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RESUMO GERAL

MARTINS, Joeferson Reis. Estudos ecofisioldgicos da germinacéo e de
reinducéo da tolerancia a dessecacdo em plantulas de Ipé-Roxo. 2009. 87
p. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG".

Tabebuia impetiginosa € uma espécie arborea de ampla distribuigdo
geografica, sendo encontrada na Floresta Amazdnica, Mata Atlantica,
Cerrado e Caatinga. Por isso, constitui um modelo interessante para estudos
fisioloégicos comparativos entre as populagdes dos diferentes biomas. Neste
sentido, esta pesquisa teve como objetivos analisar comparativamente
algumas caracteristicas ecofisiologicas das populacdes de Lavras-MG,
Rondonépolis-MT, Assu-RN e Penapolis-SP. Para tanto, foi avaliado o peso
de mil sementes, a composi¢do quimica, a influéncia de GA e dos inibidores
de acido giberélico (GA) (Tetcyclasis) e de 4acido abscisico (ABA)
(Fluridona) sobre germinagdo, capacidade de reinducdo da tolerincia a
dessecacdo (TD) em plantulas, incubadas em PEG ou ndo. Nas plantulas da
populagdo de Lavras-MG, foi avaliada a influéncia de ABA no processo de
reindugdo de tolerancia a dessecacdo. A analise do peso de mil sementes
revelou que o tamanho das sementes esta negativamente correlacionado com
a pluviosidade do periodo de sua formagdo. As populagdes de Lavras-MG e
Asst-RN produziram sementes maiores que as populagdes de Rondonopolis-
MT e Penapolis-SP. As sementes de 7. impetiginosa sdo oleaginosas. Nas
sementes de Rondonopolis-MT, foi verificada a maior quantidade de
proteinas e as menores quantidades de amido e lipideos. A porcentagem final
de germinagdo foi semelhante para todas as populagdes. A inibicdo da
sintese de GA provocou decréscimo no IVG de todas as populagdes,
especialmente da populacdo de Assu-RN. Por outro lado, a inibicdo da
sintese de ABA provocou aumento no IVG de todas as populagoes,
sobretudo nas populagdes de Rondondpolis-MT e Penapolis-SP. Estes
resultados evidenciam que, durante a germinagdo, ocorre a sintese de novo
de GA e ABA nos embrides de todas as populagdes. As plantulas da
populagdo de Assu-RN foram as mais TD, enquanto as plantulas da
populagdo de Penapolis-SP as menos TD. Houve uma correlagdo fortemente
negativa entre a pluviosidade anual e a TD, indicando que 7. impetiginosa
procedentes de ambientes mais secos sdo mais TD. A incubagdo em solucao
de PEG melhorou a capacidade de reinducdo da TD nas plantulas de todas as
populagdes em todos os comprimentos radiculares, exceto nas de Assu-RN.
Nas plantulas de Lavras-MG, o crescimento radicular proporcionou o
aumento do contetido de agua na regido meristematica, aumento do niumero

" Comité Orientador: Amauri Alves Alvarenga - UFLA (Orientador) e
Edvaldo Aparecido Amaral da Silva— UFLA.



de células em divisdo e decréscimo da capacidade das radiculas em reinduzir
a TD. A incubagao em PEG estimulou a sintese de novo de ABA, paralisou o
ciclo celular em GI1, proporcionou aumento da porcentagem de
sobrevivéncia radicular e foi verificada a reindu¢do em plantulas com
radicula de 3,0mm. A incuba¢do em PEG provocou aumentou do indice
mitético (IM), nas células do cilindro central, e interrompeu o ciclo celular
em profase. Nas radiculas com 3,0mm, com células em metafase, foram
verificadas anomalias no alinhamento dos cromossomos. A secagem causou
acentuada retracdo do volume celular, aparecimento de micro vacuolos € o
colapso das células ao centro da radicula. A incubacdo prévia em PEG
proporcionou a manutencdo da integridade da parede e do volume celular,
embora tenha ocorrido consideravel retragdo citoplasmatica.

Palavras-chave: Citometria, indice mitotico, Ciclo celular, Meristema,

Parede celular.



GENERAL ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Ecophysiologicals studys of the germination
and of the re-induction of desiccation tolerance in seedlings of Ipé-Roxo.
2009. 87 p. Thesis (Doctor in Plant Physiology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG".

Tabebuia impetiginosa is an arboreal species of wide geographical
range, its being found in the Amazonia Rainforest, Mata Atlantica, Cerrado
and Caatinga. For that reason, it constitutes an interesting model for
comparative physiological studies among populations of different biomes. In
this sense, this research had as objectives to investigate comparatively some
ecophysiological features of the populations from Lavras-MG,
Rondonépolis-MT, Assu-RN and Penapolis-SP, so, the weight of one
thousand seeds, the chemical composition, the influence of GA and
inhibitors of gibberelic acid (GA) (Tetcyclasis) and abscisic acid (ABA)
(Fluridona) upon germination, capacity of re-induction to desiccation
tolerance (TD) in seedlings, and also incubated in PEG or not, were
investigated. In the seedlings from Lavras-MG, the influence of ABA in the
process of re-induction to tolerance was evaluated. The analysis of the
weight of one thousand seeds revealed that the size of the seeds is negatively
correlated to the rainfall of the related period. The populations of Lavras-
MG and Assti-RN produced seeds larger than the populations of
Rondonépolis-MT and Penapolis-SP. The seeds of T. impetiginosa are
oleaginous. The highest protein amounts and the lowest amounts of starch
and lipids were found in the seeds of Rondondpolis-MT. The percentage of
late germination was similar for all the populations. The inhibition of GA
synthesis provoked a decrease in the IVG of all the populations, specially,
that of Assi-RN. On the other hand, the inhibition of ABA synthesis
provoked an increase in the IVG of all the populations, above all, in the
populations of Rondondpolis-MT and Penapolis-SP. These results stood out
that during germination, the de novo GA and ABA synthesis occurs in the
seeds of all the populations. The seedlings of the population of Assu-RN
were the most TD, while the seedlings of the population of Penapolis-SP the
least TD. There was a strongly negatively correlation between annual rainfall
and TD, indicating that 7. impetiginosa coming from drier environments are
more TD. The incubation in PEG solution improved the capacity of re-
inducing TD in the seedlings in all the populations in all the root lengths,
except in those of Assi-RN. In the seedlings of Lavras-MG, the root growth
showed increased water content in the meristem region, increased number of
dividing cells and decrease of the capacity of the radicles to re-induce TD.

* Guidance Committee: Amauri Alves Alvarenga - UFLA (Major Professor)
and Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UFLA.



The incubation in PEG stimulated the de novo synthesis of ABA, paralyzed
the cellular cycle in G1, provided increase of the percentage of root survival
and the re-induction in seedling with radicle of 3.0mm was found. The
incubation in PEG caused increases of mitotic index (IM), in the cells in the
central cylinder and interrupted cell cycle at prophase. In the radicles of
3.0mm, with cells at metaphase, anomalies in the chromosome aligning were
verified. Drying caused a marked shrinkage of the cell volume, appearance
of micro vacuoles and the collapse of the cells in the center of the radicle.
The previous incubation in PEG provided the maintenance of the integrity of
the cell wall and volume, although, a marked cytoplasmatic shrinlakge has
occurred.

Keys-word: Citometry, Mitotic index, Cell cycle, Meristem, Cell wall.



CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO GERAL

A 4gua ¢ uma exigéncia universal para a vida, como se conhece
atualmente, e ¢ o componente mais abundante em todas as células ativas
(Black & Pritchard, 2002). Por isso, a disponibilidade de recurso hidrico ¢
crucial para a sobrevivéncia dos organismos, fato determinante na
distribuicdo geografica da maioria das espécies no planeta (Oliver et al.,
2005).

Tabebuia impetiginosa Mart, popularmente conhecida como Ipé-
roxo, ¢ uma Bignoniacea arbérea de ampla distribuicdo geografica,
encontrada em praticamente todo territorio brasileiro, tanto em ambientes
umidos como a Floresta Amazonica e Mata Atlantica, quanto em ambientes
com menor disponibilidade de agua como Cerrado e Caatinga (Lorenzi,
2002; Schulze et al., 2008).

Desta maneira, esta espécie constitui um modelo singular para
estudos fisiologicos comparativos entre populacdes de diferentes biomas,
uma vez que estes apresentam caracteristicas edafo-climaticas contrastantes,
que exigem diferentes estratégias para a sobrevivéncia, reproducdo e
estabelecimento da espécie.

Estudos sobre as variagdes entre populagdes mostram que quanto
mais distanciadas elas estdo, maiores s3o as diferengas nas freqiiéncias
alélicas e nas caracteristicas fenotipicas de base genética (Futuyma, 2002).

Futuyma (2002) também relata que as varia¢des entre populagdes
geograficamente distantes sdo exibidas em quase todas as caracteristicas do
vegetal, incluindo aquelas mais intimamente associadas com seu papel
ecoldgico, como a capacidade de sobrevivéncia por meio da melhor
competitividade interespecifica, seja utilizando melhor os recursos naturais,

seja tolerando mais profundamente os fatores estressantes.



Um fator climatico que varia profundamente nos diferentes biomas
brasileiros é a disponibilidade hidrica, que se relaciona com a plasticidade
adaptativa do vegetal. De acordo com Levit (1980), as plantas tém
desenvolvido varias estratégias para a sobrevivéncia em ambientes secos,
seja evitando, resistindo ou tolerando a dessecacdo. Estudos preliminares
demonstraram que plantulas de T.impetiginosa procedentes de sementes
coletadas em Lavras-MG, regido de cerrado, sdo tolerantes a dessecagdo, ou
seja, sdo capazes de sobreviver a desidratagdo protoplastica inferior a 0,1g
H,0.g"' MS (Vieira, 2008).

Portanto, tendo em vista a ampla distribui¢do geografica da espécie,
questiona-se se as populacdes geograficamente distanciadas de T.
impetiginosa exibem variagdes fisioldgicas, especialmente nas sementes e
plantulas, relacionadas a estratégia de germinag@o e tolerancia a dessecagao,
resultantes de adaptacdes as condigdes ambientais contrastantes dos
diferentes biomas onde a espécie ¢ distribuida. Questiona-se também sobre a
capacidade de tolerar a dessecacdo, se esse comportamento € restrito a
populagdo do cerrado, ou se € intrinseco a espécie e, se intrinseco, como ele
varia entre as populacdes de 7. impetiginosa presentes em diferentes regides
brasileiras.

Com isso, os objetivos dessa pesquisa foram analisar a composigao
quimica das sementes, avaliar alguns aspectos fisiologicos da germinagdo,
caracterizar a intensidade da tolerancia a dessecagdo em plantulas de T.
impetiginosa procedentes de Lavras-MG, Rondonopolis-MT, Assi-RN e
Penapolis-SP e, ainda, estudar a influéncia do acido abscisico (ABA) no
controle da reindugdo de tolerdncia nos embrides procedentes de Lavras-
MG.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricdo botéanica

Tabebuia impetiginosa €& uma espécie pertencente a familia
Bignoniaceae, vulgarmente conhecida como ipé roxo ou pau-d’arco. Embora
seja descrita como uma espécie nativa do Cerrado, ¢ amplamente distribuida
nos biomas Caatinga, Mata Atlantica e Floresta Amazonica (Lorenzi, 2002;
Schulze et al., 2008). De acordo com RadamBrasil (1974), T. impetiginosa ¢é
amplamente distribuida na Amazoénia Brasileira com densidade de
aproximadamente 0,11 arvores.ha’. As plantas desta espécie sdo
caducifélias, atingindo comumente de 10 a 35 m de altura e com caule de 30
a 40 cm de diametro. Rizzini (1971) relata a distribui¢do do género Tabebuia
desde o México e Antilhas até o norte da Argentina.

A espécie apresenta flores grandes, rosadas a lilas, reunidas em
panicula terminal. O fruto possui numerosas sementes codiformes, tendendo
a oblonga plana, com superficie lisa lustrosa de cor marrom-clara e presenga
de asa membranacea transparente nas duas extremidades de até 3cm de
comprimento, sendo sua dispersdo anemocorica (Carvalho, 1994). Sua
floragdo é abundante, ocorrendo, geralmente, nos meses de junho e julho,
conferindo as plantas alto valor paisagistico.

O desenvolvimento das sementes ocorre comumente nos meses de
julho, agosto e setembro, sendo a dispersdo das sementes nos meses de
setembro e outubro. De acordo com da Silva et al. (2004), Oliveira et al.
(2005) e Vieira (2008), a temperatura 6tima de germinagao das sementes €
30°C, sob luz constante.

A madeira da T. impetiginosa ¢ muito apreciada para a fabricagdo de
moveis e assoalhos finos, tendo como principal mercado os paises da
América do Norte e, por isso, tem sido intensamente explorada em areas de
vegetacdo nativa, em especial na Amazonia Legal Brasileira (Lorenzi, 2002;
Schulze et al., 2008). Como resultado desta exploracao, no Estado do Para,

T. impetiginosa esta na lista das espécies da fauna e da flora ameagadas de



extingdo, conforme Resolucdo do Conselho Estadual do Meio Ambiente —
COEMA n° 54, de 24/10/2007.

Castellanos et al. (2009) relataram o uso etnobotanico de T.
impetiginosa no tratamento de diversas doengas como sifilis, malaria,
tripanossomiases ¢ infec¢des fungicas e bacterianas, com énfase especial a

sua atividade anticancer descrita em recentes pesquisas farmacéuticas.

2.2 Aspectos ecofisioldgicos da germinacéo de sementes

A germinagdo e a emergéncia da plantula representam estadios
criticos do biociclo vegetal e geralmente estdo associados a elevadas taxas de
mortalidade (Harper, 1977). Para Bewley & Black (1994) e da Silva et al.
(2008), a germinagao tem inicio com a entrada de 4gua na semente e finaliza
com o alongamento do eixo embriondrio, sendo a protrusdo da radicula
considerada como o fim do processo germinativo pela maioria dos estudos
nesta area.

Apos a dispersdo, as sementes sdo expostas a mudancgas periodicas
de diversos fatores ambientais, os quais interagem em magnitudes variaveis
e proporcionam alteragdes em suas caracteristicas fisiologicas e
morfologicas (Olvera-Carrillo, 2009). Bewley & Black (1994) afirmam que
0 processo germinativo ¢ dependente de diversos fatores enddgenos e
exdgenos a semente como composi¢do quimica, niveis hormonais,
disponibilidade hidrica, luz e temperatura. Em muitas espécies, as condi¢des
ambientais atuam determinando a intensidade da dorméncia, a viabilidade e
a velocidade de germinacao, além de influenciar marcantemente o sucesso
no estabelecimento da plantula (Baskin & Baskin, 1998).

De acordo com Marcos Filho (2005) e Pugnaire & Valladares (2007),
a composi¢do quimica das sementes ¢ definida geneticamente e revela a
estratégia reprodutiva do vegetal e, ainda, pode ser influenciada pelas
condi¢des climaticas durante a formagdo das sementes, de forma que
variagdes da composi¢do quimica podem ocorrer em termos quantitativos,

devido a suprimentos diferenciais de assimilados. Assim, a especificidade do



acimulo de reservas pode ser determinada pelos diversos fatores que
influenciam tanto a fotossintese, quanto o transporte de assimilados até as
sementes em formacao.

As sementes sdo constituidas de substancias estruturais, como oligo
e polissacarideos das paredes celulares, e de substancias de reserva, como
proteinas, lipideos e carboidratos (Begnami, 1998). De acordo com o
composto de reserva predominante, as sementes podem ser classificadas
como protéicas, oleaginosas ou amilaceas. Estas reservas tém como fungoes
basicas a manuten¢do ¢ o desenvolvimento do embrido até a formacgao de
uma plantula que apresente a capacidade de se manter de forma autotrofica
(Ferreira & Borghetti, 2004). As reservas de proteinas nas sementes estao
relacionadas ao suprimento de nitrogénio para o desenvolvimento da
plantula, enquanto os lipideos e carboidratos tém como objetivo maior suprir
o embrido de esqueletos de carbono para a sintese de macromoléculas e
produgdo de energia (Ferreira & Borghetti, 2004; Taiz & Zeiger 2004).

A importancia dos estudos sobre a composi¢do quimica das
sementes relaciona-se a tecnologia de sementes, pois tanto o desempenho na
germinagdo como o potencial de armazenamento sdo influenciados pelo
conteudo dos compostos presentes nas mesmas (Nakagawa et al., 1990).

O desempenho da germinacdo ¢é também influenciado pela
participacdo de compostos quimicos de natureza diversa, como oS
fitormonios, os quais podem ter acdo estimuladora ou inibitdria. As
giberelinas (GAs) s3o fitormonios importantes na estimulacdo da
germinacdo (Bewley, 1997), as quais constituem uma familia de acidos
diterpénicos cuja biossintese estd sob um estrito controle genético,
determinados pelas fases de desenvolvimento e por diversos fatores
ambientais, como luz e temperatura (Taiz & Zeiger 2004; Argyris et al.,
2008).

Nos processos regulatorios da germinagdo, a luz tem sido
identificada como estimulo fundamental para a biossintese de GAs, durante a

embebi¢do via fitocromo que absorve mais fortemente a luz na faixa do



espectro do vermelho e vermelho distante (Taiz & Zeiger, 2004). As GAs
estdo envolvidas no controle da hidrdlise de reservas, através da sintese de
novo da a-amilase, ¢ da hidrolise das paredes celulares durante o
alongamento do eixo embrionario, ¢ podem atuar na indug¢do de endo-f-
mananase ¢ endo-f-manosidase (Jacobsen et al., 1976; Bewley et al. 2000;
da Silva et al., 2005).

A dependéncia da presenca de luz para o desempenho germinativo
de algumas espécies também pode estar relacionada com a temperatura de
incubagdo das sementes. Oliveira (2005) observou em 7. impetiginosa uma
variagdo na relacdo entre o regime de luz e a temperatura para a
germinabilidade em lotes de sementes de anos subsequentes.

Outro fitormonio importante na regulacdo da germinagdo ¢ o acido
abscisico (ABA), um sesquiterpeno sintetizado durante a fase de maturagao
das sementes. Nambara & Marion-Poll (2003) ¢ Cadman et al. (2006)
afirmam que o controle fisiologico por ABA ¢ dependente dos niveis do
horménio ativo, e estes sdo modulados pela sua sintese, catabolismo e
translocagdo. Esses autores também reconhecem este hormdnio como um
dos responsaveis pela dorméncia e regulagdo do processo de germinacao.

Os mecanismos de acdo do ABA tém sido caracterizados como
antagonistas aos das GAs. Segundo Karssen & Lacka (1986), ABA e GAs
atuam em diferentes tempos e lugares durante a vida da semente: enquanto
ABA induz a dorméncia durante a maturagdo das sementes, as GAs
relacionam-se a promocdo da germinagdo. Miiller et al. (2006)
demonstraram que a taxa ABA/GA regula o enfraquecimento por enzimas
do endosperma e o conseqiiente crescimento embrionario em Lepidium e
Arabipopsis.

Durante os estadios fisioldgicos da quiescéncia, dorméncia primaria
e secundaria, um consideravel nimero de genes responsivos a GA ¢ ABA ¢
expresso diferentemente, evidenciando o importante papel destes

fitormonios na transi¢do entre estes estadios (Cadman et al., 2006).



A regulagdo do processo de germinagdao por ABA ¢ GA ndo deve
ocorrer somente pela quantidade enddgena, mas também pelo nivel de
sensibilidade das sementes aos reguladores de crescimento. Varios trabalhos
demonstram que a sensibilidade embrionaria ao ABA ¢ correlacionada a
intensidade da dorméncia (Benech-Arnold et al., 1999; Corbineau et al.,
2000; Corbineau & Come, 2000).

O conhecimento sobre a regulacdo da germinacdo através dos
mecanismos que detectam os sinais ambientais ¢ essencial quando se buscam
alternativas que maximizem o estabelecimento de plantulas, particularmente
em ambientes aridos. Neste contexto, as flutuagdes na sintese e
sensibilidades das sementes aos hormdnios, principalmente dos acidos
giberélico e abscisico, t€m sido reportados como cruciais (Ogawa et al.,
2003).

As condi¢des hidricas do ambiente também sdo consideradas
decisivas no sucesso da germinacdo e¢ na longevidade da viabilidade das
sementes no solo.

Devido as elevadas amplitudes de umidade e temperatura no solo
em muitas formagdes vegetais, as sementes podem ter uma embebicdo
suficiente para estimular o metabolismo, porém, insuficiente para completar
a germinagdo. Dessa forma, as sementes de uma determinada espécie podem
ser osmocondicionadas naturalmente durante uma estacdo de baixo recurso
hidrico e, assim, com o estimulo metabdlico pronto, quando as condigdes
ambientais tornam-se favoraveis, elas podem germinar com maior
velocidade e vencer a concorréncia com outras espécies (Borges et al.,
2002).

Além do estimulo metabdlico, o osmocondicionamento geralmente
reduz o potencial de agua basico para valores mais negativos, aumentando a
habilidade de germinacdo sob baixa disponibilidade de agua (Bradford,
1990). Algumas pesquisas mostram a possibilidade de melhoria na

germinabilidade das sementes em temperaturas sub-6timas com o uso da



técnica de osmopriming com polietilenoglicol (PEG) (Foti et al., 2002;
Patané et al., 20006).

Embora sejam escassas as investigagdes sobre as variagdes
morfologicas e quimicas das sementes ¢ das conseqiientes respostas
fisiologicas nas fases iniciais do desenvolvimento, entre populagdes,
resultantes das adaptagdes ambientais, Olvera-Carrillo et al. (2009) afirmam
que ¢ relevante a pesquisa das estratégias de sobrevivéncia vegetal em
ambientes de caracteristicas descontinuas e imprevisiveis, pois permite a
identificagdo de padrdes distintos de comportamento que revelam a
existéncia de um espectro de diferenciagdo genética entre as populacdes

(Futuyma, 2002).

2.3 Aspectos ecoldgicos envolvidos na toleréncia a dessecagao

A agua compde a maior parte da massa dos seres vivos e € essencial
para vida. Entretanto, devido as elevadas flutuagdes na disponibilidade
hidrica na maioria das regides do planeta, os vegetais parecem ter
desenvolvido véarias estratégias para a sobrevivéncia em ambientes
extremamente secos, seja evitando, resistindo ou tolerando a dessecacgdo
(Levitt, 1980).

A tolerancia a dessecagdo (TD) ¢ geralmente referida como a
capacidade de um organismo sobreviver a um extremo de desidratacdo, em
que seu contetido de agua do protoplasma seja igual ou inferior a 0,1g por g
de massa seca (g.g'); nesta ocasiio o potencial hidrico é de
aproximadamente -100 MPa (Vertucci & Farrant, 1995; Walters et al., 2005;
Berjak, 20006).

Para Alpert (2000) e Le & McQueen-Mason (2006), a TD ¢
considerada como a habilidade de um organismo equilibrar seu conteudo
interno de agua com o do ar moderadamente seco, e retomar as funcdes
normais apos a reidratagdo. Gaff (1997) afirma que a célula vegetal em

equilibrio com o ar a 28°C com umidade relativa de 50%, experimenta uma



queda no potencial hidrico, atingindo -100MPa, sendo esta uma condi¢do de
déficit hidrico letal para 99% das fanerogamas (Black & Pritchard, 2002).

Porembski e Barthlott (2000) estimaram que existam cerca de 300
angiospermas com a capacidade de tolerar a dessecacdo nos tecidos
vegetativos, as quais sdo denominadas “plantas ressurgentes”. Desta forma,
as plantas TD sdo a minoria e as sensiveis a dessecagdo (SD) dominam a
vegetacdo mundial.

A raridade da habilidade em tolerar a dessecacao levanta diversas
questdes, inclusive, como a dessecacdo afeta a sobrevivéncia e distribuicao
vegetal no planeta. De acordo com Oliver et al. (2005), durante a
colonizagdo terrestre, as plantas deveriam ser TD nos varios estadios do
ciclo de vida e, com a evolugdo, a maioria das plantas vasculares teriam
perdido a TD nos tecidos vegetativos tornando-se sensiveis ao déficit
hidrico. Semelhantemente, Oliver et al. (2000) e Dickie & Pritchard (2002)
também propuseram que a TD nas sementes ¢ um atributo ancestral e a SD,
uma caracteristica derivada.

O fato de varias espécies de plantas SD colonizarem ambientes
aridos proporcionou indagagdes que levaram a identificagdo de diversos
mecanismos que mitigam o estresse causado pelo déficit hidrico (Scott,
2000). As adaptacGes fisioanatomicas presentes nessas espécies SD sdo de
amplo espectro e contemplam desde alteragdes estruturais para
armazenamento de agua e restricdes na superficie dos tecidos da parte aérea,
como sdao observados nas Cactaceas e Euforbiaceae, até a senescéncia total
de orgdos e alteracdes nas rotas fotossintéticas como observadas no
metabolismo acido das crassulaceas (Smith & Bryce, 1992).

Embora a maioria das plantas terrestres ndo tolere a dessecagdo nos
tecidos vegetativos, muitas delas ainda sdo capazes de produzir estruturas
reprodutivas tolerantes como: sementes, esporos e pdlens, os quais podem
permanecer viaveis no estado dessecado por décadas ou até centenas de anos

(Oliver et al. 2000; Le & McQueen-Mason, 2006).



Quanto as sementes, varios estudos tém demonstrado que elas sdo
dispersas com diferentes niveis de TD e muitas tentativas ocorreram para
correlacionar esse comportamento a caracteristicas ecologicas, como clima e
tipo de vegetacdo, e caracteristicas da semente como forma, tamanho e
conteudo de umidade durante a dispersdo (Pritchard et al.,1995; Hong &
Ellis,1998; Dickie & Pritchard, 2002; Pritchard et al., 2004).

De acordo com a resposta a dessecagdo, as sementes também podem
ser divididas em dois grupos: ortodoxas (TD) e recalcitrantes (SD). As
sementes ortodoxas toleram a dessecacdo a conteudos de agua inferior a 7%,
com pouco efeito na viabilidade (Robert, 1973), enquanto as sementes
recalcitrantes ndo toleram a dessecag@o a um conteudo hidrico inferior a 20-
30% (Pritchard, 2004). Vale salientar que, dentre os critérios para classificar
as sementes como ortodoxas ou recalcitrantes estd inclusa a longevidade das
mesmas ao armazenamento especialmente sob baixas temperaturas (Bewley
& Black, 1994).

As sementes recalcitrantes constituem individuos de alto risco a
estratégia de regeneracdo vegetal, uma vez que uma seca prolongada pode
resultar em morte para uma coorte anual de sementes. Isto explica, em parte,
o fato de as sementes SD serem geralmente maiores e de alta frequéncia em
florestas tropicais imidas (Tweddle et al., 2003).

Havia uma percep¢do geral que as sementes SD ndo fossem
encontradas em ambientes aridos ou savanicos dos tropicos (Murdoch &
Ellis, 2000), uma vez que, at¢ mesmo nos meses de balango hidrico mais
positivo, os eventos de chuva nesses locais sejam esporadicos e incertos. No
entanto, alguns estudos t&ém mostrado que tais espécies também ocorrem em
ambientes secos, mas pouco ainda ¢ conhecido sobre suas estratégias de
regeneragdo (Danthu et al., 2000; Tweddle al et., 2003).

Tem sido sugerido que a SD municia as sementes de aptiddoes que
minimizam a mortalidade apés a dispersdo, seja devido ao fato de
dispersarem as sementes na época de maxima disponibilidade hidrica, seja

devido a maior massa que contribui para uma menor taxa de secagem da
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semente ou a rapida germinagdo, a qual, além de diminuir a possibilidade de
predacdo das sementes, invariavelmente favorece a redugdo da probabilidade
de desidratacdo das mesmas e o rapido acesso ao recurso hidrico disponivel
no solo, particularmente, em ambientes onde as chuvas sdo esporadicas
(Pritchard, 2004).

As sementes SD sdo consideradas como problemas para os
programas de conservacao ex-situ ¢ de reflorestamento, pois nao suportam a
secagem e, se armazenadas com contetido de agua elevado, o crescimento do
embrido nao ¢ interrompido (Pritchard, 2004). Por outro lado, as sementes
TD sdo geralmente dispersas com baixos conteudos de adgua, e isto auxilia na
bioestabilidade celular e tecidual, de forma que as variagcdes de temperatura,
radiagdo e pressdo ndo afetem profundamente a viabilidade das sementes
armazenadas (Tunnacliffe & Ricci, 2006).

A TD ¢ considerada como um pré-requisito necessario para que
muitas plantas completem o ciclo de vida, principalmente as que vivem em
areas aridas cujas condi¢des do ambiente tornam o recurso hidrico escasso.

A aquisicdo da TD pelas sementes ortodoxas ocorre durante o seu
desenvolvimento, como parte do programa de maturagdo (Kermode, et al.
1995). E, um grande espectro de mecanismos protetores tem sido
identificado como os responsaveis pela aquisicdio de TD (Pammenter &
Berjak, 1999; Kermode & Finch-Savage, 2002; Berjak, 2006), embora os
modos de operacdo e a interagdo entre eles ndo estejam ainda bem
elucidados (Berjak et al., 2007).

De acordo com Berjak & Pammenter (2008), o primeiro conjunto de
mecanismos responsaveis pela aquisigdo de TD envolve alteracdes das
caracteristicas fisicas intracelulares, incluindo a diminui¢do de vacuolos,
protecao a integridade do DNA e a ordenada desestruturacao dos elementos
do citoesqueleto que ocorre durante a desidratagdo; enquanto que o segundo
conjunto de mecanismos relaciona-se a desdiferenciagdo e drastica redugao
do metabolismo intracelular. Estes mecanismos ocorrem mais

especificamente nas sementes ortodoxas.
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Diversos autores tém relacionado o acumulo de algumas substancias
durante a dessecagdo como determinantes da protegdo da integridade celular.
O actimulo de proteinas LEAs (late embryogeneses accumulated) e de
oligossacarideos da série rafindsica e sacarose no final da maturidade da
semente podem proporcionar a estabilizacdo de membranas e a formacao do
estado vitreo (Buitink et al., 2002; Kermode & Finch-Savage, 2002; Berjak,
2006; Berjak et al., 2007). Durante a desidratacdo, verifica-se também a
ampliacdo do sistema antioxidante (Foyer & Noctor, 2005; Suzuki & Mittler,
2006; Berjak et al., 2007). Liu et al. (2007) observaram um aumento do grau
de insaturagdo dos fosfolipideos, enquanto Leprince et al. (1998) e
Guilloteau et al. (2003) concluiram que o aumento do contetido de proteinas
oleosinas no decorrer do periodo de dessecacdo também pode estar
relacionado a manutengdo da estabilidade das membranas.

As investigagdes que buscam elucidar as rotas de sinalizagdo
envolvidas na determinacdo do estabelecimento dos mecanismos citados
anteriormente tém obtido progresso, sobretudo a partir de analises de
mutantes no processo de embriogé€nese ¢ na maturacdo das sementes (Raz et
al., 2001).

Inimeras sdo as evidéncias de que o fitormdnio acido abscisico seja
um agente importante na aquisi¢do de TD. Bray (2002) verificou o aumento
do contetdo de ABA endogeno em resposta a dessecagdo e julgou que este
fato esta relacionado ao aumento das enzimas de biossintese de ABA e/ou da
redugdo dos processos degradativos de ABA.

Vieira (2008) demonstrou que a incubagdo de plantulas de T.
impetiginosa em PEG e ABA aumenta consideravelmente a capacidade de
reindugdo a TD, indicando o papel relevante de ABA nesse processo.

Em tecidos vegetativos, Reynold & Bewley (1993) e Bagniewska-
Zadworna et al. (2007) afirmam que para a maioria das plantas tolerantes a
dessecacdo, a TD s6 pode ser readquirida se a desidratacdo da planta ocorrer
lentamente, por varios dias. No entanto, Reynold & Belwley (1993) puderam

estimular a reindugdo da TD rapidamente, em apenas 18 horas, por meio de
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incubagdo em ABA. Tal reindu¢do da TD foi quantificada pela
sobrevivéncia apos estresse hidrico severo.

Em Arabidopsis, Ooms et al. (1994) reportou que o duplo mutante
abal e abi3-1, que ¢ insensivel e incapaz de sintetizar ABA, produz
sementes viaveis, porém, sensiveis a dessecagdo. Este resultado indica que o
fitormonio ABA ¢é necessario para aquisicdo da TD. No entanto, os mesmos
autores demonstraram que, se a desidratacdo for lenta, os duplos mutantes
sdo capazes de adquirir TD. Estes experimentos demonstraram a existéncia
de duas rotas de regulagdo do programa de desenvolvimento da TD, uma
dependente e outra independente de ABA.

Para Kermode (1995), a aquisi¢do da TD ¢ adquirida como parte do
programa de maturacgdo e ¢ perdida progressivamente durante a germinagao,
sendo a radicula o primeiro 6rgdo a perder a TD (Buitink, 2003). Na maioria
das espécies, essa perda ¢ irreversivel apos a protrusdo radicular e torna as
plantulas altamente vulneraveis as flutuagcdes hidricas do ambiente
(Bruggink & Van Der Toorn, 1995; Buitink, 2003).

A possibilidade de reinduzir a TD em plantulas oriundas de
sementes ortodoxas, com comprimentos radiculares de até 4 mm tem sido
demonstrada por meio da aplicacdo de tratamentos osmoticos sob baixa
temperatura (Bruggink & Van Der Toorn, 1995; Leprince et al., 2000;
Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005). Estas pesquisas apontam para a
viabilidade de outros estudos que elucidem os diversos mecanismos que
proporcionam a aquisicdo de TD durante a maturagdo das sementes
ortodoxas. E, devido ao fato de as sementes germinadas serem sensiveis a
dessecagdo, tem-se sugerido que elas possam ser comparaveis as
recalcitrantes e, por isso, utilizadas como modelo para estudos da
recalcitrancia (Sun, 1999).

O interesse na compreensdo do restabelecimento da TD se baseia no
fato de que um tecido dessecado apresenta uma alta bioestabilidade as
variagoes de temperatura, pressao e radiacao. E, neste contexto, o interesse

industrial para a aplicacdo da TD ¢é crescente, por exemplo, na produtividade
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agricola através do melhoramento de culturas com colheitas adaptadas a
seca, no aumento da longevidade de sementes sob condi¢des de
armazenamento para a comercializagdo, na conservagdo de recursos
genéticos ex-situ, incluindo bancos de células e tecidos a temperatura
ambiente, ¢ em programas de reflorestamento, uma vez que, devido a
sensibilidade a dessecagdo, as sementes recalcitrantes ndo sao armazenaveis
a long-term e, até entdo, nao ha métodos eficientes em prover a longevidade
das mesmas. (Pritchard et al., 2004; Haperin & Koster, 2006). Outra possivel
aplicacdo da bioestabilidade adquirida pela tolerancia a dessecagdo esta na
engenharia de produtos farmacéuticos.

Os estudos relacionados a TD tém recebido muita atencdo,
principalmente, devido a nitida preocupacdo com os enormes impactos que
as mudancas climaticas tém proporcionado na agricultura. Recentemente, o
Hadley Center previu que 50% da superficie terrestre serd afetada por seca
moderada até 2100, e as areas que atualmente apresentam secas severas

sofrerdo intensificagdo drastica.

2.4 Alteragdes no ciclo celular durante a perda da tolerancia a
dessecacdo

A germinagdo das sementes inicia-se com a embebicdo re-ativando
varios eventos celulares que tinham sido inativados durante a fase de
maturacdo (Jing et al., 1999). Dentre as cascatas de eventos que ocorrem no
decorrer da germinacdo, a ativagdo do ciclo celular, com a replicacdo do
DNA nuclear e extranuclear, ¢ os eventos de reparo do DNA tém sido
verificados como pré-requisito para a coordenagdo das funcdes celulares
nesse processo (Osborne, 1983).

A maioria dos estudos sobre a germinacao de sementes considera a
protrusdo radicular como fase terminal da germinagao (Silva et al., 2008) e o
reparo e replicacdo do DNA sd3o necessarios para a divisdo celular que se
inicia geralmente nas etapas finais da germinagdo das sementes (Bewley,

1997; Silva et al., 2008).
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De acordo com Kermode (1995) e Buitink et al. (2003), com a
progressdo do processo germinativo, a TD ¢é perdida progressivamente e,
para Osborne et al. (2002), se a germinacdo for avaliada de acordo com a
ativagdo do ciclo celular, a perda da TD coincide independente da espécie,
com a retomada da divisao celular. No entanto, alguns autores também
reportam que a perda da TD pode ser analisada de acordo com o transcorrer
do tempo de embebicdo (Koster et al., 2003; Ren & Tao, 2003) ou
comprimento radicular apos protrusdo (Buitink et al., 2003; Faria et al.
2005).

O ciclo celular é considerado como uma série de eventos que
acontece em série ciclica e coordenada, através do qual o material celular é
duplicado e dividido entre células filhas. Basicamente, o ciclo celular
consiste em quatro fases sequencialmente ordenadas que, temporalmente,
distingue-se pela replicagdo do material genético e segregacdo dos
cromossomos duplicados entre duas células filhas. As fases lag ou gap (G1 e
G2) sdo separadas pela fase de replicacio de DNA (S) e da fase de
segregacdo dos cromossomos (fase M, mitose), segundo prescrevem Dewitte
& Murray (2003).

A maioria das pesquisas tem demonstrado que, ao final do processo
de maturacdo das sementes, a maior parte dos nucleos celulares é retida na
fase G1 (Bino et al., 1993; Sliwinska, 2003; Faria et al., 2005). A razdo para
a manutengdo da maioria dos nucleos na fase G1 ndo é clara, mas t€ém-se
sugerido que, durante a dessecacdo das sementes nas fases finais da
maturagdo, a diminui¢do do conteudo hidrico e o aumento das concentragdes
de acido abscisico (ABA) favorecem a interrup¢do do ciclo celular em
eventos que antecedem o inicio da fase S (Vazquez-Ramos & Sanchez,
2003).

A transi¢do de G1 para S é o marco central entre ativacdo do ciclo
celular (Barroco et al., 2005). Sliwinska (2003) sugere que a progressdao do
ciclo celular durante a germinagdo esteja relacionada a perda da TD. Em

Medicago truncatula, Faria et al. (2005) argumenta que, com a progressao
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da germinacdo e crescimento radicular superior a 3mm, ocorre uma drastica
perda da capacidade de re-induzir a TD, e isto deve-se a reativagdo e
progressao do ciclo celular.

Os autores Deltour (1985), Bino et al. (1993) e Sliwinska (2003)
relatam evidéncias que mostram que as células na fase S e na fase G2 sdo
mais sensiveis aos fatores estressantes que alteram a divisdo celular e
morfologia dos cromossomos e, por isso, as sementes sdo dispersas,

preferencialmente, com o ciclo celular na fase G1.
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CAPITULO 2

Estudos ecofisiolégicos da germinacdo de embriGes de Tabebuia

impetiginosa

1 RESUMO

Tabebuia impetiginosa ¢ uma espécie arborea de ampla distribuicao
geografica e constitui um modelo interessante para estudos fisioldgicos
comparativos entre as populacdes dos diferentes biomas. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar algumas caracteristicas ecofisiologicas, como o peso de
mil sementes, na composi¢do quimica ¢ analisada influéncia de GA e dos
inibidores de GA (Tetcyclasis) e ABA (Fluridona) sobre germinagdo de
embrides procedentes das populagdes de arvores de Lavras-MG,
Rondondpolis-MT, Assu-RN e Penapolis-SP. A andlise do peso de mil
sementes revelou que as sementes de Lavras-MG e Assi-RN s@o maiores
que as sementes de Rondonopolis-MT e Penapolis-SP. Esta caracteristica foi
fortemente e negativamente correlacionada com a pluviosidade do periodo
de formagdo das sementes dos habitats. As sementes de T. impetiginosa sdo
oleaginosas, no entanto, ha variagcdes quantitativas das reservas entre as
populagoes. As menores quantidades de amido e lipideos e a maior
quantidade de proteinas foram constatadas nas sementes de Rondonopolis-
MT. Esta pode ser a razdo para as fases mais rapidas de embebicdo ¢
germinagdo. A porcentagem de final de germinagdo foi semelhante para
todas as populagdes. O tratamento com GA aumentou a velocidade de
germinagdo apenas dos embrides de Lavras, entretanto, a inibi¢ao da sintese
de GA prejudicou a germinagdo de todas as populagoes, especialmente Assi-
RN. A inibicdo da sintese de ABA favoreceu a rapidez da germinagdo de
todas as populagdes, sobretudo nas populagdes de Rondonopilis-MT e
Penapolis-SP. Portanto, durante a germinagdo dos embrides de T.
impetiginosa ocorre a sintese de novo de GA e ABA, e a sensibilidade aos
fitormonios ¢ variavel entre as populacdes.
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2 ABSTRACT

Tabebuia impetiginosa is an arboreal species of wide geographical
range and constitutes an interesting model for comparative physiological
studies among the populations of the different biomes. The purpose of this
work was to evaluate some ecophysiological features, such as weight of one
thousand seeds, in the chemical composition and investigate the influence of
GA and of the inhibitors of GA (Tetcyclasis) and ABA (Fluridona) on
germination of seeds coming from the tree populations from Lavras-MG,
Rondonopolis-MT, Assi-RN and Penapolis-SP. The study of the weight of
one thousand seeds revealed that the seeds from Lavras-MG and Assu-RN
are greater than the seeds of Rondonopolis-MT and Penapolis-SP. This
feature was strongly and negatively correlated with the rainfall of the period
of seed set of the habitats. The seeds of 7. impetiginosa are oleaginous;
nevertheless, there are quantitative variations of the stores among the
populations. The lowest amounts of starch and lipids and the highest
amounts of proteins were found in the seeds from Rondondpolis-MT. This
fact can explain the fastest imbibition and germination found. The
percentage of late germination was similar for all the populations. The
incubation in GA solution improved the velocity speed only of the embryos
of Lavras, nevertheless, the inhibition of GA synthesis harmed the
germination of all the populations, especially those of Assu-RN. The
inhibition of ABA synthesis supported the fastness of the germination of all
the populations, above all, in the populations of Rondonodpilis-MT and
Penapolis-SP. Therefore, during the germination of embryos of T.
impetiginosa, the de novo synthesis of GA and ABA occurs, and that the
sensitivity to plant hormones is variable among the populations.
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3 INTRODUCAO

A germinagdo € um processo complexo que representa um estadio
critico do biociclo vegetal correlacionado a elevadas taxas de mortalidade
(Harper, 1977), sendo os fatores ambientais cruciais para o sucesso
germinativo. Segundo Bewley & Black (1994) e Silva et al. (2008), a
germinacao tem inicio com a entrada de 4gua na semente e finaliza-se com o
alongamento do eixo embriondrio e a protrusdo da radicula, fato este
considerado como fim do processo no contexto fisiologico.

Dentre os fatores endogenos e exdgenos a semente determinantes da
germinagdo destacam-se: a composicdo quimica, niveis hormonais,
disponibilidade hidrica, luz e temperatura (Bewley & Black, 1994).

De acordo com Marcos Filho (2005) e Pugnaire & Valladares
(2007), a composi¢cdo quimica das sementes ¢ definida geneticamente, mas,
devido a plasticidade adaptativa dos vegetais, ela pode variar
quantitativamente conforme as condi¢des edafo-climaticas do ambiente onde
o vegetal estd inserido. Isso ocorre sobretudo porque a disponibilidade
hidrica influencia profundamente a biossintese e o transporte de
fotoassimilados utilizados como precursores de reservas nos diferentes
orgaos-dreno.

Os hormdnios, em especial o acido giberélico (GA) ¢ o acido
abscisico (ABA), constituem os principais sinais internos que regulam a
hidrdlise de reservas, os quais exercem papel crucial na regulacdo da
germinacdo: enquanto GA estimula o processo germinativo, ABA inibe
(Davies, 2004). Nambara e Marion-Poll (2003) afirmam que o controle da
germinacdo € dependente dos niveis dos hormoénios ativos, os quais sdo
modulados por meio da taxa de sintese de seus precursores, catabolismo e/ou
sua translocagao.

Ha wvarias evidéncias de que GA regula negativamente a
concentracdo do ABA endogeno (Zentella et al., 2007; Sawada et al., 2008;

Seo et al., 2009). Diversas pesquisas demonstram a importancia do ABA
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também no estabelecimento e profundidade da dorméncia (Cadman et al.,
2006). Entretanto, estudos que investigam a influéncia dos fatores
ambientais na biossintese € acimulo de GA ¢ ABA durante a formagio de
sementes € germinacdo sdao escassos, sobretudo os que investigaram
comparativamente populacdes de uma mesma espécie geograficamente
distinta.

Neste contexto, a espécie T. impetiginosa constitui um interessante
modelo para a pesquisa por ser encontrada em praticamente todo o territorio
brasileiro, tanto em ambientes imidos como a Floresta Amazonica ¢ a Mata
Atlantica, quanto em ambientes mais secos como o Cerrado e a Caatinga,
sendo que a floragdo da espécie ocorre nos meses de junho e julho e o
desenvolvimento das sementes ocorre comumente nos meses de julho,
agosto e setembro. A dispersdo das sementes ocorre nos meses de setembro e
outubro (Lorenzi, 2002; Schulze et al., 2008).

Diante disso, o objetivo desse estudo foi analisar algumas
caracteristicas ecofisioloégicas da reprodugdo de populagdes de T.
impetiginosa localizadas em Lavras-MG, Rondonopolis-MT, Assu-RN e
Penapolis-SP. As caracteristicas analisadas foram o peso de mil sementes, a
composi¢ao quimica das sementes e a influéncia de GA e dos inibidores de

GA (Tetcyclasis) e ABA (Fluridona) sobre a germinag@o de embrides.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das sementes

As sementes de T. impetiginosa foram obtidas a partir de frutos
maduros, amarronzados, de no minimo 6 plantas adultas, durante o periodo
de dispersao de sementes em 2007. Os frutos foram coletados na primeira
quinzena de outubro, em Lavras-MG (21°13'S, 44°58'W), cuja altitude ¢ de
918 m; em Rondonopolis-MT (16° 27°S, 54°34°W), a 284 m, na segunda
quinzena de setembro; em Assu-RN (5°34°S, 36°54’W), 23 metros, na
segunda quinzena de setembro e em Penapolis-SP (21°25°S, 50°04°W), 416
m, na primeira quinzena de outubro.

Apos coleta, as sementes foram retiradas manualmente dos frutos e
mantidas a temperatura ambiente até atingirem 6% de umidade e, em

seguida, armazenadas em camara fria a 10 °C e 50% de umidade relativa.

4.2 Determinacéo do grau de umidade e peso de mil sementes
As analises foram realizadas empregando-se estufa a 105+3 °C,
durante 24 horas, segundo as instrugdes das Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 1992), utilizando-se quatro repetigdes, com 10 g de
sementes cada. Os resultados foram expressos em porcentagem de umidade.
O peso médio de mil sementes foi determinado utilizando-se oito

amostras de 100 unidades cada (Brasil, 1992).

4.3 Determinacédo da fracdo de amido

A determinagdo do teor de amido foi realizada a partir de quatro
repeticoes de 2 g de sementes frescas, as quais foram maceradas. Apds
lavagem em etanol, as amostras foram centrifugadas para a obtencdo de
extrato alcodlico. Com o residuo da centrifugacdo, realizou-se a hidroélise
acida para a determinagdo do teor de amido segundo o método descrito por

McCready et al. (1950).
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4.4 Determinacao da fracao de acUcares redutores e ndo redutores

Os acgucares redutores e nao redutores foram extraidos pelo método
de Lane-Enyon (AOAC, 1990) e determinados pela técnica de Somogy,
adaptada por Nelson (1944). Para a verificacdo da quantidade de agtcares
redutores, foram pesados 5 g de amostra, aos quais adicionaram-se 50 mL de
etanol 70%, seguido de neutralizacdo com dacido acético glacial e,
finalmente, foi completado volume para 100 mL. Em seguida, foi feita
leitura de absorbancia em espectrofotometro a 510 nm. Para a determinagao
dos agucares totais, foi realizada a hidrélise acida da sacarose, acidificando o
filtrado anterior com 0,5mL de 4cido cloridrico concentrado. Em seguida, as
amostras foram levadas para banho-maria fervente por 15 minutos e,
posteriormente, neutralizadas em solugdo saturada de carbonato de sodio.
Seguiu-se a desproteinizacdo do extrato com agua destilada, solugdo de
hidréxido de bario 0,3 N e solugdo de sulfato de zinco 5%. Os tubos foram
agitados em vortex e seu contetdo filtrado, para leitura de absorbancia feita
a 510 nm. A determinacdo dos aglicares ndo redutores foi realizada pela
diferenca entre valor apresentado para acucares totais e agucares redutores,

convertida para o valor real multiplicado pelo fator 0,95.

4.5 Determinacao da fracdo protéica

Na determinagdo da fragdo protéica, pesaram-se quatro repeticdes de
0,1 g de material desengordurado, sendo a amostra transferida para tubo de
digestdo aos quais foram adicionados 1,5 g de sulfato de potassio ¢ 0,3 g de
sulfato de cobre, sendo, posteriormente, acrescentados 3,0 mL de acido
sulfurico concentrado. Os tubos foram levados para o bloco digestor a 50 °C,
com aumento progressivo lento da temperatura até atingir 370 °C. A mistura
permaneceu no bloco digestor até a solugdo apresentar cor verde-clara. Apds
esfriamento, foram adicionados 30 mL de agua destilada, seguindo-se de
agitacdo até dissolver o residuo. Na determinagdo do teor de nitrogénio total,
foi utilizado o método de micro-Kjeldahl (AOAC, 1990), aplicando-se o

fator 6,25 para o célculo do teor de proteina bruta por matéria seca.
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4.6 Determinacao da fracao de lipideos em extrato etéreo

Para a determinagdo da fragdo lipidica das sementes, utilizaram-se
quatro repeticdes de 2 g de sementes frescas. A extracdo foi realizada com
éter etilico em extrator continuo de Soxhlet, utilizando reboiler previamente
seco e pesado. Apos a extragdo, o reboiler contendo o residuo foi levado para
a estufa a 65 °C, por 24 horas, sendo posteriormente pesado, ¢ os resultados
foram expressos em porcentagem de lipideos por matéria seca (AOAC,

1990).

4.7 Embebicéo e germinacao dos embrides

Para a obtengdo das curvas de embebigcdo, as sementes de T.
impetiginosa procedentes das quatro localidades foram desprovidas de
tegumentos e desinfestadas em solucdo com 2% de hipoclorito de soédio, por
30 segundos, e posteriormente, lavadas em agua destilada, por 20 segundos.
Em seguida, os embrides foram dispostos em placas de Petri de 8,5 cm com
dupla camada de papel de filtro, sobre a qual foram adicionados 5 mL de
agua destilada. Foram utilizadas quatro repetigdes com 10 embrides para
cada tratamento, mantidos em cadmara BOD a 30 °C sob luz continua. A

embebigdo foi avaliada em diferentes tempos até 48 horas.

4.8 Avaliacdo da influéncia dos fitormdnios ABA ¢ GA no processo
germinativo

Apos remocao manual dos tegumentos das sementes, os embrides
foram dispostos em camara de pré-umidificagdo, durante 24 horas a 30 °C
em ambiente com 100% de umidade relativa. Na seqii€éncia, os mesmos
foram desinfestados com hipoclorito de sédio, na concentragdo de 1%,
durante 3 minutos, seguida de tripla lavagem em agua destilada. Os embrides
foram, entdo, colocados para germinar em placas de Petri de 8,5 cm, com
duas camadas de papel germitest embebidas em 4 mL de agua destilada,

mantidos em camara BOD a 30 °C sob luz continua..
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Para as avalia¢bes da influéncia dos fitormdénios ABA ¢ GA no
processo germinativo, diferentes amostras de embrides foram incubados
conforme mencionado anteriormente, porém, em solugdes de GA a 0,1 mM,
tetcyclasis a 0,1 mM e fluridona a 0,1 mM. A escolha dessas concentragdes
foi baseada nos estudos anteriores de Silva et al. (2004) e Vieira (2008), pois
proporcionaram as respostas fisioldgicas mais marcantes e, portanto, uteis
para a elucidacdo das variagdes entre as populagdes.

A solugdo estoque de GA foi preparada em KOH, 1 N, com pH
ajustado para 7 com HCI. As solugdes estoque dos inibidores fluridona e
tetcyclasis foram preparadas a partir da dissolu¢do em 0,1% de acetona (v/v).

Para cada tratamento, a germinacao foi realizada com 4 repetigoes de
20 embrides. A germinagdo foi avaliada por 6 dias, até o crescimento visivel
da radicula (alongamento > 2 mm). A porcentagem de germinacdo foi
calculada pela seguinte formula: %G = (3ni . N-1) .100. Em que Yni é o
numero total de embrides germinados em relagdo ao nimero de embrides
dispostos para germinar (N-1). O indice de velocidade de germinagdo foi
calculado pela seguinte formula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + ...Gn/Nn. Em que
G ¢ o numero de embrides germinados € N ¢ o niimero de dias apos a

semeadura.

4.9 Andlise estatistica

A correlagdo entre o peso de mil sementes e as condigdes
pluviométricas dos habitats foi determinada pelo calculo do coeficiente de
correlagdo de Pearson (Bussab & Morettin, 2002). Os dados de
germinabilidade dos diferentes tratamentos foram submetidos & analise de
variancia (ANAVA), seguido de teste de Scott-Knott ao nivel de
significancia de 5% (Sokal & Rohlf, 1981).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do peso de mil sementes, da composi¢do quimica ¢ da
dindmica da germinacdo dos embrides foram significamente destoantes entre
as populacgdes analisadas e revelam diferentes estratégias associadas com seu
papel ecologico, sobretudo em relagdo a capacidade reprodutiva da T.
impetiginosa.

O fator climatico que destoa profundamente nas diferentes regides
brasileiras ¢ que se relaciona com a plasticidade adaptativa do vegetal ¢ a
disponibilidade hidrica. Os dados de pluviosidade dos ambientes de onde as

sementes foram coletadas estdo dispostos na Tabela 1.

TABELA 1 Dados pluviométricos dos locais de coleta de sementes
referentes ao ano de 2007.

Precipitacao Lavras Rondonépolis  Assi Pendpolis

Anual 1248,0 1249,8 750,8 1219,4

Epoca de desenvolvimento
das sementes

Epoca de dispersdo das
sementes

17,6 43,5 6,8 107,0

130,1 158,0 0,0 49,4

*Fontes: Estacdo Climatologica da UFLA, INMET, SLAB-DAEP, Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte S/A (EMPARN).

O peso de mil sementes variou expressivamente entre as populagdes
analisadas, indicando modificagdes nas caracteristicas biométricas,
especialmente quanto a massa e tamanho. O peso de mil sementes das
populagoes de Lavras-MG, Rondondpolis-MT, Assu-RN e Penapolis-SP
corresponderam a 109,70; 74,75; 93,24 e 56,79 g, respectivamente. Isto
permite inferir que as sementes procedentes da populacdo de plantas de
Lavras-MG s3o as maiores dentre as avaliadas, enquanto as sementes
provenientes de Pendpolis-SP sdo as menores.

A analise da correlagdo entre o peso de mil sementes e a
pluviosidade anual dos ambientes apresentou-se baixa (r: -0,2247).

Semelhantemente, a correlagdo com a pluviosidade logo apds a dispersdo das
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sementes também foi baixa (0,1248). Entretanto, houve uma alta correlagdo
negativa (r: -0,82919) entre o peso de mil sementes e¢ a pluviosidade do
periodo de desenvolvimento das sementes, indicando que este periodo é
crucial para o desenvolvimento das sementes, ¢ a menor disponibilidade
hidrica no solo proporcionou o maior investimento da planta na produgao de
sementes maiores.

Para Pugnaire &Valladares (2007), o tamanho das sementes
geralmente ¢ resultado de numerosas pressdes de selecdo que
frequentemente operam em dire¢des opostas e, por isso, € recomendavel
avaliar essas variagcdes em massa, entre as populacdes, correlacionando-as
também com estratégias de reproducao do vegetal.

De acordo com Geritz (1995), Ezoe (1998) e Moles & Westoby
(2004), o maior investimento em sementes pequenas objetiva favorecer a
dispersdo, enquanto que a produgdo de sementes maiores constitui
investimento no estabelecimento da futura plantula. Sementes com maior
massa podem também contribuir para uma menor taxa de secagem da
semente no ambiente ou favorecer uma rapida germinagdo, a qual, além de
diminuir a possibilidade de predagdo das sementes, invariavelmente favorece
a reducdo da probabilidade de desidratagdo das mesmas e o rapido acesso ao
recurso hidrico disponivel no solo, particularmente, em ambientes onde as
chuvas sdo esporadicas (Pritchard, 2004).

O maior tamanho das sementes pode também contribuir para
produzir plantulas maiores, cujas folhas possam superar a camada de
serrapilheira disposta no solo e, assim, ter maiores possibilidades de
competir por luz (Molofsky & Augspurger, 1992). Ibarra-Manriquez et al.
(2001) e Zanne et al. (2005) verificaram que o tamanho das sementes pode
relacionar-se a morfologia da plantula, sobretudo na producgdo de cotilédones
maiores que possibilitem plantulas mais longevas, por possuirem maior
contetido de reservas e serem mais funcionais fotossinteticamente.

Assim, os maiores tamanhos das sementes procedentes das

populacdes de Lavras-MG e Assu-RN, além de refletir a pouca precipitagao
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durante o periodo de desenvolvimento, também podem indicar uma maior
adaptacdo da populagdo ao déficit hidrico, uma vez que a secagem de uma
semente maior ocorrera a uma taxa menor quando esta for dispersa no
ambiente e, dessa forma, resistira mais intensamente a dessecagéo (Pritchard,
2004). Por outro lado, os menores pesos e tamanhos das sementes
procedentes de Rondondpolis-SP e Penapolis-SP, além de estarem
correlacionados com a maior abundancia hidrica durante o desenvolvimento,
pode também constituir-se numa estratégia reprodutiva que proporciona
sementes mais leves, favorecendo a dispersao por anemocoria.

A partir das analises da composi¢do quimica das sementes de 7.
impetiginosa, foi possivel caracterizar as sementes como oleaginosas, pois 0s
constituintes majoritarios foram lipideos, com quantidade superior a 30%
(Tabela 2). A composi¢ao quimica das sementes do género Tabebuia varia
conforme a espécie: 1. reseo-alba possui sementes protéicas enquanto as de

T. serratifolia, sdo oleaginosas (Freitas et al., 1979; Degan et al., 1997).

TABELA 2 Constituintes quimicos das sementes de 7. impetiginosa. Valores
médios em mg.g ™.

Constituintes Lavras Rondondpolis Assta  Penapolis
Amido 36,3 a 30,5b  30,8b 37,6 a
Acucares Soluveis Totais 1492 a 96,7b 95,5b 97,4 b
Acucares redutores I,8a 1,5b 23a 19a
Acucares nao redutores 140,1 a 90,4b 903D 89,0 b
Proteina 206,5 d 2544 a 238,6c 2409 b
Lipideos 394,1a 318,5¢c 343,8b 348,0b

*As letras comparam as variagdes de cada constituinte quimico nas sementes
procedentes dos diferentes locais de coleta. As médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scoot-Knott a 5% de
probabilidade.
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As proporgOes entre as quantidades das reservas presentes nas
sementes variaram nas diferentes populacdes. As sementes procedentes de
Lavras-MG destacaram-se pela maior quantidade de reservas de aglcares
soluveis e de lipideos. Os agucares soluveis podem constituir os substratos
iniciais para a respiracdo durante fase inicial da germinagdo, favorecendo o
rapido crescimento e estabelecimento de plantulas (Martins et al., 2008).
Além disso, a maior quantidade de lipideos verificada nessas sementes pode
estar relacionada a maior longevidade das plantulas, caracteristica esta
marcante em populagdes adaptadas a ambientes sombreados (Kitajima,
1992). Outra vantagem do acimulo de lipideos nas sementes, relatada por
Penning de Vries & Van Laar (1977), é que uma unidade de massa de
lipideos ¢ convertida em maior quantidade de massa de plantula que uma
unidade de massa de amido; portanto, energeticamente mais conveniente a
plantulas longevas.

Nas sementes procedentes de Rondonopolis-MT, foi verificada
menor quantidade de amido e lipideos e maior quantidade de proteinas. Isto
indica uma preferéncia desta populagdio em armazenar substincias de
reservas com elevada afinidade com a agua em detrimento aquelas menos
higroscopicas. O maior contetido de proteinas favorece a embebicdo mais
rapida, embora, ao mesmo tempo, favoreca a ocorréncia de processos
degradativos que limitam o tempo de armazenamento dessas sementes
(Marcos Filho, 2005).

As curvas de embebigdo demonstram que os embrides procedentes
de Rondonépolis-MT apresentam embebi¢do mais rapida que os embrides
dos demais ambientes e alcangam maior conteudo de agua apds 48 horas de
embebicdo (Figura 1). Estas discrepancias nas caracteristicas fenotipicas de
base genética entre os embrides da mesma espécie revelam alteragoes
fisiologicas que fluem para uma melhor competitividade interespecifica, seja
utilizando melhor os recursos naturais, seja tolerando mais profundamente os

fatores estressantes.
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De acordo com Miintz et al. (2001), o acaimulo de proteinas constitui
importante fonte de nitrogénio para o rapido estabelecimento da plantula em
formagdo, pois, na maioria das espécies, a degradacdo dessa reserva so ¢
mensuravel apos a protrusdo radicular.

As curvas de embebicdo ndo demonstraram um padrao trifasico. A
ndo observacdo do padrao trifasico nesta pesquisa deve-se possivelmente ao
fato de a curva de embebicdo ter sido feito com embrides ¢ ndo com
sementes. Em estudos com sementes de 7. impetiginosa coletadas em
Lavras-MG@G, Silva (2004) verificou um padrao trifasico de embebicdo em

que a fase II foi alcangada em 24 horas e a fase III, em 72 horas.
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FIGURA 1 Curva de embebicdo de embrides de 7. impetiginosa, a 30°C. As
barras indicam o desvio padrao da média.

Nos embrides procedentes de Rondonoépolis-MT, a protrusdo
radicular iniciou-se por volta de 25 horas do inicio da embebi¢do ¢ a maxima

porcentagem de germinacao ocorreu proximo de 35 horas. Entretanto, nos
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embrides procedentes de Lavras-MG e Assu-RN, a protrusdo radicular so
pode ser verificada por volta de 30 horas e atingiu a maxima porcentagem
somente ap6s 72 horas (Figura 2). O padrdo de germinagdo verificado nos
embrides de Lavras-MG foi similar ao verificado por Silva (2004) em
sementes coletadas na mesma regido, indicando que o comportamento dessa
populagdo nesta caracteristica permaneceu estavel e, portanto, as variagdes
observadas entre as populagdes estdo revelando uma adaptagdo fisioldgica as

pressdes seletivas presentes em cada habitat.
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FIGURA 2 Germinag¢do de embrides de 7. impetiginosa, a 30°C, sob luz
constante. As barras indicam o desvio padrdo da média.

Os embrides de Rondondpolis-MT e Penapolis-SP apresentaram os
maiores indices de velocidade de germinacdo (IVG), embora ndo diferindo
entre si. Os embrides de Lavras-MG e de Assi-RN tiveram os menores IVG
e também ndo diferiram entre si (Tabela 3). A porcentagem final de

germinagdo nao destoou significamente entre as populagdes e superou 95%.
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As variagdes na velocidade de germinacdo revelam tendéncias de
alteragOes nas estratégias de estabelecimento de plantulas nas diferentes
populagdes.

A adigdo exdgena de GA ao processo de germinagdo aumentou a
velocidade de germinag¢dao dos embrides da populagdo de Lavras-MG, de
forma que o IVG tornou-se semelhante aos das populagdes de
Rondondpolis-MT e Pendpolis-SP, mas ndo afetou o IVG das demais

populagdes (Tabela 3).

TABELA 3 Dados relativos ao indice de velocidade de germinacdo dos
embrides incubados em agua destilada e solugdes a 0,1mM de
acido giberélico (GA), tetcyclasis e fluridona.

Locais de coleta Tratamentos
de sementes Agua GA Tetcyclasis  Fluridona
Lavras-MG 230Bc 2,64 Ab 1,15 Bd 3,74 Ba
Rondondpolis-MT 3,13 Ab 3,20 Ab 1,80 Ac 4,70 Aa
AssU-RN 2,10Bb 2,36 Bb 0,75 Cc 3,06 Ca
Penépolis-SP 2,62Ab 2,83 Ab 1,23 Bc 4,44 Aa

* As letras maitisculas comparam cada local de coleta em cada tratamento.
As letras mintisculas comparam os tratamentos em cada local de coleta. As
médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Scoot-Knott a 5% de probabilidade.

De acordo com Silva (2004), o acido giberélico ¢ sintetizado de novo
durante a germinag¢do e pode atuar sobre o alongamento radicular de T.
impetiginosa durante as primeiras 24 horas da embebi¢do. Deste modo, a ndo
alteracdo do IVG na germinag@o das populacdes de Rondondpolis-MT,
Penapolis-SP e Assti-RN revelam que a velocidade da sintese de novo de GA
nos embrides ndo constitui fator limitante para a rapida germinagdo. Por
outro lado, a mudangca na velocidade de germina¢do dos embriGes
procedentes de Lavras-MG indica que, ou a velocidade da sintese de novo de

GA ¢ mais lenta, ou ndo proporciona quantidade de GA suficiente para uma
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rapida germinagdo como nos embrides das demais populagdes, ou a
sensibilidade ao hormonio é mais baixa nos embrides dessa localidade.
Verificou-se ainda que a adigdo de GA provavelmente tornou a
germinagdo mais sincronizada para todas as populagdes, uma vez que houve
um encurtamento do tempo em que foram observados o inicio e o fim da

protrusdo radicular (Figura 3).
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FIGURA 3 Germinacdo de embrides de 7. impetiginosa, a 30°C, sob luz
constante, na presenca de 0,lmM de GA. As barras indicam o
desvio padrao da média.

A inibigdo da sintese de GA durante o processo germinativo
promoveu respostas diferentes em cada populagdo de 7. impetiginosa
(Figura 4). Houve inibicao total da germinacdo dos embrides de Lavras-MG,
Assu-RN e Penapolis-SP nas primeiras 50 horas de embebi¢do. No entanto, a
germinacdo destas populagdes ao final de 144 horas superou 90%. Isto
ratifica que ocorre a sintese de novo de GA durante o processo germinativo,

como relatado por Silva (2004) e Vieira (2008).
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FIGURA 4 Germinacdo dos embrides de T. impetiginosa, a 30°C, sob luz
constante, na presenca de 0,ImM de tetcyclasis. As barras
indicam o desvio padrio da média.

A germinagdo tardia dos embrides de Lavras-MG, Assi-RN e
Penapolis-SP, posterior a 50 horas, deve-se, possivelmente, a degradacao do
inibidor apo6s esse periodo, ou ao tempo necessario para conversiao e
descompartimentalizacdo de GA inativa em GA ativa, ja presentes nas
sementes (Figura 4).

O inibidor tetcyclasis inibiu parcialmente a germinacdo dos
embrides procedentes de Rondonopolis-MT, uma vez que 10% dos embrides
tiveram a capacidade de germinar normalmente, iniciando a protrusdo por
volta de 25 horas de embebig¢do. Este resultado permite inferir que a
populagdo de Rondondpolis-MT apresenta uma caracteristica em dispersar
as sementes com um nivel GA capaz de até promover a germinacdo sem a
dependéncia completa da sintese de novo.

Hu et al. (2008) mostraram que a expressdo de GA3ox catalisa a

etapa final na sintese de GAs bioativas, ainda durante as fases do
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desenvolvimento de sementes, sugerindo que as GAs produzidas antes da
dispersdo podem estar disponiveis a semente para uma rapida germinagao.
Com a adi¢do de fluridona, um inibidor da sintese de ABA, durante
a embebi¢ao dos embrides foi possivel verificar que a protrusdo radicular de
todas as populagdes iniciou-se a partir de 20 horas de embebigdo e alcangou
90% por volta de 40 horas (Figura 5). A antecipacdo do processo
germinativo ¢ sua maior velocidade indicaram que o acido abscisico ¢
sintetizado durante a embebicdo e age como um regulador negativo do
processo germinativo. De acordo com a Tabela 3 a inibi¢ao da sintese de
ABA promoveu acréscimo das velocidades de germinagdo para os embrides

de todas as populagdes.

Fluridona (0,1mM)
100 A A
90 A
80 -
~ 70 A
<
g 60 1
g
£ 50 -
:
O 40 -
30 A
20 —&— Lavras - MG
10 4 —O— Rondonopolis - MT
—¥— Assti- RN
0 —2&— Penépolis - SP

15 20 25 30 35 40
Tempo de embebigao (horas)

FIGURA 5 Germinag¢ao de embrides de 7. impetiginosa, a 30°C, sob luz
constante, na presenca de 0,lmM de fluridona. As barras
indicam o desvio padrao da média.

As fungdes da sintese de ABA durante a germinagcdo ndo sao
conhecidas, mas sabe-se que os sistemas de prote¢ao contra a dessecagao sao

progressivamente perdidos durante a germinagao e, de acordo com estudo de

43



Gusta et al. (2006) com sementes de canola, essa perda relaciona-se ao
catabolismo do ABA. Em T. impetiginosa, provavelmente, a sintese de ABA
pode estar relacionada a manutengdo dos mecanismos de tolerdncia a
dessecacdo durante a fase inicial do desenvolvimento da plantula, como
prote¢do contra as intempéries climaticas comuns nas regides tropicais,
especialmente nas regides com maior escassez de agua, ou chuvas
esporadicas.

A inibigdo da sintese de ABA ndo proporcionou similaridade entre
os IVGs das populagdes, pois, nesta condi¢do, a germinacao dos embrides de
Asst-RN foi mais lenta que as demais, indicando que, provavelmente, nesta
populagdo as sementes sejam dispersas com maior conteudo de ABA que as

demais.

6 CONCLUSOES

O tamanho e massa das sementes de 7. impetiginosa esta
negativamente correlacionado com a pluviosidade do periodo de sua
formagdo. As sementes sdo oleaginosas e suas composi¢cdes quimicas
influenciam a velocidade de embebicdo e germinag¢do. Durante o processo

germinativo ocorre a sintese de novo de GA e ABA.
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CAPITULO 3

Reinducdo da tolerancia a dessecacdo de plantulas de Tabebuia

impetiginosa
1 RESUMO

A espécie Tabebuia impetiginosa é amplamente distribuida por
quase todo o territério brasileiro, sendo encontrada na Floresta Amazonica,
Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga. Estes ambientes apresentam diferengas
marcantes quanto a disponibilidade hidrica, por isso, esta pesquisa objetivou
avaliar a capacidade de TD em plantulas de populagdes de 7. impetiginosa
geograficamente distanciadas e correlaciona-la com a pluviosidade dos
habitats onde as populagdes estdo inseridas. Foram coletadas sementes
procedentes das seguintes localidades: Lavras-MG, Rondondpolis-MT,
Assi-RN e Penapolis-SP. A tolerdncia a dessecacdo foi avaliada pela
sobrevivéncia da raiz primaria apos secagem até 0,07gH,0.g"'MS. O efeito
da incubagdo em PEG (6000) previamente a secagem foi avaliado. A maior
capacidade em reinduzir a TD foi observada nas plantulas procedentes da
populagdo de Assu-RN, por outro lado, as plantulas menos TD sdo as
procedentes de Pendpolis-SP. Houve uma correlagdo fortemente negativa
entre a pluviosidade anual e a TD, indicando que em ambientes mais secos a
TD ¢é maior. A incubacdo em solugdo de PEG melhorou a capacidade de
reindu¢do da TD das plantulas de todas as populagdes em todos os
comprimentos radiculares, exceto aquelas procedentes de Assi-RN.
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2 ABSTRACT

The species Tabebuia impetiginosa is widely distributed over
almost the Brazilian territory, its being found in the Amazon Forest, Mata
Atlantica, Cerrado and Caatinga. These environments present outstanding
differences as to water availability, therefore, this research aimed to evaluate
the depth of TD of seedlings of populations of 7. impetiginosa
geographically distant and to correlate them to the rainfall of the habitats
where the populations are inserted. Seeds coming from the following places:
Lavras-MG, Rondonépolis-MT, Assu-RN and Penapolis-SP were collected.
The desiccation tolerance was evaluated by the survival of the primary root
after drying up to 0.07gH,0.g"'DM. The effect of the incubation in PEG
(6000) previously to drying was evaluated. The greatest capacity to re-
induce TD was found in the seedlings coming from the population of Assu-
RN, on the other hand, the seedling least TD are the ones coming from
Penapolis-SP. there was a strongly negative correlation between the annual
rainfall and TD, indicating that in drier environments, TD is higher. The
incubation in PEG solution improved the capacity of re-inducing of TD of
seedlings of all the populations in all the root lengths, except those coming
from Assu-RN.
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3 INTRODUCAO

A agua ¢ uma exigéncia universal para a vida, como se conhece
atualmente, e € o componente mais abundante em todas as células ativas. Na
maioria dos habitats, a disponibilidade de recurso hidrico € crucial para a
sobrevivéncia dos organismos (Black & Pritchard, 2002). Neste contexto, a
tolerancia a dessecacdo (TD) tem sido considerada como um pré-requisito
necessario para que muitas plantas completem seu ciclo de vida.

A TD ¢ geralmente referida como a capacidade de um organismo
sobreviver a um extremo de desidratagdo, em que o contetido de agua do
protoplasma seja igual ou inferior a 0,1g por grama de massa seca (g.g")
(Vertucci & Farrant, 1995; Walters et al., 2005; Berjak, 2006). Outros
autores a interpretam como uma estratégia adaptativa que objetiva
proporcionar a sobrevivéncia das sementes ao armazenamento, sobretudo em
condi¢Ges ambientais severas, uma vez que os tecidos dessecados sdo mais
bioestaveis (Pritchard et al., 2004; Garnczarska et al. 2009).

A raridade da TD, especialmente nos tecidos vegetativos das plantas,
levanta questdes sobre como ela afeta a sobrevivéncia e distribui¢ao vegetal
no planeta (Oliver et al., 2005). Tweddle et al. (2003) verificaram que as
sementes sensiveis a desseca¢do estdo em alta freqliéncia em florestas
tropicais Uimidas, por outro lado, Murdoch & Ellis (2000) afirmam que a
freqiiéncia de sementes tolerantes a dessecagdo ¢ maior em ambientes aridos
e savanicos dos tropicos.

Varios estudos tém mostrado que as sementes sdo dispersas com
diferentes niveis de TD e muitas tentativas t€m sido feitas com o designio de
correlacionar esse comportamento a caracteristicas ecoldgicas, como clima e
tipo de vegetacdo, latitude e a biometria da semente, ou seja, forma e
tamanho (Pritchard et al., 1995; Hong & Ellis, 1998; Pritchard et al., 2004).

De acordo com Bruggink & Toorn (1995) e Kermode (1995), a TD ¢
adquirida durante a fase de maturagdo das sementes, apos a

embriogénese.Com o decorrer do processo germinativo e conseqiiente
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formag@o da plantula, ela é progressivamente perdida. Essa perda geralmente
¢ irreversivel e proporciona as plantulas a condi¢do de organismos altamente
vulneraveis as flutuagdes hidricas do ambiente.

Diante disso, diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo
de identificar os mecanismos promotores da TD e elucidar a forma como
eles operam. A partir dos estudos realizados por Bruggink e van der Toorn
(1995), verificou-se a possibilidade de estudar a reinducdo da TD em
plantulas procedentes de sementes ortodoxas. Estes autores demonstraram a
possibilidade de reinduzir a TD em plantulas com diferentes comprimentos
radiculares por meio de tratamentos osmoticos sob baixa temperatura.
Diversos autores também constataram a possibilidade de reindugdo da TD
em plantulas de diversas espécies, utilizando protocolos similares (Leprince
et al., 2000; Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005; Viera, 2008).

Buitink et al. (2003) e Berjak & Pammenter (2008) afirmam que a
reaquisicdo da TD ocorre devido & operacdo de uma série de mecanismos
fisioldgicos e estruturais regulados geneticamente. Diante disso, a avaliagdo
da profundidade da TD entre populagdoes de diferentes habitats revela
mudangas de caracteres de base genética e, assim, permite a avaliagdo da
adaptabilidade do vegetal ao ambiente no qual esta inserido.

Segundo Faria et al. (2005), a capacidade de reativagdo dos
mecanismos promotores da TD pode ser avaliada pela sobrevivéncia e
retomada do crescimento da raiz primaria apdés a dessecacdo, ¢ a
profundidade da TD ¢ possivel de ser analisada pela capacidade de reinducao
de diferentes comprimentos radiculares.

A possibilidade de reinduzir a TD em plantulas de 7. impetiginosa,
relatada por Vieira (2008), torna essa espécie um interessante modelo para
estudos que visam a avaliar as variagdes da profundidade da TD entre
populagoes, uma vez que a 7. impetiginosa ¢ amplamente distribuida por
quase todo o territorio brasileiro e encontrada tanto em ambientes umidos,
como a Floresta Amazdnica e Mata Atlantica, quanto em ambientes mais

secos, como Cerrado e Caatinga (Lorenzi, 2002; Schulze et al., 2008).
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Neste contexto, o presente estudo objetivou analisar a capacidade de
reindu¢do da TD em plantulas procedentes de sementes coletadas em
populagoes de arvores em Lavras-MG, Rondondpolis-MT, Assu-RN e
Penapolis-SP e correlaciona-la com a pluviosidade do habitat de cada

populagdo.

4 MATERIAL E METODOS

Para o estudo da reindugdo da TD, procedeu-se o teste de
germinacdo dos embrides que se seguiu da seguinte forma: as sementes
provenientes de cada localidade (Lavras-MG, Rondonopolis-MT, Assu-RN e
Penapolis-SP) tiveram o tegumento removido manualmente e foram
imediatamente desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio a 1% por 3
minutos. Em seguida, os embrides foram pré-germinados em ambiente com
umidade relativa a 100% a 30 °C, por 24 horas. A seguir, os embrides foram
dispostos em placas de Petri de 8,5 cm com dupla camada de papel de filtro,
umedecidos com 4 mL de 4gua destilada por placa.

As plantulas foram coletadas com 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mm de raiz
primaria, medidas com paquimetro. Apos a coleta, As plantulas foram
divididas em dois lotes, os quais foram submetidos a diferentes tratamentos
de secagem. Um lote de plantulas foi submetido a secagem em placas de
petri abertas, sobre silica gel, com controle de umidade relativa (UR) de
20%, em caixas plasticas. A secagem foi realizada por aproximadamente 48
horas até a redu¢ao na umidade nas plantulas atingir 0,07 g de H,O/g de MS,
aproximadamente, 6,5%. Esse processo de secagem foi realizado em uma
sala com temperatura controlada a 20 °C.

O outro lote de plantulas foi incubado em solugdo de
polietilenoglicol 6000, a -1,7 MPa, em placas de Petri com dupla camada de
papel filtro. A incubagdo foi a 5 °C por um periodo de 72 horas, em

geladeira. Em seguida, efetuou-se a secagem em placas de Petri abertas,
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sobre silica gel a 20% UR por 48 horas, conforme anteriormente descrito por
Buitink et al. (2003), Faria et al. (2005) e Viera (2008).

Apods a secagem, as plantulas foram novamente pré-embebidas por
24 horas e submetidas ao teste de germinagdo conforme anteriormente
descrito. A reinducdo da TD foi avaliada com a retomada do crescimento da
raiz primaria, verificada apds 7 dias do inicio da embebicdo. Nesses

experimentos foram utilizadas 4 repeticdes com 20 plantulas cada.

4.1 Analise estatistica

Os dados de sobrevivéncia da raiz primaria foram submetidos a
analise de varidncia (ANAVA), seguido de teste de Scott-Knott ao nivel de
significancia de 5% (Sokal & Rohlf, 1981). Os dados da tolerancia a
dessecacdo das diferentes populacdes também foram correlacionados com a
pluviosidade anual, da época de desenvolvimento e de dispersdo das
sementes, utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (Bussab &

Morettin, 1986).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da reindugdo da TD revelou que plantulas 7. impetiginosa
procedentes de diferentes regides brasileiras apresentam diferentes niveis de
TD (Figura 1). As plantulas da populagdo de Rondonopolis-MT e Assu-RN
apresentaram capacidade para reindugdo da TD, apds secagem direta em
silica gel, at¢é o comprimento de 3,5 mm; enquanto que as plantulas
procedentes das sementes de Lavras-MG e Penapolis-SP, até 2,5 ¢ 2,0 mm,
respectivamente (Figura 1). Foi possivel verificar também que a
porcentagem de sobrevivéncia da raiz primaria das plantulas de Assi-RN foi
superior as das demais populagdes, para todos os comprimentos radiculares
analisados. As plantulas da populacdao de Penapolis-SP foram as menos
tolerantes a dessecacao.

Essas variagdes da capacidade de reindugdo se relacionam com a
plasticidade adaptativa do vegetal e esta, de acordo com Futuyma (2004),
geralmente correlacionada as pressdes seletivas diferenciais presentes nos
habitats. Dentre os fatores ambientais mais destoantes entre as regioes que
podem influenciar profundamente a tolerancia a dessecacgdo, destaca-se a
disponibilidade hidrica (Tabela 1).

A analise dos coeficientes de correlagdo de Pearson permitiu avaliar
a forca de associagdo linear e o sentido da relagdo entre a pluviosidade ¢ a
TD das diferentes populagdes. A correlagdo entre a pluviosidade anual e a
TD foi alta e negativa (-0,91797); a correlacdo entre a pluviosidade durante a
época de formacdo das sementes e a TD foi moderada e também negativa ( -
0,66147); e a correlagdo entre pluviosidade da época de dispersao das

sementes ¢ a TD, foi baixa e positiva (0,1741).
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FIGURA 1 Reindugdo da TD em plantulas de Tabebuia impetiginosa com
diferentes comprimentos radiculares, procedentes de diferentes
populagoes. A: plantulas nao incubadas em solugdo de PEG; B:
plantulas incubadas em solu¢do de PEG. As letras maiusculas
comparam as médias dos tratamentos dentro de cada
comprimento radicular. As letras mintsculas comparam as
médias de cada tratamento nos diferentes comprimentos
radiculares.
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TABELA 1 Dados pluviométricos (mm) dos locais de coleta de sementes
referentes ao ano de 2007.

Precipitacao Lavras Rondonépolis Assi Penapolis
Anual 1248,0 1249,8 750,8 12194
Na época de
desenvolvimento das 17,6 43,5 6.8 107,0
sementes

Na época de dispersao das

130,1 158,0 0,0 49,4
sementes

*Fontes: Estagcdo Climatologica da UFLA, INMET, SLAB-DAEP, Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte S/A (EMPARN).

A associacdo mais significativa e negativa entre a pluviosidade anual
e a TD indica que, em 7. impetiginosa, a TD estd mais fortemente
relacionada a uma adaptacao as caracteristicas inerentes do habitat do que as
flutuagdes hidricas pontuais que ocorrem ao longo do ano, de forma que,
quanto maior for a disponibilidade hidrica de uma regido onde T.
impetiginosa estiver inserida, menor sera a capacidade de tolerancia a
dessecacdo de suas plantulas.

Dussert et al. (2000), ao constatar significantes variagoes
intraespecificas quanto a sensibilidade a dessecacdo em espécimes nativas de
Coffea e correlaciona-las aos fatores ambientais, verificaram uma correlago
positiva entre tempo de seca ap6s a época de dispersdo das sementes e a
sensibilidade a dessecacdo. Estes resultados mostram que as espécies podem
apresentar amplas variagdes comportamentais quanto a relacdo entre TD e
disponibilidade hidrica ambiental.

A incubagdo das plantulas em PEG antes da secagem minimizou as
diferencas na reindu¢do a TD entre as populagdes, principalmente nos
comprimentos radiculares de 1,5 ¢ 2,5mm. As diferencas mais marcantes do
efeito do estresse osmotico foram observadas nas plantulas procedentes da
populacdo de Lavras-MG, em que a capacidade de tolerar a dessecacao foi

estendida de 2,5mm para 3,0mm. O tratamento com PEG proporcionou um
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significativo acréscimo na porcentagem de plantulas reinduzidas em todas as
populagoes, exceto nas plantulas de Assu-RN.

Plantulas de T. impetiginosa, procedentes de Lavras-MG, também
apresentaram significativa melhoria na porcentagem de reindugdo quando as
plantulas foram incubadas em PEG, em trabalho de Vieira (2008), o qual
detectou alteragdes na expressdo do gene responsavel pela traducdo da
expansina, indicando que as mudancas nas respostas fisioldgicas resultantes
do estresse osmotico sdo também decorréncias de alteragdes na expressao
génica.

Assim, o acréscimo da porcentagem de plantulas reinduzidas e a
reducdo das diferengas de TD entre as populacdes refletem que a dessecagdo
lenta proporcionada pela incubagdo em PEG estimula a reativagdo de genes e
mecanismos que, devido as pressodes seletivas ambientais, se tornaram pouco
responsivos a dessecagao.

A correlagdo entre a pluviosidade anual das regides onde as
populagoes estdo inseridas e a capacidade de reinducao da TD das plantulas,
mesmo apods incubacdo em PEG, foi moderada, -0,42708. Esta alteragdo de -
0,91797 para -0,42708 reforga a argumentagdo de que a incubagdo em PEG
minimizou as diferengas entre as populagdes, provavelmente por reativar
genes que se encontravam poucos responsivos a dessecacdo. No entanto, a
existéncia de correlagdo moderada ainda aponta para a marcante relevancia
da pluviosidade ambiental anual no estabelecimento das diferengas nas

caracteristicas que conferem a TD entre as populagdes.

6 CONCLUSOES

A pluviosidade anual correlaciona negativamente com a TD das
plantulas de 7. impetiginosa. As plantulas oriundas da populacdo de
Rondonoépolis-MT e Asst-RN sdo mais TD que as plantulas das populacdes
de Lavras-MG e Penapolis-SP. A incubag@o das plantulas em solucdo de

PEG melhorou a capacidade de reindugdo a dessecagdo.
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CAPITULO 4

Estudo do controle da reinducéo da toleréncia a dessecagdo em
plantulas de T. impetiginosa, utilizando tratamento osmético combinado

com &cido abscisico e fluridona

1 RESUMO

Este estudo avaliou a capacidade de reindugdo da TD em plantulas
de T. impetiginosa pela sobrevivéncia da raiz primaria apo6s secagem a 0,07
g H,0.g'MS. O efeito da incubagio prévia em PEG e a influéncia de ABA
na reinducdo da TD também foram avaliados. A atividade do ciclo celular
foi mensurada por citometria de fluxo e andlises citogenéticas. As
modificagdes ultraestruturais foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura e transmissdo. Com o crescimento radicular houve aumento do
contetido de agua na regido meristematica, aumento do niamero de células
em divisdo e decréscimo da capacidade das radiculas em reinduzir a TD. A
incubagdo em PEG estimulou a sintese de novo de ABA, paralisou o ciclo
celular em G1 e proporcionou aumento da porcentagem de sobrevivéncia
radicular e detectou-se reindugdo de plantulas com radicula de 3,0 mm. A
incubagdo em PEG aumentou o IM nas células do cilindro central, e o
interrompeu em profase. Nas raizes com 3,0 mm, foram verificadas
anomalias no alinhamento dos cromossomos em metafase. A secagem direta
em silica causou acentuada retracdo do volume celular, aparecimento de
espacos aéreos intracelulares e o colapso das células ao centro da radicula. A
incubagdo em PEG proporcionou a manutengdo da integridade da parede e
do volume celular, embora tenha ocorrido consideravel retracdo
citoplasmatica e manutencao da integridadde nuclear.
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2 ABSTRACT

This study evaluated the capacity of re-inducing TD in seedlings of
T. impetiginosa by the survival of the primary root after drying up to 0.07g
H,0.g'DM. The effect of the previous incubation in PEG and the influence
of ABA on the re-induction of TD were also evaluated. The activity of the
cell cycle was measured by flow cytometry and cytogenetic analyses. The
ultrastructural modifications were analyzed by scanning and transmission
electron microscopy. In relation to root growth, increased water content in
the meristematic region, increase of the number of dividing cells and
decrease of the capacity of the radicles to re-induce TD were evalauted. The
incubation in PEG stimulated the de novo ABA synthesis, paralyzed the cell
cycle at G1 and provided increase of the percentage of root survival and the
re-induction of seedlings with radicle of 3.0mm was detected. The
incubation in PEG increased IM in the cells of the central cylinder and
interrupted it at prophase. In the radicles of 3.0 mm, anomalies in the
chromosome aligning at metaphase were found. The direct drying on silica
caused a marked shrinkage in the cell volume, appearance of intracell air
spaces and the collpae of the cells at the center of the radicle. The
incubation in PEG provided the maintenance of the integrity of the cell wall
and volume, altough considerable cytoplasmatic shrinkage and the
maintenance of the integrity of nucleus has occureed.
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3 INTRODUCAO

As plantas exibem varias estratégias para sobreviver as condigdes
adversas do meio ambiente, especialmente sob escassez severa de recurso
hidrico. Em ambientes secos, os vegetais sobrevivem resistindo, evitando ou
tolerando a dessecagdo (Levit, 1980). A maioria das plantas terrestres ¢
capaz de produzir estruturas tolerantes a desseca¢do como esporos, polens e
sementes.

Nas sementes ortodoxas, a tolerancia a dessecacdo (TD) ¢ adquirida
durante a maturagdo como parte normal do desenvolvimento e tem sido
entendida como a habilidade da semente germinar apos secagem, em que o
contetido de agua do protoplasma seja igual ou inferior a 0,1g por g de massa
seca (g.g'l) (Vertucci & Farrant, 1995; Walters et al., 2005; Berjak, 2006).

Muitos estudos que buscam identificar e elucidar os mecanismos que
proporcionam a TD tém-se utilizado da possibilidade de reinduzir a TD em
plantulas procedentes de sementes ortodoxas (Bruggink & Toorn, 1995;
Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005). Tendo em vista que as plantulas sdo
sensiveis a dessecacdo, sugere-se que, durante todo o curso da re-aquisi¢ao
da TD, sobretudo durante a incuba¢do em PEG, pode-se obter informagdes
sobre quais sdo os mecanismos responsaveis pela TD e como eles interagem
no controle desse processo (Sun, 1999).

Sabe-se que os mecanismos envolvidos na aquisi¢do € manutengo
da TD estdo sob um complexo controle genético, o qual ainda ndo € pouco
conhecido. Buitink et al. (2006) constataram que em Medicago truncatula
mais de 1300 genes foram diferentemente expressos durante a incubacao das
sementes germinadas, plantulas, em PEG, sendo muitos relacionados ao
metabolismo do carbono e ao ciclo celular. Para Berjak & Pammenter
(2008), o primeiro conjunto de mecanismos que proporcionam a aquisi¢ao
de TD esta relacionado a preservagdo da integridade do DNA e, o segundo, a

coordenada regulagdo dos eventos do ciclo celular durante a desidratacdo.
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Varias pesquisas tém mostrado que o estresse causado pelo déficit
hidrico ¢ diminui¢cdo do volume celular durante a dessecacdo induzem o
acumulo de acido abscisico (ABA), devido a sintese de novo (Taylor et al.,
2000; Jia et al., 2001). Este fitormonio ¢ um bloqueador da replicacdo do
DNA e, por isso, age paralisando o ciclo celular, com consequente acimulo
de células na fase Gy, as quais sdo mais resistentes a estresses e, portanto, se
mantém viaveis por mais tempo que as células em fase S ou M/G,. (Deltour,
1985; Bino et al., 1993; Dewitte & Murray, 2003; Silva et al., 2008)

A Dbiossintese de ABA durante a desidratacdo tem sido
correlacionada também com o relaxamento da membrana celular. A maior
flexibilidade da membrana durante a desseca¢ao aumenta a possibilidade da
reducdo do volume citoplasmatico sem danos ultra-estruturais (Creelman &
Mullet, 1991).

A manuten¢do da integridade das membranas e paredes celulares
durante a dessecagdo ¢ essencial para garantir a subsequente e ordenada
reestruturagdo celular durante a embebicdo e retomada do crescimento e
desenvolvimento vegetal (Vertucci & Farrant, 1995; Sun, 2002; Corbineau et
al., 2004).

Diante disso, os objetivos deste estudo foram avaliar a capacidade de
reindu¢do da tolerancia a dessecacdo em plantulas de 7. impetiginosa
correlacionando-a com o teor de agua e a progressdo do ciclo celular na
regido meristematica, avaliar a importdncia do ABA no processo de
reindugdo da dessecagdo através da adi¢do exdgena de ABA e fluridona,
bem como analisar as alteragdes ultraestruturais durante o processo de

reinducao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacdo da influéncia de ABA e de fluridona no restabelecimento
da tolerancia a dessecacdo nas radiculas de T. impetiginosa

Para estudar a influéncia do ABA no controle da reinducdo da TD,
as sementes coletadas em Lavras-MG foram germinadas e as plantulas com
radiculas de 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mm de comprimento foram incubadas nos
seguintes tratamentos: solu¢do de PEG 6000 a 1,7 MPa, PEG + ABA (0,1
mM), PEG + fluridona (0,1 mM) e PEG + ABA + fluridona, ambos a 0,1
mM, a 5°C por 72 horas. Apos a incubagdo, as plantulas foram lavadas em
agua corrente por 20 segundos e o excesso de agua superficial foi retirado
com toalha de papel. Em seguida, as plantulas foram dispostas em placas de
Petri abertas, colocadas sobre silica gel em caixas plasticas, com controle de
umidade relativa de 20%, em sala com temperatura constante de 20 °C, por
aproximadamente 48h até atingirem 0,07 gH,O/gMS, aproximadamente
6,5% umidade. Apoés a secagem, as sementes germinadas foram submetidas
a pré-germinacdo em ambiente com umidade saturada (100%) por 24 horas ¢
submetidas a germinagdo em placas de Petri de 8,5 cm com dupla camada de
papel germitest, umedecidas com 4 mL de agua destilada, e incubadas a 30
°C sob luz constante. Nesse experimento, foram usadas 4 repeticdes com 20
plantulas cada.

A reindugdo da TD foi avaliada a partir da retomada do crescimento
da raiz primaria verificada apos 7 dias do inicio da germinagao.

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o

programa SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999).
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4.2 Andlise de eventos do ciclo celular no apice das radiculas de T.
impetiginosa através de citometria de fluxo durante o processo de
reinducéo da tolerancia a dessecacao

Para determinagdo da quantidade de DNA e anélise de ciclo celular
nos meristemas, uma sec¢ao a 1 mm do apice da radicula foi macerada com
auxilio de uma lamina cortante em uma placa de Petri, contendo 1 mL do
tampao LBO1 gelado, para liberagdo dos nticleos em suspensao (Dolezel et
al., 1989). A solugdo tampao foi aspirada através de duas camadas de gaze
com auxilio de uma pipeta plastica e posteriormente filtrada em uma malha
de 50 pm, sendo coletada em tubo de poliestireno. Os nticleos foram corados
com a adi¢do de 25 uL de solugio de iodeto de propideo a 1 mg.mL™ a
suspensdo. A cada amostra foram adicionados 5 pL. de RNAse.

As amostras foram armazenadas no escuro e analisadas até 1 hora
apos o preparo. Para cada amostra, pelo menos 10 mil nucleos foram
analisados usando uma escala logaritimica para os histogramas obtidos. A
analise foi realizada com o citdmetro FacsCalibur (Becton Dickinson) e os
histogramas obtidos pelo sofware Cell Quest.

A analise estatistica foi realizada por meio do software WinMDI 2.8
(http://facs.scripps.edu/software.html). O ciclo celular foi avaliado por meio
das freqiiéncias de ntcleos nas fases do ciclo celular G1, S e G2/M dos

histogramas obtidos por citometria de fluxo.

4.3 Andlise de eventos da mitose nas celulas meristematicas do cilindro
central das radiculas durante o processo de reinducéo da toleréncia a
dessecacéo

Para determinacdo do indice mitético, foi empregada a metodologia
descrita por Oliveira et al. (1996). Foram coletados de cada plantula 1,5; 2,0;
2,5 e 3,0 mm de raiz primaria e realizados cortes a 1 mm a partir da
extremidade distal. As amostras foram imersas em fixador de Farmer
(Jensen, 1962), por 2 horas a 25 °C e, em seguida, transferidas para uma

solucdo de éalcool 70% e armazenados a 8 °C. As amostras foram
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hidrolisadas em HCI 5 N durante dez minutos a 30 °C ¢ lavadas em agua
destilada a 5 °C. As pontas das radiculas foram dissecadas para o isolamento
de 0,5 mm de cilindro central, a partir da extremidade distal e, em seguida,
foram corados com orceina acética a 5%. As amostras foram observadas em
microscopio Otico comum, com aumento de 1000X, contando-se o nimero
de células em cada fase da mitose (profase, metafase, anafase e telofase).
Para cada tratamento, foram preparadas 10 laminas, avaliando-se 10
campos/lamina, perfazendo-se um total de 8000 células avaliadas. O indice
mitético foi obtido dividindo-se o nimero de células visualizadas em mitose

pelo numero total de células (intérfase + mitose) multiplicando-se por 100.

4.4 Analises ultraestruturais no apice radicular durante a reinducdo da
toleréncia a dessecagéo

A avaliacdo ultraestrutural das células meristematicas foi realizada
através de microscopio eletronico de varredura (LEO, modelo EVO 40).
Para tanto, realizou-se criofratura das secgOes transversais de fragmentos
retirados a 0,5 mm do apice radicular. Os fragmentos foram fixados em
solucdo Karnovsky, lavados em tampao cacodilato, pos-fixados em tetroxido
de 6smio a 1%, desidratados em gradiente progressivo de acetona ¢ pelo
ponto critico e metalizados em evaporador de ouro.

Para a avaliagdo em microscopio eletrénico de transmissdo, logo
apos a desidratacdo em gradiente progressivo de acetona, o material foi
emblocado em resina Spurr a 70 °C para a polimeriza¢do. Os blocos foram
fracionados em se¢des semifinas (1um) e ultrafinas (<100 nm), utilizando-se
um ultramicrétomo Reichrt-Jung. Os cortes semifinos foram corados com
azul de toluidina e avaliados ao microscopio Optico. Os cortes ultrafinos
foram secos em raques de aluminio cobertos com formvar (Rowley &
Moran, 1975) e pos-contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato
de chumbo e, em seguida, examinadas em microscopio eletrdnico de

transmissdo Zeiss, modelo EM 109, e obtidas as imagens.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds serem dessecadas a 0,07 gH,O/gMS, as plantulas de T.
impetiginosa, com até 2,5 mm, puderam ser reinduzidas a TD. As
porcentagens de sobrevivéncia das radiculas com 1,5; 2,0 ¢ 2,5 mm foram
43.3; 25 e 3,3%, respectivamente (Figura 1). Estes resultados evidenciam
que a capacidade de reindug¢do da TD decresceu acentuadamente durante o
crescimento radicular.

Com o crescimento radicular foi também possivel verificar que o
contetido de 4gua nas células meristematicas aumentou significativamente
(Figura 1), concomitantemente a um acentuado acréscimo da porcentagem
de nucleos em processo de transi¢ao da fase G1 para S (Figura 2).

Segundo Faria et al. (2005), em Medicago truncatula, a razao para o
decréscimo da capacidade de reindugdo da TD com o aumento radicular
deve-se a reativagdo do ciclo celular. Gendreau et al. (2008) concluiram que
a reativagdo do ciclo celular em embrides de cevada esta relacionada com a
expressao do gene CDKDI, associado a propor¢do de nucleos em fase de
mudanca de G, para S, e esse ¢ fortemente regulado pela taxa de hidratacao
da semente.

Assim, o decréscimo da capacidade de reindugdo da TD verificado
com aumento do comprimento radicular em plantulas de 7. impetiginosa
pode ser correlacionado também com o aumento da taxa de hidratagdo ¢ a
conseqiiente reativacao do ciclo celular, que ocorre devido ao crescimento e
desenvolvimento radicular.

Quando as plantulas foram expostas ao estresse osmotico, foi
observado um consideravel aumento da capacidade de reinducdo da TD das
radiculas, sendo o comprimento radicular limite para a reinducdo da TD
ampliado de 2,5 mm para 3,0 mm. As porcentagens de sobrevivéncia das
radiculas de 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mm apds o estresse osmotico aumentaram

para 79.,4; 81,6; 59,3; e 40%, respectivamente (Figura 1).
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FIGURA 1 Sobrevivéncia da raiz primaria de 7. impetiginosa apos secagem
direta em silica gel e apos secagem precedida de incubacdo em
PEG; PEG+ABA; PEG+Fluridona; PEG+ABA+Fluridona. A
curva mostra o conteudo de agua na regido meristematica da
raiz primaria. As letras maiusculas comparam as médias dos
tratamentos em cada comprimento radicular. As letras
mindsculas comparam cada tratamento nos diferentes
comprimentos radiculares. As mesmas letras ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Vieira (2008) também verificou que as radiculas de plantulas de 7.
impetiginosa, quando incubadas em PEG, a 5 °C, tiveram maior capacidade
de sobreviver apos a secagem e atribuiu este fato a ativacdo de genes e
mecanismos responsaveis pela TD, proporcionados pelo estresse osmotico.

Em Medicago truncatula, Buitink et al. (2006) constataram que a
incubag¢do em PEG (-1,7 MPa) a 10 °C por 72 h proporcionou a expressao
diferencial em 1300 genes. Dentre os genes que tiveram sua expressao
aumentada, estdo os codificadores de LEAs proteinas e os responsaveis pela

mobilizagdo de amido, lipideos e oligossacarideos. Esta observagio
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coincidiu com a constatagdo do acimulo de sacarose, agente importante no
ajuste osmotico e formagdo do estado vitreo durante a dessecagdo (Berjak,
2006; Berjak et al., 2007). Dentre os genes que tiveram decréscimos na
expressdo estdo os responsaveis pela progressdo do ciclo celular. Faria et al.
(2005) constataram que o estresse osmotico provocou em Medicago

truncatula um retardo na progressao do ciclo celular, acumulando células em
Gl.
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FIGURA 2 Efeito da incubagdo de plantulas de 7. impetiginosa em
diferentes condigbes de estresse sobre a porcentagem de
nucleos 4C da regido apical das radiculas. As letras comparam
os tratamentos em cada comprimento radicular. As médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Scoot-Knott a 5% de probabilidade.
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A partir da Figura 2, verifica-se que o protocolo para a reindugdo da
TD proporciona efeitos aditivos da temperatura e estresse osmotico sobre as

respostas fisiologicas. Na medida em que ocorre o crescimento radicular, o
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efeito da temperatura baixa sobre a interrupgdo do ciclo celular torna-se mais
expressivo e o estresse osmotico acentua esta interrupgdo na fase G1.

O acumulo de células em Gl pode ser entendido como um
mecanismo de aquisicdo de TD, pois, segundo Deltour (1985) e Sliwinska
(2003), ha evidéncias de que as células na fase S e na fase G2 sdo mais
sensiveis aos fatores estressantes e podem apresentar alteragdes na
morfologia dos cromossomos e no padrao de divisao celular.

Assim, pode-se inferir que em 7. impetiginosa a interrup¢ao do ciclo
celular proporcionada pelo estresse osmotico e térmico ¢ um mecanismo
necessario a aquisicdo de TD e pode estar fortemente relacionado com a
alteracdo da expressao de genes responsivos pela regulacdo desse processo.

A adicao exdgena de ABA e de fluridona durante a incubagdo em
PEG nao alterou a capacidade de reindug¢do da TD nos comprimentos de 1,5;
2,0 e 2,5 mm. No entanto, nas plantulas com radiculas de 3,0mm, a adigdo
exogena de ABA e de fluridona alterou a capacidade de reinducéo da TD e
do contetdo de células em divisdo (Figura 1 e 2).

Nas plantulas com radiculas de 3,0 mm, a porcentagem de
sobrevivéncia quando incubadas em PEG ¢ em PEG+ABA foram 48,08% ¢
38,13%, respectivamente, ou seja, pode-se considerar que houve prejuizos
quanto a capacidade de reinducdo da TD.

Vieira (2008) constatou que a incubagdo de plantulas de T.
impetiginosa, com radiculas de 3,0 mm, somente em PEG néo proporcionou
a reaquisicdo da TD, entretanto, a incubacdo em PEG+ABA (0,1 mM) foi
benéfica a sobrevivéncia das radiculas, proporcionando a sobrevivéncia de
aproximadamente 40% das mesmas, semelhante aos resultados descritos
nesse experimento.

A adicdo do inibidor de sintese de ABA, fluridona, proporcionou
uma reducao drastica da porcentagem de reinducdo da TD nas plantulas de
3,0 mm, indicando que, além de ABA ser sintetizado durante a incubag¢ao em

PEG, ele ¢ importante para a aquisi¢do da TD.
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A participacdo de ABA no processo de reinducdo da TD esta
relacionada com a promogdo da interrup¢do do ciclo celular, pois, na
presenca de fluridona, o contetido de células com DNA duplicado foi maior
que aquele das plantulas incubadas somente em PEG (Figura 2). Portanto,
em 7. impetiginosa, o ABA ¢ sintetizado como resultado do estresse
osmotico e induz a interrupgao do ciclo celular em G1, e a maior proporcao
de células nesta fase confere maior TD, como ja verificado por Deltour
(1985) e Bino et al. (1993).

A observagdo de que ha reindugdo mesmo com a inibi¢ao da sintese
de novo de ABA, durante o estresse osmotico e inicio da dessecacao, permite
deduzir que este fitormonio pode ndo ser imprescindivel a reaquisi¢do de TD
nessa espécie. Em Arabidopsis, a partir de estudos com mutantes insensiveis
e incapazes de sintetizar ABA, foi possivel constatar a existéncia de duas
rotas de regulacdo do programa de aquisicao da TD, uma dependente e outra
independente de ABA (Ooms et al., 1994). Provavelmente, essas duas rotas
possam atuar em 7. impetiginosa.

Outra possibilidade para explicagdo da capacidade em reinduzir a
TD mesmo na auséncia da biossintese de ABA em T.impetiginosa é que,
durante a germinagdo, ocorre a sintese de ABA como mecanismo de
prevencao a estresses, € essa sintese ¢ suficiente para proporcionar a TD na
plantula.

A adicdo de PEG + ABA + fluridona proporcionou as plantulas com
radiculas de 3,0 mm a capacidade de reindugdo da TD semelhante as
incubadas somente em PEG (Figura 1), ou seja, o efeito danoso da inibi¢ao
da biossintese de ABA na reinducdo da TD foi revertido pela adigdo exdgena
de ABA. Esse tratamento também promoveu a inibi¢do da progressdo do
ciclo celular (Figura 2). Estes resultados também assinalam que o ABA,
sintetizado durante o estresse osmotico, tem um importante papel para a
reaquisicdo da TD, sobretudo por inibir o ciclo celular, retendo as células em

Gl.
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A partir das analises citogenéticas em células do cilindro central
presente na regido meristematica das radiculas de 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mm,
incubadas e ndo incubadas em PEG, foi possivel detectar que até nas
radiculas de 2,5 mm o indice mitotico (IM) se manteve estavel, porém, nas
radiculas de 3,0 mm houve um aumento consideravel das células em mitose
(Figura 3).

A aceleragdo da multiplicacdo celular na regido meristematica
mostra que a retomada do crescimento ocorre nas plantulas de T.
impetiginosa quando as radiculas estdo com 3,0 mm. A retomada do
progresso do ciclo celular tem sido caracterizada como um marco para a
impossibilidade de reindugdo da TD (Faria et al., 2005). Por isso, mesmo
apos a incubacdo em PEG, o comprimento de 3,0 mm ¢é o limite para a
reinducdo da TD nas plantulas de 7. impetiginosa.

No cilindro central foi observado que o maior indice mitdtico
ocorreu nas plantulas com radiculas de 3,0 mm que foram incubadas sob
estresse osmotico. Este resultado destoou das analises citométricas,
provavelmente porque, para a avaliagdo em citometria de fluxo, levou-se em
conta todos os tecidos do apice radicular. Portanto, pode-se inferir que o
padrdo de resposta ao estresse osmotico ¢ variado nos diferentes tecidos que
compdem a raiz.

Nas radiculas de todos os comprimentos avaliados, a maioria das
células meristematicas se encontrava em interfase, e, dentre aquelas em
mitose, a maioria se encontravam em profase, especialmente as radiculas de
3,0 mm. Isto evidencia a recente retomada do crescimento. Nas plantulas
com radiculas de 3,0mm incubadas em PEG, o conteido de células em
préfase foi maior ainda, caracterizando que esse estresse osmoético pode ter
proporcionado uma inibi¢ao da progressao mitdtica nesta fase.

Em muitas células radiculares com 3,0 mm, cujas plantulas foram
incubadas em PEG, foi observado que durante a metafase ndo ocorreu uma

disposi¢ao equatorial de todos os cromossomos (Figura 4A, B e C).
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FIGURA 3 Porcentagem de nucleos meristematicos da regido apical de raiz
de T. impetiginosa nas diferentes fases da mitose, antes e apos a
inbubagdo em PEG (6000) a -1,7 MPa, por 72 h a 5 °C. As
letras maitisculas comparam os tratamentos nos diferentes
comprimentos radiculares. As letras mintsculas comparam os
tratamentos em cada comprimento radicular. As médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Scoot-Knott a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4 Fotomicrografia de anomalias cromossdmicas durante a metafase
em células meristematicas do apice radicular de plantulas de T.
impetiginosa com 3,0 mm. Legenda: a- nucleo em interfase; b-
profase; c- metadfase normal; d- anafase; e- metafase anomala,
com cromossomos dispersos na célula. Barras= 40 pm.

De acordo com Faria et al. (2005), em Medicago truncatula a causa
da maior capacidade das plantulas incubadas em PEG em tolerar a
dessecacdo deve-se a melhor reorganizagdo dos microtibulos durante a
embebicdo subseqiiente a dessecagao.

Isto sugere que, embora a causa do aumento da proporcao de
plantulas incubadas em PEG tolerantes a dessecagdo e o alargamento da
faixa de tolerancia a dessecagdo de 2,5 mm para 3,0 mm possa estar
relacionada a ativagdo de mecanismos que promovem uma maior
preservacao da integridade dos microtubulos durante a desidratacdo, a menor
capacidade em reinduzir a TD, nas plantulas com 3,0 mm, pode estar
relacionada a degradacdo dos microtiibulos que possivelmente seja a causa
das anomalias observadas durante a fase de metafase, sob leve estresse
osmotico.

A analise ultraestrutural do apice radicular realizada nas plantulas

com radiculas de 3,0 mm de comprimento revelou que a estrutura celular é
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mais preservada quando ocorre a incubagdo em PEG previamente a
dessecacdo (Figura 5,6 ¢ 7).

Os cortes transversais, em secgdes semifinas (I pm), mostram a
disposicao celular no meristema radicular antes da germinagéo (Figura 5A),
as células completamente targidas apds a germinagdo (Figura 5B) e a
desorganizacao arquitetdnica celular em funcdo da dessecacdo rapida, com
acentuada retragdo do volume celular, aparecimento de espacos aéreos
intracelulares, maior separagdo das células presentes na parte periférica e o
colapso das células ao centro da radicula (Figura 5C).

No apice radicular das plantulas previamente incubadas em PEG,
ndo foi verificado o colapso celular, apos a secagem. O formato e a ades@o
das células foram mantidos, tanto na regido central quanto na periférica do
meristema, no entanto, foi detectada a presenca de varios micro vacuolos
(Figura 5E). Estes resultados mostram que a incubagdo em PEG
proporcionou uma estabilidade estrutural nas células para suportar o estresse
mecanico durante a dessecacao.

Segundo Walters et al. (2002), o estresse mecanico ¢ definido como
a tensdo que se desenvolve entre a parede ¢ a membrana celular devido a
perda da pressdo de turgor, podendo ocasionar plasmolise. Os danos
resultantes do estresse mecanico sdo dependentes da elasticidade da parede

celular e do grau de rompimento da membrana celular.

77



s

FIGURA 5 Fotomicrografias do dapice radicular de plantulas de T.
impetiginosa de 3,0 mm. A- antes da germinacdo; B- apds a
germinagdo C-apos secagem direta em silica até 0,07 gH,O.g’
"MS; D-apos incubacdo em PEG; E- apds secagem até 0,07
gH,0.¢'MS, precedida de incubagio em PEG. Legenda: a-
célula integra; b- retracdo celular; c- micro vacuolo; d-
colapso celular; e- parede celular espessa. Barras= 40 pm.

As eletromicrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura, em superficie criofraturada da regido central do meristema de
radiculas de 3,0 mm, permitiram verificar a adequada disposi¢ao das células

antes da germinagdo e a superificie das paredes celulares (Figura 6A), o
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contetido citoplasmatico e em evidéncia os granulos de amido, logo apds a
germinagdo (Figura 6B). Na figura 6C, hd evidéncia do completo colapso
celular apos a secagem direta em silica gel, sem prévia incubagdo em PEG.

Na figura 6D, observa-se que a incubagdo em PEG promove
diminuta retragdo do volume celular ¢ aumenta a sinuosidade da parede
celular. No entanto, na figura 6E, verifica-se que o conteudo citoplasmatico
desconecta quase completamente da parede celular, surgindo entdo amplo
espago entre a parede e o citosol.

De acordo com Vicre et al. (1999), a maior capacidade da parede
celular em dobrar-se reduz a tensdo sobre as estruturas envolvidas pela
mesma e favorece a maior tolerancia a dessecacdo. Porém, ha células que
mantém o volume original durante a dessecagdo, tornando-se enredadas com
vacuolos cheios de substancias insoluveis (Farrant, 2000). Nas radiculas de
T. impetiginosa, as células que sobreviveram a dessecacdo mantém o volume
celular e ocorre uma consideravel retragdo do conteudo citoplasmatico
(Figura SE).

Durante a incubagdo em PEG foi verificada que possivelmente
ocorre a biossintese de ABA e este fitorménio estd relacionado com a
ativagdo de varios mecanismos protetores contra a dessecagdo, dentre eles, o
relaxamento membrana celular, que aumenta a possibilidade da redugdo do
volume citoplasmatico sem a ocorréncia de danos ultra-estruturais
(Creelman & Mullet, 1991). Sreedhar et al. (2002) constatou que os
embrides somaticos de Medicago sativa somente se mostraram tolerantes a
dessecagdo e mantiveram a membrana celular integra quando tratados com
ABA.

Diante disso, pode-se inferir que a biossintese de ABA durante a
incubagdo em PEG ¢ importante para o adequado ajuste estrutural da
membrana celular, pois auxilia a preservagdo da integridade da parede bem
como a manutencdo da viabilidade celular ap6s severa retragdo do volume

citoplasmatico.
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FIGURA 6 Eletromicrografias de varredura (MEV), do apice radicular
de plantulas de 7. impetiginosa de 3,0 mm. A- antes da
germinagdo; B- apds a germinacdo C-apods secagem direta
em silica até 0,07 gH,0.g'MS; D-apés incubagdo em PEG;
E- apos secagem até 0,07 gH,O.g'MS, precedida de
incubagdo em PEG. Legenda: a- parede celular; b- contetido
citoplasmatico com graos de amido; c- micro vacutolos; d-
colapso celular. Barras=10 pm.

As eletromicrografias obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo em cortes de sec¢des ultrafinas (<100 nm), da regido central do
meristema de radiculas de 3,0 mm permitiu observar que a semente ¢
dispersa com as células radiculares apresentando as paredes celulares

justapostas e com poucas sinuosidades (Figura 7A). Apds a germinagdo, a
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parede celular apresenta diversas sinuosidades, reentrancias e saliéncias,
indicando maior fluidez e¢ contato entre as células (Figura 7B). Na
dessecacdo foi observado que a parede celular torna-se descontinua e surge
varios espagos aéreos intracelulares, denotando o inicio de colapso celular
(Figura 7C).

Nas plantulas incubadas previamente em PEG foi observado um
evidente espessamento da parede celular (Figura 7D). E, apds a secagem, as
paredes celulares apresentavam-se mais grossas e com sinuosidades,
verificando-se também uma menor quantidade de microvacuolos.

Diversas pesquisas t€ém demonstrado a ocorréncia da biossintese e
acimulo de muitas substincias que conferem protegdo durante a
desidratacdo (Bartels & Salamini, 2001; Hoekstra et al., 2001; Ingram &
Bartels, 1996). Avelange-macherel et al. (2006) verificou que o conteudo de
sacarose aumentou mais de 5 vezes apods as radiculas de 4 mm terem sido
incubadas em PEG. Portanto, pode-se inferir que, durante a incubagdo em
PEG, ha acimulo de substancias, sobretudo na parede celular alterando sua
espessura, mas permitindo maior flexibilidade e resisténcia ao estresse

mecanico da desidratagao.
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FIGURA 7 Eletromicrografias de transmissao (MET), do apice radicular
de plantulas de 7. impetiginosa de 3,0 mm. A- antes da
germinagdo; B- apds a germinagdo C- apds secagem direta
em silica até 0,07 gH20.g'1MS; D- apo6s incubagdo em PEG;
E- apos secagem até 0,07 gH,O.g'MS, precedida de
incubagdo em PEG. Legenda: a- parede celular; b- micro
vacuolos; c- descontinuidade da parede celular; d- granulos
de amido. Barras=2 pum.
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6 CONCLUSOES

Em plantulas de 7. impetiginosa, o decréscimo da capacidade em
reinduzir a TD em radicula de maior comprimento esta correlacionado com o
aumento acentuado do conteido de agua na regido meristematica e a
conseqiiente maior taxa de secagem durante a dessecagdo e pela reativacao
do ciclo celular, com acréscimo de nucleos 4C. O efeito benéfico do PEG
esta correlacionado com estimulo a sintese de novo de ABA e a interrupcao
do ciclo celular na fase Gl. A incubadagdo em PEG proporcionou a

manutenc¢do da integridade da parede celular e do nucleo.
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