imida)

Teste de germinacao

Antes da montagem dos testes de germinacdo, as sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de s6dio a 2% por trés minutos, e lavadas com agua
corrente. Os testes de germinacdo foram montadas em placas de Petri com 9 cm

de didmetro, utilizando-se como substrato papel mata borrdo umedecidos com
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agua na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel. A germinacdo foi realizada em
camara tipo Mangelsdorf a 25 °C, com luz constante. As sementes com 15%, 10%
e 5% de conteudo de agua foram pré-umidificadas antes da germinacdo. Para isso
as sementes foram colocas em gerbox com 50 mL de &gua, sobre tela, em camada
Unica de forma que as sementes ndo entrassem em contato direto com a agua. A
pré-umidificacdo foi realizada por 24 horas a 25 °C. Para cada teste, foram
utilizadas cinco repeti¢cGes de 20 sementes cada. As leituras foram realizadas a
cada trés dias, tendo como critério de germinacéo a protruséo radicular (2 mm).
O teste teve a duracdo de 48 dias, e entdo foram avaliadas a porcentagem de
germinacdo, porcentagem de plantulas normais e o indice de velocidade de

germinacéo (IVG). Para o IVG utilizou-se a formula proposta por Maguire (1962).

Padrao eletroforético de proteinas totais e resistentes ao calor

Para a determinacdo do padrdo eletroforético das proteinas totais e
resistentes ao calor foram selecionados os seguintes tratamentos: sementes
tratadas em ABA 5 uM, sementes condicionadas em PEG -2,1 MPa, sementes
condicionadas em PEG -2,1 MPa + ABA 5 uM e a testemunha, nos contetdos de
agua de 45%, 20% e 5%.

Para a extragdo proteica, sementes de G. americana de cada tratamento
foram maceradas em nitrogénio liquido, e entdo utilizados 100 mg do macerado.
Ao macerado foi adicionado 1 mL do tamp&o de extracdo (50 nM de Tris HCL
pH 7,5, 5 mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 0,001 M de inibidor de protease e 1 pL
de B-mercaptoetanol). As amostras foram homogeneizadas em vortex e
centrifugadas a 12000 rpm a 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi dividido em
duas aliquotas: uma para analise de proteinas totais e outra para proteinas
resistentes ao calor. Para a obtencéo do extrato contendo as proteina resistentes ao

calor, o extrato foi aquecido a 90 °C por 15 minutos, em seguida incubado em
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gelo por 15 minutos, e entdo centrifugadas novamente a 12000 rpm por 30
minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi coletado e armazenado a -20 °C. A
determinagdo da concentracdo proteica nos extratos obtidos foi realizado pelo
método de Bradford (1976), utilizando BSA como padréo.

Foram utilizadas 40 g de proteina de cada amostra, diluida em 20 pL do
tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol, 0,46g SDS, 20 mg de bromofenol e
completado para 20 mL com tampéo de extracdo Tris HCL pH 7,5).

Para eletroforese utilizou-se gel de poliacrilamida descontinuo (gel
concentrador 6% e separador 12,5%) e a corrida foi realizada em cuba vertical,
modelo SE600 (Hoefer) com tampdo contendo 0,1% (p/v) de SDS, glicina 192
nM e trizma-base 25 nM, a 200V por, aproximadamente, seis horas. O gel foi
entdo fixado solugdo contendo 40% de metanol e 7% de &cido acético por 30
minutos. Apos a fixacdo os géis foram corados em solucéo de azul de coomassie
G250 (0,08% (p/v) de Comassie Blue G250, 1,6% (v/v) de &cido ortofosforico e
12% (p/v) de sulfato de amdnio) em agitacdo por 72 horas. Em seguida, o gel foi
lavado com solucéo de descoloracao (Tris base 0,1 M com pH 6,5, ajustado com

acido fosforico), e entdo armazenado com &gua até a digitalizagao.

Atividade enzimética

Para a andlise eletroforética das enzimas foram utilizados os mesmos
tratamentos do perfil proteico. As sementes foram maceradas com nitrogénio
liquido e para a extracdo das enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD), foi utilizado o tampdo Tris HCL 0,2M pH 8,0 + 0,1% de mercaptoetanol,
na propor¢éo de 350 pl de tampéo para cada 100 mg de sementes maceradas. Para
a extragdo da enzima peroxidase (PO) foi utilizado o tampé&o fosfato (0,034 M de
fosfato 0,034 M de fosfato de sddio bi-basico; 0,2 M de sacarose; 2,56% de PVP;
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0,003 M de DTT; 5,7 mML é&cido ascorbico; 2,5 mM de borato de sodio; 1% 40
de PEG 6000, 0,002% de B-mercaptoetanol).

Ap0s a adicdo do tampao de extracdo, as amostras foram misturadas em
vortex e mantidas em repouso overnight, em geladeira (10 °C). Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 60 minutos, a 4 °C. Do extrato obtido
foram aplicados 40 pL de cada amostra em gel de poliacrilamida descontinuo (gel
separador 7,5% e concentrador 4,5%), e a corrida foi realizada em uma cuba
modelo SE600 (Hoefer) com tampdo gel/eletrodo de tris-glicina pH 8,9 a 120V
durante cinco horas.

Apbs a corrida, os géis foram revelados de acordo com a metodologia
especifica para cada enzima contida em Alfenas (2006)

Os géis foram fotografados e as imagens obtidas foram analisadas
visualmente. Também foi feita a quantificacdo da intensidade das bandas
utilizando o software ImageJ®.

Analises Estatisticas

O experimento foi montado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com fatorial 7 x 8 (sete conteildos de agua e oito combinagoes
de tratamentos em PEG e/ou ABA). Todos os dados foram analisados pelo
software R for Windows e submetidos a analise de GLM (modelos lineares

generalizados) e as médias comparadas pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.
RESULTADOS
Os fatores estudados (contetdo de &gua e tratamento em PEG/ABA)

apresentaram interagdo nas varidveis porcentagem de germinacdo e plantulas

normais (Tabela 1 e 2, respectivamente).
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Durante a secagem, sementes que ndo foram condicionadas apresentaram
reducdo dos valores em todas as variaveis estudadas, porcentagem de germinacé&o,
plantulas normais e indice de velocidade de germinacdo (Tabela 1, 2 e 3,
respectivamente). Entretanto, alguns tratamentos apresentaram efeito positivo
sobre a porcentagem de germinacdo quando comparados a testemunha nos
conteudos de agua de 20%, 10% e 5% (Tabela 1). No contetdo de dgua de 20%,
o0s tratamentos PEG -2,1 MPa, PEG -2,1 Mpa + ABA 5 UM e PEG -2,1 MPa +
ABA 100 uM foram superiores a testemunha, enquanto que no contetido de agua
de 10%, o condicionamento em PEG -2,1 MPa + ABA 50 uM também apresentou
resposta positiva. No contetdo de agua de 5%, todos os tratamentos, com exce¢do
do PEG -2,1 MPa, foram superiores a testemunha.

O tratamento das sementes com ABA 5 uM e ABA 100 pM, reduziram a
sensibilidade a dessecacdo, tendo aumentado a germinacdo quando as sementes
apresentavam 15% e 10% de contetdo de agua, sendo estatisticamente iguais as
sementes com 45% de contetdo de agua, que corresponde ao conteido de agua

de dispersao das sementes dessa espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinagdo de sementes de Genipa americana
submetidas ao condicionamento em PEG e aplica¢do de ABA antes
da secagem. (continua)

Conteldo de agua (%)
45 40 30 20 15 10 5
Testemunha 97 aA 94 89 bA 62 80 cA 72 31fC
abA eBC dBC
ABA 5 L 87 aB 83 67aD 57cC 70 63 42 dA
aBC aBC abD
ABA5S0uL 88aB 74 38 dE 58 65 67 41 dA
bD dBC cdCD bcCD
ABA 100 pL 64 60cE 40dE 62 70 69 39
abcC bcBC aBC abCD dAB

Peg -2,1MPa 93 92 90 aA 65 73 74 28 dC
aAB aA cAB bAB bABC
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Peg -2,1MPa 92 90 82aB T72cA 63 78 40 eA

+ ABA 5 pL aAB  aAB dCD bcAB
Peg -2,1MPa 88 aB 82 74 cC 63 61 dD 79 32
+ ABA 50 pL abC dBC bcAB eBC
Peg-2,1MPa 89aB 65cE 65cD 72cA 69 81 bA 32
+ ABA 100 cBC dBC
puL

Meédias seguidas de mesma letra, maidscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de LSD a 5% de probabilidade
(concluséo).

O tratamento das sementes em PEG -2,1 MPa, PEG -2,1 MPa + ABA 5
UM e PEG -2,1 MPa + ABA 100 pM também reduziram a sensibilidade a
dessecac¢do, aumentando a formacéo de plantulas normais apds secagem a 20% e
10% de conteido de 4gua. Da mesma forma, o condicionamento em PEG a -2,1
MPa melhorou a resposta das sementes ap6s a secagem até 40% de contetido de
agua em comparagdo a testemunha. Em todos os condicionamentos, a
porcentagem de plantulas normais nas sementes com 15% e 10% de conteudo de
agua foram superiores em comparacdo com aquelas secas a 30% e 20% de
contetdo de &gua, com exce¢do da testemunha, indicando que os tratamentos
usados favoreceram a formacéo de plantulas normais nesses contetdos de &gua
(Tabela 2).

Os diferentes tratamentos utilizados nas sementes em diferentes
conteldos de agua, em sua maioria, ndo afetaram significativamente o IVG
(Tabela 3). Apenas quando as sementes foram secadas até 20%, 15% e 10% de
conteudo de &gua, os tratamentos em ABA 100 uM e PEG -2,1 MPa + ABA 100
KM, foram superiores a testemunha, além do ABA 50 pM quando as sementes
foram secadas a 15% e 10% de contetdo de agua (Tabela 3).

A andlise da atividade enzimatica mostrou pequenas alteragdes na
atividade das enzimas SOD e CAT (Figura 1A e B, respectivamente), observando-
se um pequeno aumento da atividade com a secagem das sementes. N&o foi

observada atividade da enzima PO em nenhum dos tratamentos analisados.
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Analisando-se o perfil eletroforético de proteinas totais e proteinas
resistentes ao calor, verificou-se que ndo ha grandes variagGes de abundancia de
proteinas ao longo da secagem e nos tratamentos utilizados (Figura 2). Observa-
se somente uma pequena reducdo na intensidade de algumas bandas de proteinas
totais extraidas em todos os tratamentos com sementes com 5% de contetdo de

agua.

Tabela 2. Porcentagem de plantulas normais de Genipa americana submetidas
ao condicionamento em PEG e aplicacdo de ABA antes da secagem.
Conteldo de agua
45% 40% 30% 20% @ 15% 10% 5%
Testemunha  91aA 68aB 58cA 44 65 48 19 eA
dAB  bcA dBC
ABA 5 pL 63bE 72aB 45 39 53 48 13
deB eBC c¢cCD cdBC fAB
ABA 50 uL 76 33bE 14dE 24 40 21 19

aCDh cD bEF cdE cdA
ABA100puL  39aF 25bF 17 20 36aF 37aD 11dB
cdE bcD

Peg -2,1MPa 82 80 40 47 53 53 11 dB
aBC aA cBC bcA bCD bAB
Peg -2,1MPa 88 49 cC 35 51 55 60 bA 18

+ABA 5 pL aAB dCD cA  bcBC eAB
Peg-2,1MPa+ 80aC 41 17e¢eE 34 62 43 18
ABA 50 pL cdD dC bAB cCD eAB
Peg -2,1MPa+ 72aD 28cF 50bE 50 46 52 bB 12
ABA bA bDE eAB
100 pL

Médias seguidas de mesma letra, maitscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.

Os tratamentos com ABA 5 uM, PEG -2,1 MPa e PEG -2,1 MPa+ABA 5
UM em sementes com 5% de contetdo de agua apresentaram uma intensidade
maior nas bandas, quando comparadas as sementes no mesmo contetido de agua,
porém, sem nenhum tratamento. Isto pode ter ocorrido porque 0s

condicionamentos utilizados podem ter induzido a sintese de algum grupo
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proteico associado a mecanismos de tolerancia a dessecacédo, o que é confirmado
com a porcentagem de germinagdo superior desses tratamentos em relacdo a

testemunha (Tabela 1).

Tabela 3. indice de velocidade de germinagao de sementes de Genipa americana
durante a secagem, apds serem submetidas a diferentes tratamentos
visando a reducdo da sensibilidade a dessecacdo.

Conteudo de agua (%)

45 40 30 20 15 10 5
Testemunh 2,22 15 136 057 087 077 oéz
a aA  abAB aABC aCD  aBCD aBCD

194 144 081 062 076 077 028

ABASUM = “bA  abAB  abBC aBC  aBC  aBC  aD
132 077 032 057 057 025

ABASOUM L n  abaB b8 4% B aAB @B
ABA100 071 073 031 021

L ' abA ta 0352A 06laA 058aA n
PEG- 217 154 125 057 082 093 018

2,1MPa abA aAB aBC aCD aBCD aBCD ab

MF;'ZE 'ﬁ’é L 215 135 119 080 071 089 030
5 UM abA abAB abB aBC aBC aBC aC
MF;,'ZE 'ﬁ’é , 152 117 089 051 063 080 025
abcA abAB abABC aBC aBC aBC aC

50 uM
Mpp'i 'ﬁ’é . 131 066 050 064 062 08 02
100 M bcA bAB abAB aAB aAB aAB aB

Médias seguidas de letras mintsculas na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.



70

Figura 1. Atividade enziméatica em sementes de Genipa americana submetidas a
secagem, apds tratamentos para reducdo da sensibilidade a dessecacéao
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Legenda: Géis de eletroforese apds coloragdo para revelagao das enzimas superéxido
dismutase (A) e catalase (B) (lado esquerdo) e representagdo numérica da intensidade das
bandas (lado direito). Tratamentos: 1 — Sementes frescas com 45% de contetdo de agua;
2 — sementes frescas com 45% de agua tratadas com ABA 5 uM; 3 — sementes frescas
com 45% de contetido de agua condicionadas em PEG -2,1MPa; 4- sementes frescas a
45% de contelido de agua condicionadas em PEG -2,1MPa e tratadas com ABA 5 uM; 5
— sementes secas a 20% de contelido de agua ; 6 — sementes secas a 20% de contetdo de
agua e tratadas com ABA 5 pM; 7 — sementes secas a 20% de contetido de &gua e
condicionadas em PEG -2,1MPa; 8 — sementes secas a 20% de contetdo de agua,
condicionadas em PEG -2,1MPa e tratadas com ABA 5 pM; 9 — sementes secas a 5% de
conteudo de agua; 10 — sementes secas a 5% de contetido de &gua e tratadas com ABA 5
MM; 11 — sementes secas a 5% de conteudo de &gua e condicionadas em PEG -2,1MPa;
12 - sementes secas a 5% de contetdo de &gua, condicionadas em PEG -2,1MPa e tratadas
com ABA 5 UM.

Fonte: do autor (2018).

Atividade enzimatica
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Figura 2. Padrdo eletroforético das proteinas totais e resistentes ao calor em
sementes de Genipa americana com diferentes condicionamentos e
contetdo de 4gua

Legenda: Proteinas totais (A); proteinas resistentes ao calor (B). Tratamentos: 1 —
sementes frescas a 45% de conteldo de agua; 2 — sementes frescas a 45% de contetido de
agua tratadas com ABA 5 uM; 3 — sementes frescas a 45% de conteldo de agua
condicionadas em PEG -2,1MPa; 4- sementes frescas a 45% de conteldo de agua
condicionadas em PEG -2,1MPa+ABA 5 uM; 5 — sementes secas a 20% de conteddo de
agua; 6 - sementes secas a 20% de conteddo de agua tratadas ABA 5 uM; 7 — sementes
secas a 20% de contetido de agua condicionadas em PEG -2,1MPa; 8 - sementes secas a
20% de conteido de agua condicionadas em PEG -2,1MPa+ABA 5 uM; 9 — sementes
secas a 5% de conteido de 4gua; 10 — sementes secas a 5% de conteldo de &gua tratadas
com ABA 5 pM; 11 — sementes secas a 5% de contetido de d4gua condicionadas em PEG
-2,1MPa; 12 - sementes secas a 5% de conteldo de dgua condicionadas em PEG -2,
1MPa+ABA 5 pM.

Fonte: do autor (2018).

DISCUSSAO

A secagem das sementes abaixo de 10% de contetdo de agua resultou em
uma grande reducdo da viabilidade. As moléculas de adgua sdo componentes
criticos das reagfes quimicas, contribuindo para a estabilidade das proteinas,
DNA, lipideos e membranas (DEKKERS et al., 2015), por isso, a sua falta ou
limitacdo pode causar colapso celular em organismos ndo tolerantes. Situacdo
semelhante foi observada em embrides de Araucaria bidwillii, tendo uma queda
significativa de viabilidade ap6s 28% de umidade (FRANCINI et al., 2006).
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Niveis intermediérios de umidade sdo prejudiciais as células pois as EROs sao
produzidas como subprodutos da respiragcdo (LEPRINCE et al., 2000).

O progresso de desidratacdo € acompanhado de aumento de liberacao de
solutos e danos de membranas (ESPINDOLA et al., 1994; GASPARIN et al,
2017). A diminuicdo do contetudo de &gua possibilita reducdo na respiracao e
liberacdo de solutos e, aumenta a longevidade das sementes mais secas, quando
essas sdo tolerantes & dessecacdo (WALTERS et al., 2001). Porém, sementes
sensiveis a dessecacdo ndo possuem mecanismos eficientes para suportar essa
reducdo no contetido de 4gua, como observado nas sementes de G. americana.

A secagem das sementes de G. americana ocasionou a perda da
viabilidade com a diminuicdo do contetdo de agua. Berjak e Pammenter (2013)
citam que a secagem de sementes sensiveis a dessecacdo podem ocasionar danos
devido a geracdo descontrolada de EROS e um sistema antioxidante ineficiente,
além de danos mecanicos devido a reducao do volume celular.

O tratamento das sementes em PEG e ABA melhorou a porcentagem de
germinacdo das sementes de G. americana apds secagem a 20%, 10% e 5% de
contetdo de &gua. Buitink et al. (2003), estudando a reinducdo da tolerancia a
dessecacdo em sementes de Medicago truncatula relataram que o ABA e 0 PEG
atuam como estimulos independentes: 0 PEG inibe o crescimento da radicula até
gue o ABA seja acumulado e as suas func¢des sejam realizadas. A aplicacdo do
ABA exdgeno pode induzir a expressdo de genes que respondem a desidratacao
(NARUSAKA et al., 2004), enquanto o PEG pode induzir a sintese de proteinas
que realizam a protecdo do DNA (FARIA et al., 2005).

O uso isolado do ABA possibilitou a reducdo da sensibilidade a
dessecacdo em sementes com 15% e 10% de conteido de &gua, sendo
estatisticamente igual a testemunha, porém, reduziu a velocidade de germinacao.
Lopez-Molina; Mongrand e Chua, (2001), trabalhando com sementes de

Arabidopsis thaliana, observaram que aplicagdo de ABA retardou a germinacéo,
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podendo ter ativado genes que promovem a dorméncia, além de participar na
regulacdo da transcri¢do do gene LEA (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).

Também foi observada uma reducgdo na porcentagem de plantulas normais
ao longo da secagem. Essa reducdo também foi observada em sementes de
Araucaria bidwillii (FRANCINI et al.,, 2006), Araucaria angustifolia
(GASPARIN et al., 2017). Varios podem ser os fatores que causam a reducédo da
formacdo de plantulas normais, mas, certamente, um sistema antioxidante
ineficiente e o0 aumento de radicais livres e EROs sdo uma das causas mais
provaveis nesses casos (FRANCINI et al., 2006).

Neste contexto, a manutencdo do equilibrio celular pela ativagdo de
enzimas antioxidantes tais como a SOD, CAT e PO para reducdo do estresse
oxidativo é de grande importancia (GAO et al., 2016). A falha no funcionamento
deste sistema causara a deterioracdo das sementes, reducdo da viabilidade e
consequentemente, a morte, como observado nas sementes de G. americana. A
ineficiéncia do sistema antioxidante também promoveu a perda de viabilidade
durante o armazenamento em sementes de Shorea robusta (CHAITANYA,;
NAITHANI; NAITHANI, 2000; PARKHEY; NAITHANI; KSHAVKANT,
2012), Quercus robur (HENDRY et al., 1992) e Ginkgo biloba (TOMMASI et
al., 2006).

Durante a secagem das sementes ocorre um aumento de producdo de
EROs e radicais livres. Dessa forma, sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos sdo importantes para extingdo da atividade desses agentes (BERJAK;
PAMMENTER, 2008). Essas moléculas sdo consideradas como a fonte mais
provavel de danos aos &cidos nucleicos, proteinas e lipidios (KRANNER,;
BIRTIC, 2005). Porém, llling et al. (2005), sugere que algumas enzimas que
atuam na remocéo de radicais livres podem ndo ser exclusivas desse sistema.
Somente em tecidos verdadeiramente tolerantes a dessecacédo a atividade dessas

enzimas permanecerd elevada. Talvez isto tenha uma relagcdo com o fato de nédo
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ter sido observada atividade da enzima peroxidase nas sementes de G. americana
durante o processo de secagem.

A atividade de proteinas resistentes ao calor tem sido um dos mecanismos
mais estudados na adaptacdo dos organismos a estresse (GONCALVES et al.,
2015), em especial, na tolerancia a dessecacao. Dentro desse grupo de proteinas
estdo presentes as proteinas de choque térmico, deidrinas e proteinas LEA
(MACHEREL et al., 2007).

A incubacdo em PEG e ABA podem ativar genes que regulam a atividade
de determinas enzimas relacionadas a tolerancia a dessecacdo. Em sementes de
Brassica napus, proteinas de chogue térmico e LEA foram altamente expressas
apos o uso do PEG (LANG et al., 2017), regulando uma série de chaperonas
durante a dessecacdo (XUE; DRENTH; MCINTYRE, 2015). Entretanto, a
presenca de deidrinas (proteinas pertencentes ao grupo das LEA) ndo foi
suficiente para conferir a tolerdncia a dessecacdo em sementes recalcitrantes
(FINCH-SAVAGE; PRAMANIK; BEWLEY, 1994). Acredita-se que 0 mesmo
possa ocorrer nas sementes de G. americana, uma vez que nao houve alteracdo no
perfil das proteinas resistentes ao calor, e que esta caracteristica ndo possibilitou
a manutencao da viabilidade das sementes durante o processo de secagem.

José et al. (2005) trabalhando com secagem de sementes de milho,
também ndo observaram mudancas no padrdo eletroforético de proteinas
resistentes ao calor. Dessa forma, a presenca de tais proteinas ndo pode ser tomada
como indicativo de que as sementes de determinada espécie pode ou ndo resistir
a perda de dgua (BLACKMAN et al., 1991; JOSE et al., 2005), uma vez que s&0

varios 0s mecanismos que conferem tal caracteristica.

CONCLUSOES
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O condicionamento em PEG e ABA reduziu a sensibilidade a dessecagéo
de sementes de G. americana.

N&o foram identificadas alteracBes moleculares pelas técnicas utilizadas
para estudo dos mecanismos associados a reducgdo da sensibilidade a dessecacéao

em sementes G. americana.
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ARTIGO 3 - ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE Genipa americana
APOS TRATAMENTO EM PEG E ABA

RESUMO

As sementes recalcitrantes e intermedidrias ndo suportam o armazenamento em
temperaturas abaixo de zero. Isso torna impossivel o armazenamento a longo
prazo e dificulta o uso dessas espécies em programas de reflorestamento. Assim,
esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento com PEG e ABA
no comportamento das sementes de Genipa americana armazenadas em
diferentes condigdes. Diferentes concentracdes de PEG e ABA foram testadas em
sementes secadas até 10% e 5% de conteldo de agua, e armazenadas a 25 °C, 5
°C e -21 °C por 90 dias. O armazenamento na temperatura de -21 °C reduziu a
viabilidade das sementes em todos os tratamentos. Porém, nas demais
temperaturas, observou-se aumento da longevidade com o uso de alguns
tratamentos, como o ABA 5 uM, PEG -2,1 MPa e PEG -2,1 MPa + ABA 5 uM,
guando armazenadas a 25 °C em sementes com 5% de conteldo de &gua, e PEG -
2,1 MPa + ABA 100 uM, armazenadas a 5 °C com 10% de contetido de 4gua. N&o
foram observadas mudancgas no perfil proteico de proteinas totais e proteinas
resistentes ao calor durante 0 armazenamento, enquanto que pequenas alteracoes
foram observadas na atividade das enzimas catalase e peréxido dismutase.

Palavras-chave: Intermediaria. Enzimas. PEG. ABA. Proteinas.

ABSTRACT

Recalcitrant and intermediate seeds do not survive to the storage at low
temperatures. This makes long-term storage impossible and makes it difficult to
use these species in reforestation programs. Thus, this paper aims to evaluate the
effect of PEG and ABA treatment on the behavior of Genipa americana seeds
stored under different conditions. Different concentrations of PEG and ABA were
tested on dried seeds up to 5% and 10% water content and stored at 25°C, 5°C
and -21°C for 90 days. The storage at -21°C temperature reduced seed viability in
all treatments. However, with the other temperatures, an increase in longevity was
observed for some of the treatments, such as ABA 5uM, PEG -2,1MPa e PEG -
2,1MPa+ ABA 5uM when stored at 25°C in seeds with 5% water content, and
PEG -2,1MPa+ ABA 100 when stored at 5°C in seeds with 10% water content.
No changes were observed in the protein profiling of total proteins and heat-
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resistant proteins during storage, while small changes were observed in the
activity of the catalase and peroxide dismutase enzymes.

Keywords: Intermediates. Enzymes. PEG. ABA. Proteins.

INTRODUCAO

Sementes tolerantes a dessecacdo conseguem suportar a perda de agua,
equipando-se com moléculas protetoras e entrando em um estado quiescente,
metabolicamente inativo (ALPERT, 2005), sobrevivendo a longos periodos no
estado dessecado (KRANNER; BIRTIC, 2005). Porém, as sementes recalcitrantes
sdo caracterizadas por periodos de vida pés-colheita curtos (dias a alguns meses)
(MASETTO et al., 2014). Para a maioria das espécies, a capacidade de
armazenamento € ampliada quando a reducdo do teor de &gua esta associada a
diminuicdo da temperatura (FONSECA; FREIRE, 2003; WALTERS, 1998),
havendo uma reducdo da taxa metabolica (WALTERS; HILL; WHEELER,
2005), impedindo o avan¢o do processo germinativo (HONG; ELLIS, 2002).

Sementes recalcitrantes e intermediarias ndo sdo armazenaveis nas
condigbes adequadas para sementes ortodoxas (DELAHAIE et al., 2013). As
sementes recalcitrantes sdo muito sensiveis a perda de agua e ndo suportam o
armazenando a baixas temperaturas, sendo dispersas da planta mée com alto
contetdo de agua (MEDEIRQOS; EIRA, 2006; ROBERTS, 1973). Devido a alta
umidade no momento da dispersdo, sementes desse grupo germinam rapidamente
apos serem dispersas, sendo muito comum a viviparidade. Mesmo em condigdes
favoraveis de armazenamento, as sementes sensiveis possuem longevidade curta,
devido ao metabolismo acelerado, uma vez que as mesmas ndo entram em estado
de quiescéncia (FONSECA,; FREIRE, 2003).

Ao final da maturacdo, em sementes tolerantes a dessecacdo, a atividade

metabolica é reduzida, minimizando a produgdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Uma producdo descontrolada de
EROs e um sistema antioxidante falho, podem levar ao estresse oxidativo
(DEKKERS et al, 2015; VARGHESE et al., 2011), com danos irreversiveis em
lipidios, proteinas e acidos graxos (KRANNER et al., 2002), como ocorre nas
sementes sensiveis a dessecacao.

Muitas questdes ainda sdo desconhecidas no que diz respeito aos
mecanismos de tolerancia a dessecacgdo, em especial, nas espécies sensiveis a
dessecacdo, que apresentam baixa longevidade (PAMMENTER et al., 1994).

O restabelecimento da tolerancia a dessecagdo é possivel em sementes
ortodoxas em etapas de processo germinativo em que esta ja foi totalmente
perdida. Para tal, comumente é utilizado o condicionamento em polietilenoglicol
(PEG) e &cido abscisico (ABA). Tais tratamentos sdo realizados com o objetivo
de ndo sé restabelecer a tolerancia a dessecacdo, mas compreender 0s mecanismos
e processos que envolvem esta capacidade (BUITINK, et al., 2003; BRUGGINK;
OOMS; VAN DER TOORN, 2007; MAIA et al., 2011, 2014; MASETTO et al.,
2014; VIEIRA et al., 2010). Com tais estudos, diversos mecanismos ligados a
tolerancia a dessecacdo tém sido desvendados, porém, muitos outros processos
ainda sdo pouco compreendidos.

Certos processos de deterioracdo que ocorrem durante a secagem e
armazenamento, como formacao de radicais livre e desnaturagdo de proteinas, sao
significativamente reduzidos quando as sementes entram no estado vitreo (SUN,
DAVIDSON; CHAN, 1998). A baixa mobilidade molecular, controlada pelo
estado vitreo, é considerada um dos principais fatores para manter a viabilidade
das sementes durante o armazenamento (MURTHY; KUMAR; SUN, 2003). As
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant Proteins), juntamente com
oligossacarideos e pequenas proteinas de choque térmico, participam da formagéo
do estado vitreo (KALEMBA; PUKACKA, 2008). As proteinas LEA também

atuam mantendo a integridade das membranas e de outras proteinas (BRAY,
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1993), substituindo moléculas de agua por ligacdo de hidrogénio (BUITINK;
LEPRINCE, 2004).

O estresse oxidativo é um dos principais fatores desencadeantes para a
deterioracdo das sementes, e a ativacdo de um sistema antioxidante eficiente é
fundamental para protecdo das sementes (MOORE et al., 2009). As enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (PO) atuam nha
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio.

Considerada uma espécie de grande importancia ecolégica e com
potencial econdmico, Genipa americana, conhecida como jenipapo é utilizada em
projetos paisagisticos e arborizagdo urbana (COSTA et al., 2005), producédo de
madeira, ferramentas e construcdo civil (LORENZI, 2000), na culinaria, para
confeccdo de doces, vinhos, licores, além de ser utilizado na medicina popular
(COSTA et al., 2005).

A G. americana é uma arvore de crescimento rapido, encontrada em
regibes de clima quente e itmido (CAVALCANTE, 1996). Suas sementes sdo
classificadas como intermediarias quanto a capacidade de tolerancia a dessecacao
e a0 armazenamento (CARVALHO; NASCIMENTO, 2000; SALOMAO, 2004).

As sementes sdo consideradas um dos principais insumos para a
agricultura e silvicultura, além de serem uma das formas de conservacdo da
biodiversidade das florestas, seja através da conservacdo ex situ, pelo
armazenamento em bancos de sementes, seja como fonte de propagulos para
implantacdo de plantios para conservagdo in situ. Diante disso, buscou-se
prolongar a viabilidade das sementes de G. americana durante o armazenamento
através do uso de condicionamento com PEG e/ou ABA, avaliando-se as respostas

fisioldgicas e moleculares.

MATERIAL E METODOS
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Coleta e beneficiamento dos frutos

A coleta foi realizada nos municipios de Lavras e Itumirim, MG. Os frutos
foram coletados apds a queda natural, o que € considerado uma indicacdo da
maturacao das sementes para essa espécie. Apds a coleta os frutos foram levados
para o beneficiamento. Foi realizada a mistura de areia lavada com as sementes e
maceragdo manual sob agua corrente utilizando-se uma peneira para retirada do
mesocarpo. Em seguida, as sementes foram levadas para o Laboratério de
Sementes Florestais, no Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade
Federal de Lavras, e entdo dispostas em camada Unica sobre bancada para
secagem da agua superficial. As sementes foram armazenadas em sacos plasticos

a5 °C por sete dias, até o inicio dos testes.

Determinacdo do contetdo de agua

O conteudo de agua foi determinado pelo método de estufa a 105 °C por
24 horas (BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 10 sementes cada. O calculo

foi feito na base Umida e os resultados expressos em porcentagem.

Condicionamento, secagem e armazenamento

Antes da secagem, as sementes foram condicionadas em solugdes de ABA
e polietilenoglicol (PEG 6000) nas seguintes concentragfes: ABA 5 uM; ABA 50
UM; ABA 100 uM; PEG -2,1 MPa; ABA 5 uM + PEG -2,1 MPa; ABA 50 uM +
PEG -2,1 MPa; ABA 100 pM + PEG -2,1 MPa. As solucdes de PEG 6000 foram
preparadas de acordo com recomendagdes de Sun (2002). As sementes foram
colocadas em camada Unica dentro bandejas contendo as solugdes, sem que

fossem totalmente cobertas, para ndo prejudicar a oxigenacdo. As bandejas foram
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acondicionadas em camaras de germinacdo a 10 °C por 72 horas. As solugdes
foram trocadas diariamente, para manter o potencial hidrico das solucfes. Para
manter a mesma temperatura de armazenamento das sementes, antes da troca, as
solucgdes foram armazenadas por duas horas a 10 °C.

Ap0s o periodo de condicionamento, as sementes foram lavadas em agua
corrente e colocadas sobre bancadas para retirada da agua superficial. Em seguida,
as sementes foram secadas, de acordo com a metodologia proposta por Magistralli
et al. (2013). As amostras de cada tratamento, mais a testemunha, foram pesadas
e colocadas em sacos de tule e em seguidas armazenadas em caixas higrostat
(caixa com tampa e circulagdo de ar interna, com um pequeno ventilador,
possibilitando a homogeneizagdo da umidade relativa dentro da caixa) contendo
solucdes salinas por diferentes periodos (MAGISTRALLI et al., 2013) (Tabela 1).

Tabelal. Solugdes salinas utilizadas para secagem das sementes de Genipa
americana

Solucéo Concentracao Umidade relativa de Tempo de

Salina em agua equilibrio exposicao
LiCl 5g/100ml 95% 144h
MgSO47H,O  Solucéo saturada 89% 240h
NaCl Solucéo saturada 75% 288h
Silica gel 10% 120h

Fonte: Adaptado de Magistralli (2013)

Durante a secagem, as sementes foram pesadas diariamente até atingirem
0 peso alvo referente ao contelido de agua desejado de 10% e 5%. Para estimar o
contetdo de agua, foi utilizada a férmula proposta por Hong e Ellis (1996)
(Férmula 1). Ap6s 30 dias, quando atingiram o peso alvo, foi confirmado o

contedo de agua através do método de estufa.

_ (100-CAi)
~ (100-CAd)

Onde:

X Mi (Formula 1)
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M: massa (g) no contetdo de agua desejado
Mi: massa (g) no contetdo de agua inicial
CA.: contelido de agua inicial (base Umida)

CAd: conteudo de dgua desejado (base Umida)

Ap0s atingirem os contetdos de agua desejados (5% e 10%), as sementes
secas e controle (sementes frescas) foram colocadas em recipientes
hermeticamente fechados e armazenadas em trés temperaturas: 25 °C, 5 °C e -21
°C. Apo6s 90 dias de armazenamento as sementes foram retiradas para andlise da

viabilidade, determinagéo do conteudo de 4gua e para anélises moleculares.

Avaliacdo da qualidade das sementes

Antes da montagem dos testes de germinacao, as sementes passaram pelo
processo de pré-embebicdo em caixas gerbox durante 24 horas a 25 °C, seguido
de desinfestacdo em hipoclorito de s6dio 2% por trés minutos, com posterior
lavagem em &gua corrente. Os testes de germinacdo foram entdo montados em
caixas gerbox com 9 cm de diametro, com papel mata borrdo e umedecidos com
agua, e entdo mantidas em germinador Mangelsdorf a 25 °C com luz constante.
Para cada tratamento foi utilizado cinco repeticdes de 20 sementes cada. As
leituras foram realizadas a cada trés dias, tendo como critério de germinacéo a
protruséo radicular com 2 mm, durante 60 dias. Ao final do teste, foram avaliadas
a porcentagem de sementes germinadas, plantulas normais (sistema radicular
desenvolvido com raizes priméarias e secundarias, e primeiro par de folhas
visiveis) e indice de velocidade de germinacgdo (IVG). O IVG foi calculado de

acordo com a formula proposta por Maguire (1962).

Padrdes eletroforéticos de proteinas totais e resistentes ao calor
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A determinagdo do padrdo eletroforético de proteinas totais e resistentes
ao calor foi realizado, além da testemunha, nos tratamentos em ABA 5 uM, PEG
-2,1 MPa e PEG -2,1 MPa+ ABA 5 uM armazenados a 5 °C por 90 dias.

As sementes foram maceradas em nitrogénio liquido e 100 mg do
macerado foi usado para a extragdo. Ao tubo contendo o macerado foi adicionado
1 mL do tampéo de extracdo (50 nM de Tris HCL pH 7,5, 5 mM de NaCl, 5 mM
de MgCl,, 0,001 M de inibidor de protease e 1 uL de B-mercaptoetanol). As
amostras foram homogeneizadas em vortex e centrifugadas a 12000 rpm por 30
minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi separado em dois tubos: um para
proteina total e outro para proteina resistente ao calor, o qual foi aquecido por 15
minutos a 90 °C. Em seguida, todas as amostras permaneceram no gelo por 15
minutos e em seguida foram novamente centrifugadas a 12000 rpm por 30
minutos, a 4 °C. A determinacdo da concentragdo proteica nos extratos obtidos foi
realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. O
sobrenadante obtido foi coletado e armazenado a -20 °C.

Foi utilizado gel de poliacrilamida descontinuo, com gel concentrador a
6% e separador a 12,5%. Para cada amostra, foi aplicado 40 g de proteina e 20
pl do tampéo da amostra (2,5 mL de glicerol, 0,469 SDS, 20 mg de bromofenol e
completado para 20 mL com tampao de extracdo Tris HCL pH 7,5). A corrida foi
realizada em cuba vertical, modelo SE600 (Hoefer), com tampéo contendo 0,1%
(p/v) de SDS, glicina 192 nM e trizma-base 25 mM, a 200 V por,
aproximadamente, seis horas.

Apos a corrida, o gel foi transferido para um recipiente e realizado a
fixacdo com 40% de metanol e 7% de &cido acético por 30 minutos. Apos, o gel
foi colado em solugéo de coloragéo 0,08% (p/v) de Comassie Blue G250, 1,6%
(v/v) de éacido ortofosforico e 12% (p/v) de sulfato de aménia) e mantido em

agitador por 72 horas. Apds esse periodo o gel foi lavado com solucdo de
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descoloracéo de Tris base 0,1 M com pH 6,5, ajustado com éacido fosférico. O gel

entdo foi armazenado em agua até o momento da digitalizacéo.

Atividades enzimaticas

Os mesmos tratamentos selecionados para andlise de proteinas, foram
utilizados para analise enzimatica. As sementes foram maceradas em nitrogénio
liquido e entdo armazenadas a -80 °C até o momento da extracéo.

Para as enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) foi usado
o tampao Tris HCL 0,2 M pH 8,0 + 0,1% de mercaptoetanol, na proporcao de 350
pl por 100 mg de sementes maceradas. A extracdo da enzima peroxidase (PO) foi
realizada com o tampdo de extracdo fosfato (0,034 M de fosfato 0,034 M de
fosfato de sddio bi-bésico; 0,2 M de sacarose; 2,56% de PVP; 0,003 M de DTT;
5,7 mML &cido ascorbico; 2,5 mM de borato de sodio; 1% 40 de PEG 6000,
0,002% de p-mercaptoetanol). Em seguida, todas as amostras foram
homogeneizadas em vortex e deixadas overnight, em geladeira. Ap6s, os tubos
foram centrifugados por 60 minutos a 14000 rpm, a 4 °C.

Do sobrenadante, foram aplicados 40 pl das amostras em canaletas
individuais de gel descontinuo de poliacrilamida (7,5% no gel separador e 4,5%
no concentrador). A corrida foi realizada em cuba modelo SE600 (Hoefer) com
tampdo de tris-glicina pH 8,9, a 120 V por cinco horas. Em seguida, seguindo a
metodologia especifica para cada enzima descrita em Alfenas (2006), os géis
foram revelados. Todos os géis foram fotografados e os padrdes eletroforéticos

foram quantificados pelo software ImageJ®.

Analises Estatisticas
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O experimento foi montado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com esquema fatorial 2 x 8 x 3 (dois conteidos de agua, oito
combinacdes de tratamentos em PEG/ABA e trés temperaturas de
armazenamento). Todos os dados foram analisados pelo software R for Windows
e submetidos a analise de GLM (modelos lineares generalizados) e as médias

comparadas pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Foi possivel observar interacdo entre os tratamentos na resposta das
sementes apds 0 armazenamento.

Quando as sementes foram armazenadas na temperatura de -21 °C por 90
dias verificou-se uma reducdo acentuada na viabilidade das sementes em todos 0s
tratamentos. Por outro lado, 0 armazenamento de sementes com 10% de contetdo
de &gua na temperatura de 5 °C resultou na maior manutencdo da viabilidade
(Figura 1).

Quando analisada a interacdo dos fatores contetdo de agua e
condicionamento em PEG/ABA, observa-se que a germinacdo das sementes
armazenadas na temperatura de -21 °C ndo apresentou diferencas estatisticas
(Figura 2C). Na temperatura de 25 °C, o tratamento das sementes em ABA 5 pM,
PEG -2,1 MPa, PEG -2,1 Mpa + ABA 5 uM e ABA 100 UM em sementes com
5% de conteido de agua apresentaram os melhores resultados, seguido pelo ABA
50 uM em sementes a 10% (Figura 2A).

Em todos os tratamentos, quando as sementes foram secadas até 10% de
contetdo de A&gua, verificou-se maior porcentagem de germinagdo nas
temperaturas de 5 °C, 25 °C e -21 °C (Figura 2D), respectivamente (Tabela 3). No
armazenamento das sementes com 5% de contetdo de &gua, para todos 0s

tratamentos utilizados, ndo foram observadas diferencas significativas no
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armazenamento a 25 °C e 5 °C, com excegéo da testemunha, que apresentou maior
viabilidade a 5 °C, seguida por 25 °C e -21 °C, respectivamente (Figura 2D).

Figura 1. Efeito do condicionamento em PEG, do tratamento com ABA, do
conteudo de &gua e temperatura de armazenamento na viabilidade de
sementes de Genipa americana armazenadas por 90 dias.

100

80

60

40

Germinagio (%)

20

100 ~

80

Germinagio (%)

20 4

100 -

80

Germinagio (%)

20 4

100 1

80

Germinagao (%)

60 4

40 4

60 A

40 4

60

40 4

20 +

Testemunha

ABA 50uM

PEG -2,1MPa

| 252C

52C -212C l 250C 52C -219C |

100 -

80 4

60 4

40 4

20 4

0 4

100 1

80 4

60 ~

40 |

20 4

0 -

100 -

80

60

40 4

20 4

0 -

100 -

80 4

60

40

20

ABA 5uM

ABA 100pM

| 25°C 5°C

-21°c_ | 25°C

5°C 21°C |

10%

0,
Conteudo de dgua 5%

10% 5%

Conteudo de dgua

Legenda. Em cada grafico, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo

Teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2018).
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Figura 2. Efeito do conteldo de &gua das sementes e dos tratamentos em
PEG/ABA na viabilidade de sementes de Genipa americana
armazenadas por noventa dias em diferentes temperaturas.
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Legenda. Contetdo de agua das sementes: 10 e 5%; condicionamento: 1-sementes ndo
condicionadas e tratadas; 2-ABA 5uM; 3-ABA 50uM; 4-ABA 100uM; 5-PEG -2,1 MPa;
6- PEG -2,1 MPa + ABA 5uM; 7- PEG -2,1 MPa + ABA 50uM; 8- PEG -2,1MPa+ABA
100uM; temperaturas de armazenamento: 25, 5 e -21°C (A, B e C, respectivamente). Nos
painéis A, B e C, as mesmas letras indicam auséncia de diferencas estatisticas pelo teste
LSD (p<0,05) entre os condicionamentos e conteldo de agua das sementes para cada
temperatura de armazenamento. No painel D, as mesmas letras, na linha, indicam auséncia
de diferencas estatisticas para cada condicionamento e para cada conteldo de 4gua em
cada temperatura de armazenamento. CA — contelido de agua

Fonte: do autor (2018).

Quando analisa-se o efeito da interacéo dos tratamentos x temperatura em
cada contetido de agua, observa-se, para as sementes com 10% de contetdo de
agua que o condicionamento em PEG -2,1 Mpa + ABA 100 uM na temperatura
de 5 °C foi 0 melhor tratamento para manutencdo da viabilidade das sementes por
90 dias de armazenamento, seguida pela testemunha (sementes ndo
condicionadas), condicionamento em PEG -2,1 Mpa + ABA 50 uM, PEG -2,1
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MPa e tratamento com ABA 5 pM na mesma temperatura (Figura 3A). Para o
armazenamento das sementes com 5% de contetdo de agua, 0 melhor resultado
encontrado foi o condicionamento PEG -2,1 MPa armazenado a 5 °C, seguido pelo
tratamento com ABA 5 uM e armazenado a 25 °C e a 5 °C, e o condicionamento
em PEG -2,1 MPa e PEG -2,1 Mpa + ABA 5 uM e armazenado a 25 °C,
respectivamente (Figura 3B). Os piores resultados foram encontrados quando as
sementes foram armazenadas na temperatura de -21 °C, independentemente do
conteudo de &gua e das sementes armazenadas. (Figura 3 A e B).

Sementes armazenadas com 10% de conteldo de &gua apresentaram
maior germinacdo apds armazenamento por 90 dias na temperatura de 5 °C
guando comparado com sementes secadas até 5% de contelido de agua (Figura
3C). O mesmo comportamento foi observado em relagéo a formacédo de plantulas
normais, com excecdo aos tratamentos testemunha (sem condicionamento e
tratamento com ABA) e PEG -2,1 Mpa + ABA 100 pM, que n&o apresentaram
diferenca significativa quando armazenados nos conteudos de agua de 5% e 10%.
(Tabela 1).

Por outro lado, quando as sementes secas a 5% de contetdo de agua foram
armazenadas a 25 °C, verificou-se maior viabilidade quando realizou-se o
tratamento das sementes com ABA 100 uM, condicionamento em PEG -2,1 MPa,
PEG -2,1 Mpa + ABA 5 UM e PEG -2,1 Mpa + ABA 50 uM (Figura 3C).

J& para 0 armazenamento na temperatura de -21 °C ndo houve diferenca
estatistica para a porcentagem de germinagdo e plantulas normais entre 0s
tratamentos (Figura 3C e Tabela 1).

De uma forma geral, o armazenamento das sementes a 5 °C possibilitou
a maior formagao de plantulas normais quando comparado com o armazenamento
a25°Ce-21 °C. Emtodos os condicionamentos com sementes a 10% de conteuido
de agua, o armazenamento a 5 °C foi superior as demais temperaturas. Para as

sementes com 5% de contetido de 4gua, 0 armazenamento na temperatura de 5 °C
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foi superior nos tratamentos onde as sementes foram condicionadas em PEG -2,1
MPa e PEG -2,1 Mpa + ABA 5 pM. Os demais tratamentos ndo tiveram efeitos
significativos sobre a formacdo de plantulas normais (Figura 3C).

Quando avaliada a porcentagem de plantulas normais em fun¢do de cada
temperatura observa-se que na temperatura de 25 °C, o tratamento das sementes
em ABA 5 UM e o condicionamento em PEG -2,1 Mpa + ABA 5 uM no conteido
de &gua de 5% resultaram na maior formacgdo de plantulas normais (p<0,05),
seguidos pelos tratamentos em ABA 50 uM e condicionamento em PEG -2,1 Mpa
+ ABA 50 uM em sementes com 10% de conteido de agua (Figura 3A).

No armazenamento a 5 °C, sementes secadas até 10% de conteldo de
agua, condicionadas em PEG -2,1 Mpa + ABA 100 uM e PEG -2,1 MPa e
testemunha, apresentaram maior porcentagem de plantulas normais em
comparagdo aos demais tratamentos (Figura 3B).

O tratamento das sementes em ABA e condicionamento em PEG e
armazenamento nas temperaturas de 25 °C e -21 °C ndo promoveram alteracdes
significativas no indice de velocidade de germinacdo de sementes armazenadas
com 5% e 10% de conteudo de &gua. Na temperatura de 5 °C, em todos os
tratamentos, com excecdo do tratamento das sementes em ABA 100 uM, o IVG
no conteudo de agua de 10% foi superior a de 5% (Tabela 3).

Quando avalia-se a influéncia das temperaturas de armazenamento no
IVG, observa-se que em todos os tratamentos, nos quais as sementes foram secas
a 10% de conteudo de agua, o armazenamento na temperatura de 5 °C foi superior
guando comparado com as demais, enquanto que em sementes secadas a 5% de
conteido de agua, apenas o condicionamento em PEG -2,1 Mpa + ABA 5 uM e
armazenado a 5 °C apresentou IVG maior que o de sementes secadas até 10% de
contetido de &gua. Os demais tratamentos, nos dois contetidos de agua estudados

nédo afetaram significativamente o IVG nas temperaturas testadas (Tabela 3).
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Figura 3. Efeito dos tratamentos em PEG/ABA e da temperatura de
armazenamento na porcentagem de germinagdo de sementes de
Genipa americana armazenadas por 90 dias
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2150 a 2 PEG -2,IMPat+ABA SpM 21°C a a
25°C b 2 25°C b a
ABA 50 uM 5°C a b PEG -2,IMPatABA 50uM 5°C a b
-21°C a a -21°C a a
25°C a 2 25°C a a
ABA 100 pM s°C a b | PEG-2IMPs+ABA 100uM s°C a b
21°C a a -21°C a a

Legenda. Condicionamento: 1-Testemunha; 2-ABA 5uM; 3-ABA 50uM; 4-ABA 100uM;
5-PEG -2,1 MPa; 6- PEG -2,1 MPa +ABA 5uM; 7- PEG -2,1 MPa + ABA 50uM; 8- PEG
-2,1 MPa + ABA 100uM. Temperatura de armazenamento: 25, 5 e -21°C. Contetdo de
agua no armazenamento: 10 e 5%. Nos painéis A e B, as mesmas letras indicam auséncia
de diferencas estatisticas entre os condicionamentos e a temperatura de armazenamento
para cada contetido de agua das sementes. No painel C, as mesmas letras na linha, indicam
auséncia de diferencas estatisticas para cada condicionamento e temperatura de
armazenamento nos conteidos de adgua das sementes. Para comparac&o, utilizou-se o teste
de LSD a 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2018).



96

Tabela 1. Efeito do condicionamento em PEG, tratamento com ABA e da
temperatura de armazenamento na porcentagem de plantulas normais
de Genipa americana armazenadas em diferentes contelido de agua.

- - 5
Condicionamento  Armazenamento Contetdo de agua (%)

10 5

25°C 4a 2a

Testemunha 5°C 44 a 7b
21°C 00a 00a

25°C 00b 8a

ABA 5 uM 5°C 35a 6b
21°C 00a 00a

25°C 7a 2a
ABA 50 uM 5°C 28a 00a
21°C 00a 00a

25°C la 4a

ABA 100 pM 5°C 48a 3a
21°C 00a 00a

25°C la 6a

PEG -2,1MPa 5°C 48a 12b
21°C 00a 00a

PEG -2,1 MPa + a>¢C >a 8a
ABA UM 5°C 37a 15b
21°C 0,0a 0,0a

PEG -2,1 MPa + 25°C ‘e 1D
ABA 50 M 5°C 34a 5h
21°C 0,0a 0,0a

PEG -2,1 MPa + a>°C 48 3a
ABA 100 pM 2 2 5b
21°C 0,0a 0,0a

Legenda. As médias seguidas pela mesma letra, minGscula na linha, ndo diferem entre
si pelo Teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4. Efeito do conteido de agua, condicionamento em PEG e tratamento com
ABA na porcentagem de plantulas normais de Genipa americana
armazenadas por noventa dias nas temperaturas de 25°C, 5°C e -21°C.
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|12345678Il734567XI

B 5°C

V-
s & &

W
S

Plantulas normais (%)

2 3 4 5

6

(B 7 81 2 3 4 5

10% de umidade 5% de umidade

Condicionamento

10% de umidade 5% de umidade
Condicionamento

C

Condicionamento ‘Umidade Temperatura de Armazenamento
(%) 25°C 5°C -21°C

Testemunha 10 4b 44a 0b

5 2ab Ta 0b

ABA 5 pM 10 0b 35a 0b

5 8a 6a ob

ABA 50 pM 10 7b 23a O¢

5 2a Oa Oa

ABA 100 M 10 1b 18a 0b

5 4a 3a Oa

PEG -2,1MPa 10 1b 48a 0b

5 6b 12a Oc

PEG -2,1MPa +ABA 5pM 10 5b 37a 0b

5 8b 15a Oc

34a
Sa
25a
5a

PEG -2,IMPa +ABA 50uM

PEG -2,IMPa+ABA 100pM

Legenda. Temperaturas de armazenamento

: 25, 5 e -21°C (A e B respectivamente).

Condicionamentos: 1-Testemunha; 2-ABA 5uM; 3-ABA 50uM; 4-ABA 100uM; 5-PEG

-2,1 MPa; 6- PEG -2,1MPa + ABA 5uM; 7-

PEG -2,1 MPa + ABA 50uM; 8- PEG -2,1

MPa + ABA 100uM. Nos painéis A e B, as mesmas letras indicam auséncia de diferencas

estatisticas entre os tratamentos e o contetido

de 4gua das sementes para cada temperatura

de armazenamento. No painel C, as mesmas letras na linha, indicam auséncia de diferencas
estatisticas para cada tratamento para cada contelido de agua nas diferentes temperaturas
de armazenamento. Para comparacdo, utilizou-se o teste de LSD a 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2018)
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Tabela 3. Efeito da temperatura e condicionamento e tratamento com ABA no
indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de Genipa
americana armazenadas nas temperaturas de 25°C, 5°C e -21°C com
5% e 10% de contetdo de agua.

T Temperatura de Conteudo de &gua (%)
ratamentos
armazenamento 10 5
25°C 0,18 aB 0,23 aA
Testemunha 5°C 2,05aA 0,42 bA
21°C 0,0 aB 0,0 aA
25°C 0,07 aB 0,59 aA
ABA 5 uM 5°C 1,57 aA 0,55 bA
21°C 0,0 aB 0,02 aA
25°C 0,39 aAB 0,25 aA
ABA 50 uM 5°C 1,09 aA 0,20 bA
21°C 0,0 aB 0,02 aA
25°C 0,21 aAB 0,27 aA
ABA 100 uM 5°C 0,97 aA 0,3 aA
21°C 0,0 aB 0,06 aA
25°C 0,07 aB 0,39 aA
PEG -2, 1MPa 5°C 1,81 aA 0,72 bA
21°C 0,0 aB 0,01 aA
25°C 0,23 aB 0,54 aA
PEG -2,1 MPa + 5°C 1,62 aA 0,59 bA
ABA5 uM 21°C 0,0 aB 0,07 aA
PEG -2.1 MPa + 251 C 0,33aB 0,21 aA
ABA 50 uM 5°C 1,69 aA 0,45 bA
21°C 0,03 aB 0,05 aA
PEG -2.1 MPa + 250 C 0,17 aB 0,33 aA
ABA 100 uM 5°C 2,24 aA 0,42 bA
21°C 0,003 aB 0,041 aA

Legenda. As médias seguidas pela mesma letra, minGscula na linha e maiuscula na
coluna dentro de cada tratamento, ndo diferem entre si pelo Teste de LSD ao nivel de
5% de probabilidade.

Diante dos resultados fisiolégicos obtidos, as analises de perfil proteico e
enzimatico foram realizadas em sementes armazenadas a 5 °C, tratadas com ABA
5uM, condicionadas em PEG 2,1 MPa e PEG -2,1 MPa + ABA 5uM.

N&o foram observadas variagdes na abundancia de proteinas totais e

resistentes ao calor pelo perfil proteico (Figura 5 A e 5B).
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Figura 5. Padrdo eletroforético das proteinas totais e resistentes ao calor de
sementes de Genipa americana ap0s diferentes tratamentos, secas a
5% e 10% de conteudo de 4gua e armazenadas por 90 dias a 5°C.

Legenda: Tratamentos: 1 - Sementes secas a 10% de conteido de agua (testemunha); 2 -
Sementes secas a 10% de conteddo de agua tratadas com ABA 5 uM; 3 - Sementes
condicionadas em PEG -2,1MPa e secas a 10% de contelido de agua; 4 - Sementes
condicionadas em PEG -2,1MPa + ABA 5 UM e secas a 10% de conteido de &gua; 5 -
Sementes secas a 5% (testemunha); 6 - Sementes tratadas com ABA 5 uM e secas a 5%
de conteldo de agua; 7 - Sementes condicionadas em PEG -2,1MPa e secas a 5% de
conteddo de agua; 8- Sementes condicionadas em PEG -2,1MPa + ABA 5 uM e secas a
5% de conteddo de agua.

Fonte: do autor (2018)

Com relagdo a atividade enzimatica, a enzima SOD (Figura 6A)
apresentou uma menor atividade nas sementes com 5% de contetdo de agua,
quando as sementes apresentavam menor porcentagem de germinacdo e de
pléntulas normais (Figura 2B e 4B). A enzima PO (Figura 6B) apresentou baixa
atividade em todos os tratamentos, com excecdo de quando as sementes foram
tratadas com ABA 5uM. A enzima CAT (Figura 6C) ndo apresentou alteracéo
significativa na atividade, sendo observada somente uma ligeira redugdo nos
tratamentos que utilizaram PEG.
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Figura 6. Atividade de enzimas do sistema antioxidante em sementes de Genipa
americana submetidas a tratamento com PEG e ABA, secas a
diferentes contedos de agua e armazenadas por 90 dias a 5°C.
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Legenda. Géis de eletroforese apds coloragdo para revelagdo das enzimas A- superdxido
dismutase (SOD); B - peroxidase (PO); C- catalase (CAT) (lado esquerdo), e
representacdo numérica da intensidade das bandas (lado direito). Tratamentos: 1 —
sementes secas a 10% de contetdo de &gua (testemunha); 2 - sementes secas a 10% de
contelido de &gua e tratadas com ABA 5 uM; 3 - sementes secas a 10% e condicionadas
em PEG -2,1MPa; 4 - sementes secas a 10% de contelido de &gua e condicionadas em
PEG -2,1MPa + ABA 5 uM; 5 — sementes secas a 5% de contelido de agua (testemunha);
6 - sementes secas a 5% de conteido de &gua e tratadas com ABA 5 uM; 7 - sementes
secas a 5% de conteido de agua e condicionadas em PEG -2,1MPa; 8- sementes secas a
5% de conteudo de agua e condicionadas em PEG -2,1MPa + ABA 5 UM.

Fonte: do autor (2018)

DISCUSSAO
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A perda de viabilidade de sementes sensiveis a dessecacao é dependente,
primariamente, do seu conteldo de umidade e da temperatura na qual foram
armazenadas (BEWLEY et al.,, 2013). Em sementes de G. americana 0
armazenamento na temperatura de 5 °C foi superior aos demais pois manteve uma
maior viabilidade das sementes quando comparado com o armazenamento a 25
°C e -21 °C, respectivamente. O mesmo resultado foi encontrado para sementes
de Araucaria angustifolia (GARCIA et al., 2014). Walters et al. (2001), sugerem
gue em temperaturas mais elevadas, como o que ocorreu a 25 °C neste trabalho, a
perda de viabilidade é consequéncia direta do dano ligado a maior atividade
metabdlica.

O baixo conteldo de agua e baixa temperatura podem induzir uma
diminuicdo nas reagOes enziméticas envolvidas na perda de viabilidade da
semente (PRIESTLEY et al., 1986). Em sementes de Ginkgo biloba, o nivel de
peroxidacao lipidica foi maior em sementes armazenadas a 25 °C do que a 4 °C
(TOMMASI et al., 2006). Acredita-se que 0 mesmo possa ter ocorrido nas
sementes de G. americana, uma vez que temperaturas mais altas aceleram a
deterioracdo das sementes (BEWLEY et al., 2013).

Um dos primeiros sintomas de deterioragdo das sementes é o0 atraso no
processo germinativo (BEWLEY et al., 2013). Isto explica a redugdo no indice de
velocidade de germinagdo das sementes de G. americana em sementes
armazenadas a 25 °C com 10% de contetido de agua, e consequente reducéo na
porcentagem de germinacdo. Quando os danos afetam os principais sistemas
funcionais (membranas, organelas, enzimas, &cidos nucleicos), as sementes
sensiveis & dessecacdo ndo conseguem repara-los, culminando na perda de
viabilidade e morte celular (BEWLEY et al., 2013).

Em condicbes de armazenamento a longo prazo, as sementes
provavelmente estdo no estado vitreo devido as condic¢Oes de baixa temperatura e
contetido de agua (MURTHY; KUMAR; SUN, 2003). Nessas condigdes, 0
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citoplasma encontra-se com uma viscosidade extremamente alta e com baixissima
mobilidade molecular, o que previne ou inibe muitos processos deletérios nas
sementes (BUITINK et al., 1998), como a acdo de radicais livres.

A baixa porcentagem de germinacdo das sementes que foram
armazenadas a -21 °C pode estar relacionada ao fato de que as espécies
recalcitrantes e intermediarias ndo sdo capazes de formar o estado vitreo, e 0s
tratamentos utilizados ndo possibilitaram tal defesa. Os organismos resistentes a
dessecacdo formam o estado vitreo durante a secagem, porém, 0S 0rganismos
sensiveis a dessecacdo geralmente perdem a viabilidade porque o estado vitreo
ndo foi formado (BUITINK; LEPRINCE, 2004). Sementes de G. americana pode
ndo conter componentes necessarios para formacéo do estado vitreo eficiente para
protecdo celular, tais como proteinas LEA e agucares, como rafinose e estaquiose.
O estado vitreo é importante pois possibilita uma viscosidade extremamente alta
na célula, de modo que a mobilidade molecular seja muito baixa, impedindo a
ocorréncia de danos mecanicos, impedindo ou dificultando reagdes quimicas
indesejaveis e mantendo a estabilidade celular (BERJAK; PAMMENTER, 2013;
KOSTER, 1991).

Apesar de algumas espécies, como em Brassica napus, a qual o uso do
PEG melhorou significativamente a expressdo génica relacionada aos
mecanismos de tolerancia a dessecacdo (LANG et al., 2017), em sementes de G.
americana, o condicionamento ndo afetou a resposta das sementes. Para que as
sementes sensiveis a dessecacdo possam ser secadas e armazenadas a baixas
temperaturas, é necessario reduzir o estresse oxidativo durante a secagem e
induzir a vitrificacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013).

O acumulo de EROs ¢ capaz de deteriorar e oxidar lipidios, proteinas e
DNA (RUGHANI et al.,, 2015). Para evitar danos causados por EROs em
sementes tolerantes a dessecacdo, na secagem ocorre a reducdo da atividade

metabdlica e producdo de moléculas protetoras (DEKKERS et al., 2015).
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Observou-se uma reducdo na atividade da SOD em sementes com 5% de
contetido de &gua ap6s 0 armazenamento, a qual esta associada com uma menor
porcentagem de germinacdo na espécie estudada. O mesmo foi observado em
sementes de Araucaria bidwillii (FRANCINI et al., 2006) e Trichilia dregeana
(VARGHESE et al., 2011), acreditando-se que a reducdo na atividade de SOD
tenha contribuido para o aumento do estresse oxidativo nas sementes de G.
americana. Segundo Francini et al. (2006), a diminuicdo na atividade de SOD
pode estar relacionada, em parte, pelo excesso de H,O; presente, inibindo a sintese
dessa enzima, e também a sensibilidade & dessecacgao da semente (L1; SUN, 1999).
O aumento da atividade da SOD diminuiria o nivel de O, e prolongaria a
viabilidade no armazenamento (CHAITANYA; NAITHANI, 1994) porém, isto
ndo foi observado nas sementes de G. americana, mesmo com aplicacdo e PEG e
ABA.

O aumento da atividade da CAT esta frequentemente relacionado a
capacidade das sementes minimizarem danos causados por dessecacéo (BAILLY
et al., 2001). Embora tenha sido observado um aumento da atividade da CAT em
sementes condicionadas em PEG, este ndo foi suficiente para manter a viabilidade
das mesmas.

O aumento da enzima PO nas sementes de G. americana, pode ser um
reflexo de estresse, com o objetivo de reduzir danos oxidativos, aumentando a
expressao/atividade de algum sistema antioxidante, como forma de proteger as
células dos radicais livres e EROs (LEPRINCE; BUITINK, 2010). A PO utiliza
peréxidos como aceptor de hidrogénio, contribuindo no aumento dos mecanismos
de defesa e na prevencdo de perda da viabilidade (USHIMARU et al., 2001).

Os antioxidantes enzimaticos ndo foram capazes de conter o estresse
oxidativo durante o armazenamento em sementes de Ginkgo biloba (TOMMASI

et al., 2006), assim como as atividades do sistema antioxidante ndo tiveram
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correlagdo com o armazenamento das sementes de Oryza sativa (GAO et al.,
2016). Acredita-se que 0 mesmo ocorra com as sementes de G. americana.

As proteinas resistentes ao calor, devido a sua natureza hidrofilica, atuam
como tampao de hidratacdo juntamente com agUcares, contribuindo para formacéo
do estado vitreo, reduzindo a mobilidade dos radicais livres, impedindo reac6es
de oxidacdo (CASTRO; GUIMARAES; FARIA, 2017). Essas também
desempenham papel de protecdo das estruturas celulares, membranas e outras
proteinas (DEKKERS, et al., 2015). Nas sementes de G. americana, o0s padrbes
de proteinas resistentes ao calor se mostraram estaveis, indicando que o
condicionamento em PEG e tratamento com ABA ndo foram capazes de induzir

mudancas no padrdo proteico das sementes.

CONCLUSOES

Os tratamentos das sementes em PEG e ABA ndo reduziram a
sensibilidade das sementes de G. americana ao armazenamento a -21 °C.

O potencial de armazenamento das sementes de G. americana aumenta
com o uso dos tratamentos ABA 5uM, PEG -2,1 MPa e PEG -2,1 Mpa + ABA 5
UM quando as sementes sdo armazenadas a 25 °C com 5% de contetdo de agua e
PEG -2,1 Mpa + ABA 100 uM e a 5 °C com 10% de contetdo de agua.

N&o foram observadas mudangas no perfil proteico na analise de proteinas
totais e proteinas resistentes ao calor durante o armazenamento, no entanto
pequenas alteragcbes foram observadas na atividade das enzimas catalase e

superoxido dismutase.
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