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RESUMO

SILVA, Mirian de Sousa, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2009.
Biometria de frutos e sementes de Melanoxylon brauna, da caracterizagio
parcial de genes e expressdao do ciclo celular do eixo embrionario.
Orientador: Eduardo Euclydes de Lima e Borges. Coorientadores: Jose Marcio
Rocha Faria e Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Os objetivos deste trabalho foram: i) estudar as caracteristicas biométricas e
fisicas dos frutos e sementes de Melanoxylon brauna e estabelecer estimativas de
correlacdo entre as variaveis; ii) quantificar pelo teste de germinacao a tolerancia das
sementes de Melanoxylon brauna a secagem rapida em estufa submetidas aos
diferentes tempos e temperaturas; iii) avaliar a ploidia de DNA por citometria de
fluxo das sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou ndo a secagem rapida em
estufa & temperatura de 50 °C por 24 h ao longo da embebicdo; iv) caracterizar
parcialmente alguns genes supostamente envolvidos com o desenvolvimento,
maturacao, protecdo, estresse osmotico e tolerancia a dessecacdo, a partir do cONA
extraido do eixo embrionario de sementes de Melanoxylon brauna. Como principais
resultados relacionados com as caracteristicas biométricas dos frutos e sementes de
Melanoxylon brauna, foram verificados que as caracteristicas biométricas das
sementes variaram menos do que a dos frutos e que a correlacdo entre as
caracteristicas biométricas das sementes e dos frutos foi relativamente baixa. Além

de apontarem para um uma produgdo muito baixa de sementes por fruto. Na
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avaliacdo da tolerancia das sementes expostas ao tratamento de secagem em
diferentes tempos e temperaturas, elas apresentaram reducdo gradativa na
porcentagem de germinagdo com o aumento da temperatura e tempo de secagem. A
ploidia de DNA avaliada por citometria de fluxo dos eixos embrionarios das
sementes de Melanoxylon brauna, as quais ndo foram submetidas a secagem
artificial, indicaram a existéncia de nucleos 2C, 4C e 8C. Entretanto, a maioria dos
nucleos avaliados apresentou o percentual de ndcleos com ploidia de DNA 2C
(95%), indicando que a maioria das células se encontrava na fase G1 do ciclo celular.
Jé& as sementes que foram submetidas a secagem rapida em estufa também exibiram a
presenca de nucleos 2C, 4C e 8C e ndo mostraram diferencas significativas (p>0,05)
no percentual de nacleos com ploidia de DNA 2C, 4C e 8C em relacdo as sementes
qgue ndo foram submetidas a secagem em estufa. Foram obtidas as sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos clonados referentes aos genes CAT1, SPS1, ABI5,
Transk e PM25. As sequéncias de nucleotideos obtidas para os respectivos genes
servirdo para a confeccdo de primers especificos para posteriores estudos de analise
de expressdo génica durante a germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna
submetidas a secagem, visando entender as possiveis causas da perda da qualidade

fisioldgica dessas sementes.



ABSTRACT

SILVA, Mirian de Sousa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009.
Biometry of fruits and seeds of Melanoxylon brauna, the partial
characterization of genes and expression of the cell cycle of the embryonic
axis. Adviser: Eduardo Euclydes de Lima e Borges. Co-Advisers: José Marcio
Rocha Faria and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

The objectives of this study were: i) study the physical and biometric
characteristics of fruits and seeds of Melanoxylon brauna and establish correlation
estimates between the variables, ii) quantify through the germination test the seed
tolerance of Melanoxylon brauna to the quick drying oven, subject to different times
and temperatures, iii) to evaluate the DNA ploidy by the Melanoxylon brauna
cytometry seed flow with and without rapid drying in an oven at 50 ° C for 24 h
during soaking iv) partially characterize some genes supposedly involved with the
development, maturation, protection, osmotic stress and desiccation tolerance, from
the cDNA extracted from the embryonic axis of Melanoxylon brauna seeds. The
most important results related to the biometric characteristics of Melanoxylon brauna
fruits and seeds observed were that the biometric characteristics of the seeds varied
less than the fruits and that the correlation between the biometric characteristics of
seeds and fruits was relatively low, besides indicating a very low production of seeds
per fruit. In assessing the tolerance of seeds exposed to the drying treatment at

different times and temperatures, they showed a gradual reduction in the germination



percentage with an increase in temperature and drying time. The DNA ploidy
assessed by flow cytometry of the embryonic axes of Melanoxylon brauna seeds,
which were not subjected to artificial drying, indicated the existence of 2C, 4C and
8C nuclei. However, most of the cores tested showed the percentage of nuclei with
2C DNA ploidy (95%), indicating that most cells were in the G1 phase of the cell
cycle. The seeds that were dried rapidly in a greenhouse also exhibited the presence
of 2C, 4C and 8C nuclei and showed no significant differences (p> 0.05) in the
percentage of nuclei with DNA ploidy of 2C, 4C and 8C in relation to seeds that
were dried in an oven. The nucleotide sequences were obtained from the cloned
fragments related to genes CAT1, SPS1, ABI5, Transk and PM25. The nucleotide
sequences obtained for the respective genes will be used for the preparation of
specific primers for further studies to analyze gene expression during Melanoxylon
brauna seed germination subjected to drying in order to understand the possible

causes of the loss of the physiological quality of these seeds.
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INTRODUCAO GERAL

O bioma da Mata Atléantica é caracterizado pela alta diversidade de espécies e
por alto grau de endemismo. No entanto, a intervencdo humana, ao longo dos anos,
causou a destruicdo da maior parte desse bioma, restando apenas cerca de 7% a 8%
da sua éarea original (LAGOS; MULLER, 2007). Neste contexto, politicas publicas
de @mbito nacional e internacional estdo sendo direcionadas para a preservacao dos
recursos naturais (NETO; SILVA, 2007), especialmente das espécies arboreas que
vém sendo ameagadas de extingao.

Na busca de conhecimentos que podem fornecer informagfes sobre as
especies vegetais e auxiliar em sua classificagdo, em sua identificacdo, na producao
de sementes e mudas, nos estudos de sucessdo ecoldgica e na regeneracdo dos
ecossistemas florestais, destaca-se a caracterizacdo biométrica e fisica dos frutos e
sementes.

A conservacdo ex situ, ou seja, fora da area de ocorréncia natural das
espéecies, como nos bancos de sementes, constitui uma alternativa vidvel para a
conservacdo dos recursos geneticos das espécies (BROW; HARDNER, 2000).
Entretanto, a deficiéncia de conhecimento a respeito das condicdes ideais de secagem
e da capacidade de armazenamento para as especies florestais nativas tem sido um
entrave para o sucesso dos programas de bancos de germoplasma no longo prazo,
uma vez que nem todas as sementes apresentam o mesmo comportamento quanto a
secagem e ao armazenamento (DAVIDE et al., 2003; JETTON et al., 2008; HONG

et al., 1996). Para a efetiva conservacdo das sementes, € necessaria a compreensao



dos aspectos fisioldgicos, morfologicos, citoldgicos e moleculares durante a secagem
e 0 armazenamento, ja que nem todas as sementes sdo tolerantes a dessecacao,
exigindo condigdes especiais de armazenamento (HONG et al., 1996).

Melanoxylon brauna, popularmente conhecida como brauna, pertencente a
familia Leguminosae-Caesalpinioideae, ocorre na floresta pluvial atlantica e foi
contemplada para este estudo por ser considerada uma das espécies arbdreas
brasileiras com grande potencial econdmico madeireiro (LORENZI, 1992) e por se
encontrar, atualmente, na Lista Oficial de Flora Ameacada de Extingdo do IBAMA
na categoria vulneravel (IBAMA, 2009), sendo que a disponibilidade de &rvores
matrizes na regido para a coleta de sementes e a facilidade no manuseio e
armazenamento dessas sementes também contribuiram para a escolha.

No intuito de contribuir para o conhecimento a respeito da espécie
Melanoxylon brauna, no primeiro capitulo, estudaram-se as caracteristicas
biométricas e fisicas dos frutos e sementes e no segundo, a expressao do ciclo celular
do eixo embrionario de sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou ndo a
secagem rapida em estufa ao longo da embebicdo e caracterizaram parcialmente
alguns genes, supostamente envolvidos com o desenvolvimento, maturagéo,
protecdo, estresse osmatico e tolerancia a dessecacéo.

Os resultados e discussfes aqui obtidos servirdo para subsidiar a criacdo de
estratégias mais eficientes para os programas de preservacao, principalmente das
espécies que vém sendo ameacadas de extingdo, uma vez que pouco se conhece
sobre os mecanismos de sobrevivéncia, perpetuacao, variabilidade e conservacéo in
situ e ex situ dessas espécies. Além disso, podem contribuir para futuros trabalhos
moleculares relacionados com a expressdo génica durante a germinagédo das sementes
de Melanoxylon brauna submetidas a secagem visando entender as possiveis causas

da perda da qualidade fisioldgica dessas sementes.
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CAPITULO 1

BIOMETRIA DOS FRUTOS E SEMENTES DE Melanoxylon brauna
SCHOTT. (LEGUMINOSAE-CAESALPINIOIDEAE)

Mirian de Sousa Silva® Eduardo Euclydes de Lima e Borges®, Helio Garcia Leite*

RESUMO

Melanoxylon brauna (Leguminosae-Caesalpinioideae) é uma espécie arborea
secundaria inicial, de ocorréncia natural na floresta pluvial da encosta atlantica e
conhecida pelo seu grande potencial madeireiro. Devido a sua exploracdo
indiscriminada, dificuldade de producdo de sementes, crescimento lento, encontra-se
na lista Oficial de Flora Ameacada de Extin¢do do IBAMA, na categoria vulneravel.
Os objetivos deste trabalho foram estudar as caracteristicas biométricas e fisicas dos
frutos e sementes de Melanoxylon brauna e estabelecer estimativas de correlagdo
entre as variaveis. Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva, de
ajuste de distribuicdes estatisticas, de analise de correlacdo e de analise de regressao.
A funcdo-densidade de probabilidade Weibull foi ajustada para as caracteristicas dos
frutos e das sementes. Os valores de coeficiente de variagdo indicaram que as
caracteristicas biométricas das sementes variaram menos do que a dos frutos. As

medidas tomadas dos frutos apresentaram, em média, 13,08 cm de comprimento,

! Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa, 36570-000 Vicosa, MG,
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4,10 cm de largura, 13,52 mm de espessura, 33,33 g de massa fresca e 17,00 g de
massa seca. Ja as sementes exibiram, em média, 9,86 mm de comprimento, 2,71 mm
de largura e 2,02 de espessura. O niUmero médio de estruturas membranosas por fruto
foi de 10,30, enquanto o numero médio de sementes consideradas normais por fruto,
2,50, sobressaindo grande quantidade de sementes malformadas. As estimativas de
correlacdo das caracteristicas biométricas e fisicas dos frutos com as caracteristicas
das sementes apresentaram como maiores Vvalores as correlacbes positivas
significativas do comprimento do fruto com as estruturas membranosas do fruto, da
massa da matéria fresca do fruto com estruturas membranosas por fruto e da massa
da matéria fresca com o numero de sementes normais. Os resultados apontaram para
uma producdo muito baixa de sementes por fruto, fator relevante, principalmente,

para a regeneracédo natural e para a produgdo de mudas em viveiro.

Palavras-chave: Bralina, caracteristicas biométricas e fisicas. Correlacdo. Sementes

florestais.



BIOMETRICS OF FRUITS AND SEEDS OF Melanoxylon brauna SCHOTT.
(LEGUMINOSAE-CAESALPINIOIDEAE)

Mirian de Sousa Silva" Eduardo Euclydes de Lima e Borges', Helio Garcia Leite*

ABSTRACT

Melanoxylon brauna (Leguminosae-Caesalpinioideae) is an early secondary
tree species, naturally occurring on the coast of the Atlantic rain forest and known for
its great potential as timber. Because of its indiscriminate exploitation, poor seed
production, and slow growth, it is found on the official list of Endangered Species of
IBAMA, in the vulnerable category. The objectives of this study were to study the
physical and biometric characteristics of the fruits and seeds of Melanoxylon brauna
and establish correlation estimates between variables. The data were analyzed using
descriptive statistics, distribution adjustment statistics, correlation analysis and
regression analysis. The Weibull- function probability density was adjusted to the
characteristics of the fruits and seeds. The coefficient of variation indicated that the
biometric characteristics of the seeds varied less than the fruits. Measurements taken
of the fruits were, on average, 13.08 cm long, 4.10 inches wide, 13.52 mm thick,
33.33 g of fresh weight and 17.00 g dry weight. The seeds exhibited an average of
9.86 mm length, 2.71 mm width and 2.02 mm thickness. The average number of

membranous structures per fruit was 10.30, while the average number of seeds per

! Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa, 36570-000 Vigosa, MG,
Brasil (mirianfloresta@gmail.com).



fruit considered normal was 2.50, keeping in mind the large amounts of malformed
seeds. Correlation estimates of the biometric characteristics and physical
characteristics of the fruits with the seeds showed greater values as the positive
correlations of the length of the fruits with the membranous structures of the fruits,
the fresh weight of fruits with the membranous structures in the fruits and mass of
the fresh fruit matter with the number of normal seeds. The results indicated a very
low production of seeds per fruit, which is a relevant factor, especially for natural

regeneration and the production of seedlings in nurseries.

Keywords: Braun, biometric and physical characteristics. Correlation. Forest seeds.



1. INTRODUCAO

A familia Leguminosae é uma das maiores e mais diversificadas dentre as
dicotileddneas. Possui mais de 18.000 espécies distribuidas em mais de 700 géneros
de grande importancia econdmica, além de ser um importante componente nas
comunidades vegetais tropicais (LEWIS, 2005). A familia é subdividida em trés
subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (BIONDO et al.,
2005), distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do territério brasileiro (JOLY,
2002). Inserida nesse contexto, a Melanoxylon brauna Schott (Leguminosae-
Caesalpinioideae), conhecida como brauna, baralna, bratna-preta, graina, ibitadva,
maria-preta, rabo-de-macaco, € uma das mais duras e incorruptiveis madeiras
brasileiras (LORENZI, 1992). De acordo com a Portaria IBAMA 37/92, encontra-se
atualmente na Lista Oficial de Flora Ameagada de Extin¢do, na categoria vulneravel
(IBAMA, 2009). Ocorre no bioma da Mata Atlantica, nos estados de Alagoas, Bahia,
Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Sua época de
frutificacdo compreende o periodo de setembro a outubro (LORENZI, 1992). E
classificada, por Santos et al. (2004), como uma espécie secundaria inicial.

Apesar de varias espécies arboreas tropicais e subtropicais serem conhecidas
por seu grande valor econémico, especialmente devido a sua madeira como, por
exemplo, jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra), braina (Melanoxylon brauna),
vinhatico (Plathymenia reticulata), pau-brasil (Caesalpinia echinata), sucupira-preta
(Bowdichia virgilioides) (NOVAES et al., 2009), pouco se conhece sobre os



mecanismos de sobrevivéncia, perpetuacdo, variabilidade e conservacao in situ e ex
situ dessas espécies, principalmente entre aquelas ameacadas de extincao.

A grande variabilidade existente nas espécies arbdreas tropicais, em relacéo
as caracteristicas morfoldgicas e fisicas dos frutos e sementes, vem sendo
comprovada por Amorim et al. (2008), Andrade et al. (2008), Gusméo et al. (2006),
Macedo et al. (2009), Ramos e Ferraz (2008), Silva et al. (2008) e Vieira e Gusmao
(2008). Esse tipo de estudo é importante para auxiliar na caracterizacdo de familias
e/ou espécies do mesmo género (CRUZ; CARVALHO, 2003b), na identificagdo e
certificacdo do material empregado na andlise de sementes (AMARO et al., 2006),
para dar suporte a producdo de sementes e mudas e para contribuir nos estudos de
sucessdo ecologica e regeneracdo dos ecossistemas florestais. Entretanto, ainda séo
poucos o0s estudos dessa natureza, diante da grande diversidade de espécies arboreas.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a caracterizagao dos frutos e
sementes de Melanoxylon brauna, visando determinar o tamanho, a massa de matéria
fresca e seca, 0 numero de estruturas membranosas por fruto, 0 nimero de estruturas
membranosas vazias por fruto e o nimero de sementes normais, danificadas por
insetos e malformadas por fruto. Além disso, procurou-se estabelecer estimativas de

correlacéo entre essas variaveis.



2. MATERIAL E METODOS

Local de coleta. Os frutos de Melanoxylon brauna foram coletados em
setembro de 2008, no municipio de Leopoldina (MG, Brasil), em uma area de
pastagem. O tipo climético da regido &, segundo a classificacdo de Képpen (1948), o
tropical dmido (Aw), com inverno seco e verdo chuvoso e temperatura média anual
de 21 °C.

Coleta e beneficiamento. Frutos maduros em estadio de dispersdo foram
colhidos diretamente de quatro arvores matrizes com o auxilio de poddo. Os frutos
foram transportados para o galpdo de beneficiamento do Laboratério de Analise de
Sementes Florestais (LASF) e foram pesados antes de serem expostos a temperatura
ambiente para sua completa deiscéncia.

Caracterizagdo dos frutos e sementes. Os frutos foram amostrados
aleatoriamente, descartando-se aqueles visualmente danificados e com deformacéo.
Os frutos foram individualmente identificados e, em 104 deles, foram feitas
medi¢cdes de comprimento, largura e espessura. O comprimento do fruto (CF) foi
medido com o auxilio de régua graduada. Para a medicéo da largura (LF) e espessura
(EF), feitas com o auxilio de um paquimetro digital, foram tomados trés pontos,
sendo dois nas extremidades e um na parte mediana. A massa de matéria fresca
(MMF) foi determinada utilizando-se de balanca com precisdo de quatro casas
decimais. Apo6s as medigdes, os frutos foram deixados a temperatura ambiente para
secagem. Posteriormente, foi determinada a massa de matéria seca (MMS) e feita a
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contagem do numero de estruturas membranosas por fruto (EM/F) e de estruturas
membranosas vazias por fruto (EMV/F).

As sementes retiradas dos 104 frutos foram classificadas como normais (SN),
danificadas por insetos (SDI) e malformadas (SMF). Foram consideradas sementes
danificadas por insetos todas as que apresentaram orificio indicando a presenca de
larva ou inseto adulto (BRASIL, 1992), e consideradas sementes normais aquelas
sem dano aparente. Apds o beneficiamento de todos os frutos, foram amostradas 150
sementes para a caracterizacao fisica, sendo mensurados o comprimento, o didmetro
e a espessura delas. Considerou-se como comprimento a por¢do compreendida entre
a porcdo basal e a apical da semente. A largura e a espessura foram medidas na parte
intermediaria da semente.

Analise dos dados. Os dados de biometria de frutos e sementes foram
analisados por meio de ajuste de distribuicdes estatisticas e de estatisticas descritivas,
que compreenderam medidas de posicdo (média, valores minimo e maximo) e de
dispersdo (coeficientes de variacdo, de assimetria e de curtose), de analise de
correlagdo e de anélise de regressao.

Para a distribuicdo de frequéncias, foram testadas as seguintes fungdes: Beta,
Burr, Dagum, Dagum (4P), Frechet, Frechet(3P), Gamma, Gamma (3P),
Gumbel Max, Gumbel Min, Johnson SB, Log-Gamma, Log-Logistic, Log-
Logistic (3P), Log-Pearson 3, Logistic, Lognormal, Lognormal (3P), Normal, Pareto,
Weibull e Weibull (3P). Os ajustes foram feitos pelo método da méxima
verossimilhanca, e o teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar a
aderéncia dos dados as distribuicdes.

Foi estimado o coeficiente de correlagédo de Pearson a 5% de probabilidade
para estudar a associacdo entre as caracteristicas biométricas e fisicas dos frutos e as
caracteristicas das sementes.

As relacbes entre o ndmero de estruturas membranosas por fruto e o
comprimento, entre esse niUmero e a massa de matéria fresca do fruto e a relacdo
entre 0 numero de sementes normais e a massa de matéria fresca do fruto foram

estudadas por meio de regressao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas gerais dos frutos e sementes de Melanoxylon brauna. O
fruto € um legume deiscente e seco que contém em seu interior estruturas
membranosas envolvendo as sementes (Figura 1A-C), 0 que permite a dispersao das
sementes pelo vento. Essas caracteristicas também foram descritas por Barroso et al.
(1999).

Neste estudo, constatou-se que as estruturas membranosas perfuradas por
insetos contabilizaram 14,66% e as vazias, 2,05%. J& as sementes malformadas
corresponderam a 59,01% e as aparentemente normais (Figura 1D), 24,28% .

Cruz e Carvalho (2003a) encontraram 6,7% de sementes vazias em frutos de
Couratari stellata. Diferentes artigos publicados discutem a predacdo das sementes.
Conforme descreveram Souza et al. (2007), sementes de Senna spectabilis
apresentaram variagfes na intensidade de predacdo de acordo com a procedéncia.
Santos et al. (2009) encontraram 33% de predacdo em sementes de Hymenaea
stigonocarpa em relacdo ao total de sementes saudaveis. Segundo Silva et al.
(citados por SANTOS et al., 2009), a quantidade de sementes saudaveis de Acacia
bahiensis é sempre superior aquelas predadas. Consolaro e Guarino (citados por
SANTOS et al., 2009) afirmaram que as maiores dimensdes dos frutos e sementes

sdo, em muitos casos, responsaveis pela predacéo.
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Figura 1 — Frutos de Melanoxylon brauna na coleta (A) e apds a secagem a
temperatura ambiente (B). Estruturas membranosas que envolvem as
sementes de Melanoxylon brauna (C) e sementes beneficiadas (D). As
barras horizontais representam 1 cm.

Caracteristicas biométricas e distribuicdo de frequéncias dos frutos e
sementes. O coeficiente de variacdo das medidas dos frutos mostrou a grande
variabilidade no que se refere a MMF, a MMS e, em escala intermediaria, ao
comprimento e a espessura (Tabela 1). Somente a largura se mostrou mais uniforme
entre os frutos amostrados.

Vieira e Gusméo (2008) obtiveram maiores valores de desvio-padréo para a
massa de matéria fresca e comprimento dos frutos de Talisia esculenta em relacéo as
demais variaveis. Diferentemente, os frutos de Manilkara huberi diferiram entre si
pela largura (FREITAS et al., 2009), enquanto os de Cryptocarya aschersoniana
apresentaram tendéncia a alometria positiva e os de Cryptocarya moschata, a

isometria.
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Tabela 1 — Médias do comprimento (C), largura (L), espessura (E), massa de matéria
fresca (MMF) e massa de matéria seca (MMS) dos frutos de Melanoxylon
brauna. n: tamanho amostral, CV: coeficiente de variacdo, S: assimetria,
K: curtose

Caracteristicas . Média
SR N  Minimo ~
biométricas Erro-padréo

C (cm) 104 7,00 13,08 + 0,27 21,00 20,68 0,60 0,54
L (cm) 104 2,72 4,10 + 0,60 5,85 14,71 0,47 -0,25
E (mm) 104 081 13,52 + 0,25 2,01 19,17 0,19 -0,78
MMF (9) 104 12,37 33,33+1,18 79,01 36,06 0,84 1,03
MMS (g) 104 5,52 17,00 + 0,60 39,57 3585 1,07 1,80

Méaximo CV (%) S K

De acordo com os dados de Souza et al. (2007), as dimensdes dos frutos de
Senna spectabilis variaram com as procedéncias, demonstrando a influéncia do
ambiente. Tais resultados estdo de acordo com os de Moraes e Alves (2009), que, ao
agruparem os individuos pelas dimens6es dos frutos e sementes, verificaram relacéo
parcial com o0 ambiente, bem assim com fatores genéticos.

Os valores dos parametros ajustados para a distribuicdo de frequéncias das
variaveis e os valores do teste de Kolmogorov-Smirnov estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2 — Estimativas das distribuicdes de frequéncias das varidaveis comprimento
(CF), largura (LF), espessura (EF), massa de matéria fresca (MMF) e
massa de matéria seca dos frutos (MMS) e comprimento (CS), largura
(LS) e espessura (ES) das sementes de Melanoxylon brauna e valores do
teste de Kolmogorov-Smirnov

Variaveis Distribuicdo Estimativas das distribuicdes Kglrrnnic;;c:)%ov
CF Weibull (3P) 2,5874 7,4056 6,4980 0,0760
LF Weibull (3P) 2,6859 1,6965 2,5967 0,0934
EF Weibull (3P) 2,5882 6,9407 7,3616 0,0732

MMF  Weibull (3P) 11,8969 24,582 11,5070 0,0707
MMS Weibull (3P) 2,0621 13,479 5,0570 0,0641
CS Weibull (3P) 2,1176 2,6323 19,7364 0,0579
LS Normal 0,6893 6,0779 0,0929
ES Weibull (3P) 1,769 1,0891 2,0073 0,1373
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Entre as funcdes ajustadas para as caracteristicas do fruto e das sementes de

Melanoxylon brauna, a maior aderéncia foi observada com a funcdo Weibull (3P), a

excecdo para a largura da semente, cuja melhor distribuicéo foi a normal.

Todas as caracteristicas biométricas dos frutos de Melanoxylon brauna

apresentaram distribuicdo assimétrica a direita (S>0), com distribuicdo mais achatada

do que a normal (platicurtica), em que k<3 (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo de frequéncias das variaveis comprimento (C), largura (L),
espessura (E), massa de matéria fresca (MMF) e massa de matéria seca
(MMS) dos frutos de Melanoxylon brauna, obtidas a partir das estimativas
dos parametros da funcdo Weibull (Tabela 2).
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Os valores biométricos das sementes encontram-se na Tabela 3. A variagéo
no comprimento e na largura das sementes foi menor do que a dos frutos, com menor
variacdo entre maximo e minimo da espessura. O comprimento e espessura da
semente de Melanoxylon brauna apresentaram distribuicdo assimétrica a direita,

enquanto a largura, distribuicdo assimetrica a esquerda.

Tabela 3 — Médias do comprimento (C), largura (L) e espessura (E) das sementes de
Melanoxylon brauna. n: tamanho amostral, CV: coeficiente de variacéo, S:
assimetria e K: curtose

Caracteristicas \\ p\jipimo _Mediat —aimo cv@) s K
biométricas Erro-padréo
C (mm) 150 9,86 12,06 £ 0,09 15,60 961 0,65 0,03

L (mm) 150 2,71 6,07 + 0,05 8,14 11,34 -0,24 3,30
E (mm) 150 2,02 2,97 +0,05 6,99 19,81 3,50 20,11

Os resultados indicaram que sementes com maior comprimento e espessura
predominaram na amostra analisada, enquanto a largura e espessura das sementes
apresentaram distribuicdo mais “afilada” que a normal, denominada leptocurtica, em
que k>3 (Figura 3).

Os valores de coeficiente de variagdo indicam que as caracteristicas
biométricas das sementes variaram menos do que a dos frutos (Tabelas 1 e 3),
sugerindo que as varia¢Ges no tamanho e peso dos frutos de Melanoxylon brauna
estdo pouco correlacionadas com as caracteristicas biométricas das sementes.

Em sementes de Talisia esculenta, os maiores valores de desvio-padrao
ocorreram com relacdo a massa de matéria fresca e ao comprimento (VIEIRA;
GUSMAO, 2008).

As presencas das estruturas membranosas e das sementes nos frutos
encontram-se na Tabela 4. A ocorréncia de estruturas vazias (EMV) é minima, com
as estruturas membranosas, em sua maior parte, ocupadas por sementes. Sobressai
uma grande quantidade de sementes malformadas, em relacdo aquelas normais,

embora fossem viaveis.
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Figura 3 — Distribuicdo das frequéncias das variaveis comprimento (C), largura (L) e

espessura (E) das sementes Melanoxylon brauna obtidas a partir das
estimativas dos parametros da funcdo Weibull e Normal (Tabela 2).

Tabela 4 — Numero de estruturas membranosas por fruto (EM/F), nimero de

estruturas membranosas vazias por fruto (EMV/F), nimero de sementes
normais por fruto (SN/F), nimero de sementes danificadas por insetos por
fruto (SDI/F), nimero de sementes malformadas por fruto (SMF/F) de
Melanoxylon brauna n: tamanho amostral

Caracteristicas n Minimo Meédia + erro-padréo Maximo
EM/F 104 2,00 10,30 + 0,250 18,00
EMV/F 104 0,00 0,21+ 0,054 3,00
SN/F 104 0,00 2,50 £ 0,250 11,00
SDI/F 104 0,00 1,51 +£0,140 7,00
SMF/F 104 0,00 6,08 + 0,320 15,00

As estimativas de correlacdo das caracteristicas biométricas e fisicas dos

frutos com as caracteristicas das sementes encontram-se na Tabela 5, tendo como

maiores valores as correlac6es positivas significativas do comprimento do fruto com

as estruturas membranosas do fruto (Figura 4), da massa da matéria fresca do fruto
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com estruturas membranosas por fruto (Figura 5) e da massa da matéria fresca com o
nimero de sementes normais (Figura 6), e correlacbes negativa e significativa da
largura do fruto com a estrutura membranosa por fruto e da largura do fruto com

sementes malformadas por fruto.

Tabela 5 — Estimativas do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para comparar 0
namero de estruturas membranosas por fruto (EM/F), o nimero de
estruturas membranosas vazias por fruto (EMV/F), o nUmero de sementes
normais por fruto (SN/F), o nimero de sementes danificadas por insetos
por fruto (SDI/F) e o niumero de sementes malformadas por fruto (SMF/F)
com as caracteristicas biométricas e fisicas dos frutos de Melanoxylon

brauna
Comparacoes CF LF EF MMF MMS
EM/F 0,457 -0,377 -0,016 ™ 0,319 0,189 ™
EMV/F 0,050™  0016™  -0,054™  0015™  -0,024"™
SN/F 0,215 0,171 "™ 0,148 "™ 0,360 0,246
SDI/F 0,046™  -0,102™  -0,093™  0,046"™ 0,029 ™
SMF/F 0,161™  -0,393" -0,080™  -0,059™  -0,057"™

" e ™significativos e ndo significativos a 5% de probabilidade, respectivamente.

S =213118265
r=0.49570927

16 EM/F= 11,65/(1+62,68*exp(-0,52CF))
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Figura 4 — Relacdo entre o numero de estruturas membranosas por fruto e o
comprimento do fruto (cm) de Melanoxylon brauna.
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S =232343589
r =0.32961380

EM/F=11,59 /(1+12,33*exp(-0,08MMF))

NUmero de EM/F

T T T T
300 400 500 60.0

MMF (g)

Figura 5 — Relacdo entre o numero de estruturas membranosas por fruto e a massa de
matéria fresca do fruto (g) de Melanoxylon brauna.
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Figura 6 — Relacdo entre o nimero de sementes normais por fruto e a massa de
matéria fresca do fruto (g) de Melanoxylon brauna.

A correlacdo positiva significativa da massa de matéria seca com o nimero de

sementes normais (Figura 6) e desse com o comprimento do fruto apresentou valores
intermediarios.

Como as estruturas membranosas representam, principalmente, nimero de

sementes normais, pode-se inferir que a massa de matéria fresca dos frutos esta,
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basicamente, relacionada com a presenca das sementes, da mesma forma, embora em
menor proporc¢do, que a massa de mateéria seca do fruto.

O comprimento do fruto é influenciado, em menor escala, pela presenca de
sementes normais e, em maior, pelas estruturas membranosas. Da mesma forma, a
largura do fruto € definida de forma inversamente proporcional a presenca de
sementes malformadas e estruturas membranosas.

Moraes e Alves (2009) observaram grande variagdo na relacdo entre as
dimensbes dos frutos com seus didsporos em Cryptocaria aschersoniana e C.
moschata e relataram que diasporos grandes aumentariam 0 sucesso germinativo, o
crescimento e a sobrevivéncia da plantula, sendo mais vantajosos evolutivamente do
que a dispersdo. Ja Cruz e Carvalho (2003a) ndo obtiveram relacdo entre tamanho do
fruto e nmero de sementes por frutos para Courataria stellata.

As variagcOes encontradas nas caracteristicas biométricas e fisicas dos frutos
de Melanoxylon brauna podem estar associadas, principalmente, a fatores ambientais
durante o florescimento e desenvolvimento, relacionadas possivelmente a uma alta
variabilidade genética populacional (MACEDO, 2009). J& 0 nimero de sementes
produzidas por fruto pode estar sendo influenciado principalmente pelas condigdes
ambientais, como a disponibilidade de agua durante o florescimento (MARCOS
FILHO, 2005).
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados, chegou-se as seguintes conclusoes:
- Os frutos de Melanoxylon brauna provenientes da area de estudo apresentaram alta
variabilidade em relacdo & massa de matérias fresca e seca.
- Houve correlagdo positiva entre a massa de matéria fresca com o nimero de
sementes normais.
- As dimensdes médias do comprimento, largura e espessura dos frutos de
Melanoxylon brauna ficaram em torno de 13,0 cm, 40 cm e 13,0 mm,
respectivamente.
- As sementes de Melanoxylon brauna apresentaram, em média, 9,90 mm de
comprimento, 2,70 de largura e 2 mm de espessura.
- Com relagcdo a massa de matéria fresca dos frutos de Melanoxylon braina, as
massas mais frequentes ficaram entre 22,0 g e 32,0 g.
- O nimero médio de sementes de Melanoxylon brauna classificadas como normais

por fruto foi em torno de 2,5.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO PARCIAL DE GENES E EXPRESSAO DO CICLO
CELULAR DO EIXO EMBRIONARIO DE SEMENTES DE Melanoxylon
brauna SCHOTT. (LEGUMINOSAE-CAESALPINIOIDEAE)

Mirian de Sousa Silva', Eduardo Euclydes de Lima e Borges',
Sérgio Herminio Brommonschenkel?, José Marcio Rocha Faria®,
Carlos Roberto de Carvalho*

RESUMO

Este trabalho foi realizado com os objetivos de estudar a expressdo do ciclo
celular do eixo embrionario de sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou ndo
a secagem rapida em estufa ao longo da embebicdo e caracterizar parcialmente
alguns supostos genes supostamente envolvidos com o desenvolvimento, maturacao,
protecdo, estresse osmotico e tolerancia a dessecacdo. Inicialmente, as sementes
foram submetidas a secagem rapida em estufa nas temperaturas de 40, 50, 60, 70 e
80 °C, nos tempos de 24, 48 e 72 h e, em seguida, submetidas ao teste de germinacéao
e determinacdo do teor de agua. A avaliacdo da ploidia de DNA por citometria de

fluxo das sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou ndo a secagem em estufa
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foi realizada em sementes secas na temperatura de 50 °C por 24 h e em sementes
mantidas a 25 °C. Para a obtencdo das sequéncias de nucleotideos, 19 genes de
arabidopsis (ABI3-2, Ald. Dehyd, BADH, CAT1, CSD2, ELIP, (Mn)SOD, PER1,
RD28, SC514, PM25, SPS1, Transk, ABI5, PKABA, LEC1, EM6, ABI3 e PRX)
envolvidos no desenvolvimento e germinacdo de sementes foram selecionados, e
oligonucleotideos degenerados foram desenhados visando a amplificacdo de
sequéncias homdlogas a partir de sementes de Melanoxylon brauna. RNA total foi
extraido a partir do eixo embrionério das sementes de Melanoxylon brauna, e
posteriormente foi realizada a confeccdo do cDNA, que foi utilizado como molde
para amplificacdo das sequéncias-alvo. Os produtos de PCR (fragmentos de cDNA)
obtidos foram purificados e clonados no vetor pGEM-T Easy e sequénciados. As
sementes apresentaram redugdo gradativa na porcentagem de germinacdo com o
aumento da temperatura e tempo de secagem, e foi verificada a existéncia de nucleos
2C, 4C e 8C nos eixos embrionarios das sementes de Melanoxylon brauna,
submetidas ou ndo a secagem artificial em estufa. Entretanto, a maioria dos nucleos
avaliados apresentou o percentual de nucleos com ploidia de DNA 2C (95%),
indicando que a maioria das células se encontrava na fase G1 do ciclo celular. J& as
sementes que foram submetidas a secagem rapida em estufa também exibiram a
presenca de nucleos 2C, 4C e 8C e ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) no percentual de nucleos com ploidia de DNA 2C, 4C e 8C em relagdo as
sementes que ndo foram submetidas a essa secagem. Foram obtidas as sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos clonados referentes aos genes CAT1, SPS1, ABI5,
Transk e PM25. A analise de similaridade das sequéncias obtidas com as sequéncias
depositadas em bancos de dados revelou a similaridade com os genes CAT1, SPS1,
Transk e PM25 de outras espécies. As sequéncias de nucleotideos obtidas dos
respectivos genes servirdo para a confeccdo de oligonucleotideos especificos para
posteriores estudos de expressdo génica durante a germinacdo de sementes de
Melanoxylon brauna submetidas a secagem visando entender as possiveis causas da

perda da qualidade fisiol6gica dessas sementes.

Palavras-chave: Bralna, genes, ploidia de DNA. Secagem rapida. Squenciamento.
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PARTIAL CHARACTERIZATION OF GENES AND CELL CYCLE
EXPRESSION OF EMBRYONIC AXIS SEEDS OF Melanoxylon brauna
SCHOTT. (LEGUMINOSAE-CAESALPINIOIDEAE)

Mirian de Sousa Silva® Eduardo Euclydes de Lima e Borges’,
Sérgio Herminio Brommonschenkel?, José Marcio Rocha Faria®,
Carlos Roberto de Carvalho*

ABSTRACT

This work was carried out with the aim of assessing the cell cycle expression
of the embryonic axis of Melanoxylon brauna seeds subjected or not to a fast-drying
oven during soaking and to partially characterize some putative genes supposedly
involved in the development, maturation, protection, osmotic stress and desiccation
tolerance. Initially, seeds were dried rapidly in an oven at temperatures of 40, 50, 60,
70 and 80 ° C, at times of 24, 48 and 72 h and then subjected to germination tests and
the determination of water content. The evaluation of DNA ploidy by flow cytometry
of the Melanoxylon brauna seeds with or without oven drying was carried out on dry
seeds at 50 ° C for 24 h and on seeds maintained at 25 ° C. To obtain the nucleotide
sequences, 19 arabidopsis genes (ABI3-2, Ald. Dehyd, BADH, CAT1, CSD2, ELIP,
(Mn) SOD, PER1, RD28, SC514, PM25, SPS1, Transk, Abi5, PKABA, LEC1, EM6,
ABI3 and PRX) involved in developing and germinating seeds were selected, and
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degenerate oligonucleotides were designed with the aim of amplifying the
homologous sequences of Melanoxylon brauna seeds. Total RNA was extracted from
the embryonic axis of Melanoxylon brauna seeds, and later the production of the
cDNA was carried out, which was used as a template to amplify the target sequences.
The PCR products (cDNA fragments) obtained were purified and cloned into vector
pGEM-T Easy and sequenced. The seeds showed a gradual reduction in germination
percentage with increased temperature and drying time, and were checked for nuclei
2C, 4C and 8C in the embryonic Melanoxylon brauna seed, with and without the
artificial drying oven. However, most of the cores tested showed the percentage of
nuclei with 2C DNA ploidy (95%), indicating that most cells were in the G1 phase of
the cell cycle. The seeds that were dried rapidly in a greenhouse also exhibited the
presence of nuclei 2C, 4C and 8C and showed no significant differences (p> 0.05) in
the percentage of nuclei with DNA ploidy of 2C, 4C and 8C in relation to seeds that
were not subjected to this drying. We obtained the nucleotide sequences of the
cloned fragments related to genes CAT1, SPS1, Abi5, Transk and PM25. The
similarity analysis of the sequences obtained with the sequences deposited in
databases revealed similarities with genes CAT1, SPS1, Transk and PM25 from other
species. The nucleotide sequences obtained from the respective genes will be used
for the preparation of specific primers for further studies of gene expression during
Melanoxylon brauna seed germination submitted to drying in order to understand the

possible causes of the loss of the seeds physiological quality.

Keywords: Braun, genes, DNA ploidy. Fast drying. Sequencing.
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1. INTRODUCAO

A conservacao ex situ de sementes é empregada como alternativa viavel para
a conservacdo dos recursos genéticos das espéecies (BROWN; HARDNER, 2000),
como acontece, por exemplo, nos bancos de germoplasma de espécies arbdreas
tropicais e subtropicais, principalmente aquelas ameacadas de extincdo, visto que a
semente é a unidade de propagacdo natural para a maioria das especies de plantas
superiores (MASETTO, 2008; SANTOS, 2000). Entretanto, a deficiéncia de
conhecimento a respeito das condi¢des ideais de secagem e da capacidade de
armazenamento para as espécies florestais nativas vem sendo entrave para 0 sucesso
dos programas de bancos de germoplasma, ja que nem todas as sementes apresentam
0 mesmo comportamento quanto a secagem e ao armazenamento (DAVIDE et al.,
2003; JETTON et al., 2008; HONG et al., 1996).

O processo de secagem torna-se necessario porque as sementes recém-
colhidas apresentam, geralmente, teor de agua inadequado para o0 armazenamento
com seguranca (VILLELA; PERES, 2004), constituindo umas das principais causas
da perda do poder germinativo e do vigor das sementes. Segundo Carvalho e
Nakagawa (2000), a secagem permite a obtencdo de sementes de melhor qualidade
por possibilitar colheitas antecipadas e evitar danos que ocorrem no campo devido as
condicgdes climaticas, ataques de insetos e de microrganismos, entre outros, além de
reduzir a taxa de deterioragcdo das sementes durante o armazenamento. De acordo
com a classificacdo proposta por Roberts (1973), as sementes que podem ser secas a

baixos niveis de umidade (2% - 5%) e armazenadas a temperaturas baixas s&o
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denominadas ortodoxas, enquanto as que sdo dispersas com alto grau de umidade,
metabolicamente ativas e ndo toleram a dessecacdo a baixos niveis de umidade
(<12%), nem o armazenamento a baixas temperaturas, sdo denominadas
recalcitrantes. Ellis et al. (1990) propuseram uma terceira categoria, denominada
intermedidria, que tolera a dessecacdo somente até o teor de umidade de 7 a 10% e
ndo suporta temperaturas baixas por tempo prolongado.

E, assim, fundamental, também, que se determine a temperatura adequada
para a secagem, bem como o tempo de exposicao a temperatura, para evitar danos e a
consequente perda de qualidade das sementes, independentemente do nivel de
tolerancia a dessecacdo. Miyasaki e Candido (1978) verificaram decréscimo na
qualidade de sementes de Tabebuia serratifolia determinada pelo tempo de secagem.
Pinto et al. (1986) verificaram que o aumento no tempo de secagem de sementes de
Tabebuia avellanedae resultou na queda da qualidade de sementes quando usada a
temperatura de 40 °C. Sementes de Araucaria angustifolia, secas em temperaturas de
30 a 40 °C por até 16 h, tiveram o vigor significativamente reduzido, tanto pelo efeito
da temperatura quanto pelo tempo de secagem, muito embora a redugdo no teor de
agua mostrasse efeito significativo somente da temperatura (RAMOS; CARNEIRO,
1988). No entanto, a secagem de sementes de Chorisia speciosa ndo afetou seu
vigor, mesmo em temperatura de até 60 °C por até 150 min (LOTTI et al., 1995).

O ciclo celular, processo pelo qual acontecem a sintese de DNA e a divisdo
celular (TAIZ; ZEIGER, 2004), tem sido indicado como marcador para a
determinacdo das possiveis mudancas ocorridas no estado fisioldégico da semente
durante seu desenvolvimento, maturacdo, secagem e germinacdo (DOLEZEL et al.,
1999; SLIWINSKA, 2009). No ciclo celular, o conteddo de DNA nuclear 2C é
encontrado em células na fase de pré-sintese (G;) e o 4C, em células nas quais a
replicacdo do DNA ja ocorreu (G,). A constante C denota o contetido de DNA para a
condicdo haploide.

Pesquisas indicam que células na fase G; (2C) do ciclo celular sdo mais
resistentes a estresses e possuem maior longevidade, em comparacdo com células na
fase G, (4C) (DELTOUR, 1985; SARACCO et al., 1995). J& o baixo conteudo de
agua durante a maturacdo das sementes pode causar a inibicdo da sintese de DNA
(DELTOUR, 1985) e resultar na acumulacéo de nacleos na fase G1 do ciclo celular
(KOZEKO; TROYAN, 2000).
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A reativacdo do ciclo mitético durante a germinacdo de sementes ortodoxas
ocorre depois do periodo de embebicdo (KOZEKO; TROYAN, 2000), e a sintese de
DNA precede a mitose, porque a maioria das células meristematicas de sementes
maduras possui contedo de DNA 2C (BEWLEY; BLACK, 1994).

As fases da morfogénese, maturagdo e germinagdo das sementes S0 pouco
integradas (MCCARTY, 1995). Milhares de genes sdo conhecidos por atuarem
durante o desenvolvimento da semente, entre 0s quais alguns codificam enzimas
essenciais, relacionadas & mobilizacdo de reservas, proteinas estruturais do
citoesqueleto e das membranas e proteinas de reservas, enquanto outros genes
regulam aspectos especificos do desenvolvimento do embrido (NAKABAYASHI et
al., 2005).

Genes codificadores de produtos associados a tolerancia & dessecacéo,
especialmente aqueles envolvidos em mudangas metabdlicas (LEPRINCE et al.,
2000; WALTERS et al., 2002b), protecdo contra oxidacdo (PUKACKA;
RATAJCZAK, 2005) e outras supostas moléculas protetoras, tém mostrado um
padréo de expressdo particular durante a dessecacao.

A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo de sementes ortodoxas durante seu
desenvolvimento tem sido relacionada com a expressdo de diferentes genes, como
ABI3, ABI5, LEC1 (JONES et al., 1997; KOORNNEEF et al., 1984; PARCY et al.,
1994; HARADA, 2001), entre outros.

ABI3 (Abscisic acid insensitive) é expresso especificamente em sementes,
sendo um dos genes mais estudados em relacdo ao desenvolvimento da semente
(PARCY et al., 1994). Fatores de transcricdo, como ABA-Insensitive3/Viviparousl
(ABI3/VP1), atuam como intermediarios na regulacdo de respostas ao ABA, que
promove o processo de maturagdo da semente incluindo a deposigé@o de reservas, a
imposicdo de dorméncia e a aquisicdo de tolerancia a dessecacédo (LI; FOLEY, 1997;
MCCARTY, 1995; ZENG et al., 2003).

As proteinas de maturagdo, assim como 0s agucares, também possuem
habilidade de proteger componentes intracelulares durante a dessecacdo. Seu
mecanismo pode atuar de forma andloga ao das proteinas resistentes ao calor na
prevencdo e reparo de danos, e sua ocorréncia pode ser correlacionada com a

tolerdncia & dessecagdo na maturagéo e germinagcdo (BLACKMAN et al., 1991).
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As enzimas aldeido desidrogenase catalisam reacdes irreversiveis de
oxidacdo de aldeidos, correspondentes aos acidos carboxilicos. Shin et al. (2009),
estudando aldeido desidrogenases em arroz, verificaram que o gene ALDH7 esté
envolvido na remogdo de varios aldeidos formados durante o estresse oxidativo que
ocorre na dessecacao de sementes, sendo importante na manutencdo da viabilidade e
maturacdo de sementes pela desintoxicacdo de aldeidos, que geralmente ocorre por
peroxidacao de lipidios.

Os genes CAT (catalase), CSD2 (Cu/Zn superoxide dismutase) e SC514
(lipoxygenase) sdo considerados antioxidantes. O gene CAT, em Arabidopsis, é
membro de uma pequena familia multigénica, que inclui os genes CAT1, CAT2 e
CAT3, os quais catalisam a decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) e tém
papel importante no controle homeostatico de espécies reativas com oxigénio.
Algumas evidéncias sugerem que a expressdo e atividade da catalase estdo sempre
relacionadas a estresses em Arabidopsis (WILLIAMSON; SCANDALIOS, 1992;
ORENDI et al., 2001; VANDENABEELE et al., 2004; VERSLUES et al., 2007;
XING et al., 2007).

Os genes EM6 (Early methionine 6), PER1 (1-Cys peroxiredoxin, PKABAL
(Abscisic acid induced Kinase) e sHSP (Small heat-shock protein) mostram-se
relacionados com o estresse e também com a tolerdncia a dessecacdo em sementes
ortodoxas (DELSENY et al., 2001; AALEN, 1999; ANDERBERG; WALKER-
SIMMONS, 1992; WEHMEYER; VIERLING, 2000).  Os genes LEC (Leafy
cotyledon) sdo definidos por mutacdes em trés locos, em Arabidopsis, LEC1, LEC2 e
FUSCA3 (FUS3), e estdo envolvidos principalmente no desenvolvimento do embrido
(HARADA, 2001).

Peroxiredoxins sdo enzimas antioxidantes que fazem parte do complexo de
mecanismos de protecdo envolvidos no reparo de danos causados por radicais livres,
durante a dessecacdo e inicio da embebicdo, e também estdo envolvidas na
manutencdo e protecdo durante a dorméncia (HASLEKAS et al., 1998; MOWLA et
al., 2002). Os genes 1-Cys Prx séo expressos sozinhos em sementes e somente nas
partes tolerantes a dessecacdo (AALEN, 1999). Observou-se aumento do nivel de sua
expressao em sementes em desenvolvimento, bem como a sua manutengdo em

sementes maduras durante o armazenamento (MOWLA et al., 2002).
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A sintese de sHSPs (small heat-shock proteins), cuja principal funcdo é
proteger as células durante a dessecacdo e reidratacio (COCA et al., 1994;
DEROCHER; VIERLING, 1994; ALAMILLO et al., 1995), ocorre em resposta a
condicBes de altas temperaturas, e sua expressdo acontece em estagios especificos do
desenvolvimento da planta (WEHMEYER; VIERLING, 2000). Diversos estudos
mostram que, em plantas, as SHSPs sdo divididas em cinco familias génicas, sendo
estas baseadas na andlise da sequéncia do DNA, reatividade imunoldgica e
localizacéo intracelular (WATERS et al., 1996).

A ativacgdo da sucrose phosphate syntase, enzima reguladora na assimilacéo e
distribuicdo do carbono nas plantas, ocorre durante estresse osmotico em tecidos
foliares no escuro, que funciona como facilitador da formacdo de sucrose para a
osmorregulacdo em células fotossintéticas e na conversdo do amido ou lipidio em
sucrose na germinacéo de sementes (HUBER, S.; HUBER, J., 1996; BARCENAS et
al., 2000). A sintese de sucrose em folhas e sementes de plantas superiores tolerantes
a dessecacdo, quando estressadas, ocorre com 0 aumento de acUcares especificos
relacionados com a tolerancia a dessecacdo (KOSTER; LEOPOLD, 1988; CROWE
etal., 1984).

Transketolases, por sua vez, sdo enzima-chaves que atuam na reducdo e
oxidacdo da via da pentose fosfato, sendo responsaveis pela sintese de intermediarios
do acucar fosfato, os quais podem ser utilizados no metabolismo de carboidratos,
acidos nucleicos e reacBes de biossintese de aminoacidos (RACKER, 1961). De
acordo com Bernacchia et al. (1995), a expressdo diferencial da familia génica
durante a fase de reidratacdo, em plantas de Craterostigma plantagineum, sugeriu a
hipotese de que as transketolases podem atuar na conversdo de agucares, fenémeno
principal no processo de reidratagdo. Assim, para a efetiva conservacéo das sementes
é necessaria a compreensdo dos aspectos fisioldgicos, morfoldgicos, citoldgicos e
moleculares durante a secagem e 0 armazenamento, ja que nem todas as sementes
sdo tolerantes a dessecagé&o.

Melanoxylon brauna (braina), pertencente a familia Leguminosae-
Caesalpinioideae, é nativa do Brasil, encontrada principalmente nas regides Sul da
Bahia, de Sdo Paulo e Minas Gerais, na floresta pluvial atlantica. A espécie alcanca
de 15 a 25 m de altura, e seu fruto é um legume deiscente que contém varias
sementes envoltas por uma estrutura membranacea, 0 que possibilita sua dispersdo

pelo vento. Sua época de frutificagdo compreende o periodo de setembro a outubro
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(BARROSO et al., 1999; LORENZI, 1992). Entre as madeiras brasileiras, a sua €
conhecida como uma das mais duras e incorruptiveis, sendo empregadas em obras
externas e hidraulicas, para moirdes, postes, dormentes, pontes, na construgdo civil e
na confeccdo de instrumentos musicais. Atualmente, encontra-se, segundo a Portaria
IBAMA 37/92, na Lista Oficial de Flora Ameacada de Extin¢do, na categoria
vulneravel (IBAMA, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a expressdo do ciclo celular do eixo embrionario de sementes de
Melanoxylon brauna submetidas ou ndo a secagem artificial ao longo da embebicao
e caracterizar parcialmente a presenca de alguns supostos genes envolvidos com

desenvolvimento, maturagdo, protecédo, estresse osmatico e tolerancia a dessecagéao.

2.2. Os objetivos especificos

- Quantificar, pelo teste de germinacgéo, a tolerancia das sementes de Melanoxylon

brauna a secagem rapida em estufas submetidas a diferentes tempos e temperaturas.
- Avaliar a ploidia de DNA por citometria de fluxo das sementes de Melanoxylon
brauna submetidas ou ndo a secagem rapida em estufa na temperatura de 50 °C por

24 h ao longo da embebicéo.

- Caracterizar parcialmente alguns genes expressos no eixo embrionario de sementes

de Melanoxylon brauna.
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3. MATERIAL E METODOS

Material vegetal: Sementes de Melanoxylon brauna foram obtidas dos frutos
de quatro arvores-matriz, localizadas em uma area de pastagem, no Estado de Minas
Gerais, no Municipio de Leopoldina, onde o clima é classificado como tropical
umido (Aw), com inverno seco e verdo chuvoso e temperatura média anual de 21°C
(KOPPEN, 1948). Os frutos foram coletados em setembro de 2008 e transportados
para o Laboratorio de Anéalises de Sementes Florestais (LASF) do Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa (Vigosa, MG, Brasil). Ap6s
secagem a temperatura ambiente para a sua completa deiscéncia, as sementes foram
selecionadas manualmente — eliminando-se aquelas imaturas, deterioradas ou
danificadas — e posteriormente armazenadas em saco plastico colocado dentro de
tubos de papeldo na camara fria (60% UR a 5 °C).

Determinacdo do teor de agua: Foi realizada pelo método de estufa, a
temperatura de 105°C + (3 °C) por 24 h (BRASIL, 1992), utilizando-se trés
repeti¢bes de 20 sementes.

Teste de germinacéo: As sementes foram desinfestadas com Captan (7%,
v/v) durante 5 min e distribuidas em placas de Petri; revestidas com duas folhas de
papel umedecidas com agua e colocadas em camara de germinacéo (TE-401 Tecnal),
na temperatura de 25 °C e luz constante (quatro lampadas fluorescentes tipo luz do
dia, 20 W). A germinagdo foi acompanhada diariamente e a protrusdo radicular,
definida como critério para a germinacdo. Foram utilizados cinco repeticdes de 20

sementes.
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Curva de embebicdo: As sementes foram embebidas em agua destilada, nas
mesmas condicdes do experimento de germinacdo descrito anteriormente. As
pesagens foram realizadas com o auxilio de balanca analitica a cada 6 h de
embebicdo, durante as primeiras 24 h, a cada 12 h, no periodo compreendido entre 24
e 96 h e, a partir dai, a cada 24 h. Foram utilizadas cinco repetices de 20 sementes.

Secagem em estufa: Sementes de Melanoxylon brauna foram retiradas
aleatoriamente do lote original e submetidas a secagem em estufa de circulagédo e
renovacgéo de ar (TE-394/2), nas temperaturas de 40, 50, 60, 70 e 80 °C por 24, 48 e
72 h e, em seguida, submetidas ao teste de germinagdo, como descrito anteriormente.

Avaliacdo da ploidia de DNA por citometria de fluxo: Com base nos
resultados da porcentagem de germinacdo final em cada temperatura, as sementes de
Melanoxylon brauna foram secas na temperatura de 50 °C por 24 h e submetidas aos
tratamentos, conforme Tabela 1. Como controle foram utilizadas sementes mantidas
a 25 °C por 96, 132 e 168 h. Para a anélise do percentual de nucleos com ploidia de
DNA (2x, 4x, 8x etc.) dentro do ciclo celular, os eixos embrionarios foram
removidos manualmente com o auxilio de um alicate, em cada tratamento. Em
seguida, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em
microtubos, devidamente identificados, até a data das analises. As amostras foram
levadas para o Laboratdrio de Citogenética e Citometria de Plantas do Departamento
de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, para o preparo das suspensoes
de ndcleos intactos, de acordo com a metodologia proposta por Carvalho et al.
(2005), e para posterior analise no citometro de fluxo Partec PAS 1I/Ill (Partec
Gmbh, Munster, Germany). Para analise do ndcleo corado com DAPI, foi usada uma
lampada de mercurio de alta pressdo (HBO-100 W) com filtros KG 1, BG 38 e GG
435. Cada suspensdo nuclear foi processada no citbmetro com pelo menos 5.000
nucleos. As amostras apresentaram coeficientes de variacdo menores que 5%. Cada

tratamento consistiu em trés repeticbes com trés triplicatas.
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Tabela 1 — Tratamentos aplicados a andlise de citometria de fluxo, a partir do eixo
embrionario de sementes de Melanoxylon brauna

Tratamentos Amostra

-

Sementes mantidas a 25 °C por 96 h (Controle)

Sementes embebidas a 25 °C por 96 h

Sementes secas a 50 °C por 24 h e mantidas a 25 °C por 96 h
Sementes secas a 50 °C por 24 h e embebidas a 25 °C por 96 h
Sementes mantidas a 25 °C por 132 h (Controle)

Sementes secas a 50 °C por 24 h e mantidas a 25 °C por 132 h
Sementes secas a 50 °C por 24 h e embebidas a 25 °C por 132 h
Sementes mantidas a 25 °C por 168 h (Controle)

© 00 N o O B WD

Sementes secas a 50 °C por 24 horas e mantidas a 25 °C por 168 h

[EEN
o

Sementes secas a 50 °C por 24 h e embebidas a 25 °C por 168 h

Primers degenerados: As sequéncias dos 20 primers foram fornecidas pelo
grupo de pesquisa em sementes florestais da Universidade Federal de Lavras, sendo
esses correspondentes a genes envolvidos com o desenvolvimento, maturacao,
protecdo, estresse osmatico e tolerdncia a dessecacdo em sementes ou em plantas
(Tabela 2). Os primers foram desenhados com o auxilio do software GeneFisher
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/submission.html) a partir de
sequéncias disponiveis no banco do GenBank/NCBI, National Center for
Biotechnology Information, para Arabidopsis thaliana, Glycine max, Medicago
sativa, Medicago truncatula, Mimosa pudica, Populus trichocarpa e Zea mays, entre

outras espécies.
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Tabela 2 — Genes selecionados para o desenho dos primers degenerados

Sigladogene  Nome do gene Funcao

ABI3 Abscisic acid insensitive 3 Desenvolvimento

ABI5 Abscisic acid insensitive 5 Desenvolvimento

Ald. Dehyd Aldehyde dehydrogenase Maturacao

BADH Betaine aldehyde dehydrogenase Estresse osmotico
CAT1 Catalase 1 Antioxidante

CSD2 Cu/Zn superoxide dismutase Antioxidante

ELIP Early light induced protein Fotoprotetora

EM6 Early methionine 6 Tolerancia a dessecacgéo
(Mn) SOD (Mn) superoxide dismutase Toleréncia a dessecacéao
LEC1 Leafy cotyledonl Desenvolvimento

PER1 1- Cys peroxiredoxin Tolerancia a dessecacao
PKABA Abscisic acid induced Kinase Tolerancia a dessecacgéo
PM25 Maturation protein Maturacao

Prx Peroxiredoxins Toler&ncia a dessecacao
RD28 Responsive to desiccation Estresse osmotico
SC514 Lipoxygenase Antioxidante

SHSP Small heat-shock protein Tolerancia a dessecacgéo
SPS1 Sucrose phosphate syntase Toler&ncia a dessecacao
Transk Transketolase Tolerancia a dessecacao

Extracdo do RNA total: O RNA total foi extraido a partir de eixos

embrionarios de sementes de Melanoxylon brauna, que foram macerados em

nitrogénio liquido. Foram transferidos 100 mg de material de cada amostra para

microtubo de 1,5 mL. Em cada tubo, foram adicionados 500 pL do reagente Kit

PureLink™ PlantRNA, em que permaneceram incubados & temperatura ambiente

durante 5 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 120 seg a 12. 000

rpm, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo

livre de RNase. Para 250uL da aliquota da amostra, foram adicionados 50 pL de

NaCl 5 M e 1,5 uL de cloroférmio, e novamente as amostras foram centrifugadas por
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10 min a 12.000 rpm. Foi adicionada ao sobrenadante a mesma proporc¢éo de alcool
isopropanol, deixando-se por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida foi feita
nova centrifugacédo por 10 min a 12.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
adicionando-se 1,0 mL de etanol 75% e centrifugado por 60 seg. Novamente o
sobrenadante foi descartado, e 0 microtubo permaneceu aberto por 10 min, para a
secagem do precipitado. Este foi ressuspendido em 30 pL com agua livre de RNAse
e armazenado a -70 °C. A integridade do RNA foi analisada em gel de agarose
contendo formaldeido (FA) 1,2% (1,2 g de agarose, 10 mL de 10X FA tampéo gel,
100 mL de &gua livre de RNase, 9 pL de formaldeido e 2 uL de brometo de etidio).
As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese durante 60 min a 65
V e as imagens, registradas atraves de um aparelho de fotodocumentacédo, El Logic
200 Imaging system. O RNA foi quantificado em Nanodrop (Spectrophotometer ND
1000).

Confeccdo do cDNA: A sintese do cDNA foi realizada usando-se o Kit
Super Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR, conforme instrucdes do
fabricante (Invitrogen)

Validagdo dos primers degenerados: Para verificar a especificidade de
amplificacdo, utilizou-se DNA gendmico, extraido de folhas de Arabidopsis
thaliana, para a reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Foram utilizados 1 pL de
DNA (15 ng), 2 pL de tampdo de reagédo de PCR (10X), 0,5 pL do primer reverse
(10 puM), 0,5 pL do primer forward (10 uM), 0,6 uL de dNTP (2,5 mM), 0,9 pL de
enzima Taq polimerase e 14,5 pL de agua ultrapura. A reacdo foi programada para
94 °C por 2 min, com ciclo de 94 °C por 30 seg, para que ocorresse a desnaturacéo do
DNA, 50 °C por 2 min para o anelamento dos primers, 72 °C por 1 h e 30 minutos,
para extensdo dos iniciadores pela Taq polimerase, sendo este ciclo repetido 40 vezes
e a temperatura de 72 °C por 5 min. Foram aplicados 20 yL da reacdo em cada
canaleta do gel de agarose 1% (1,0 g de agarose, 100 mL de tampdo TAE) e
submetidas a eletroforese durante 20 min a 70 V. Apds o término da corrida,
adicionaram-se 2 pL de brometo de etidio sob agitagdo por 20 min. O gel foi
visualizado sob luz UV, a identificacdo da amplificacdo de interesse foi feita atraves
da comparacéo do produto da PCR com o marcador de peso molecular e, em seguida,
as imagens foram registradas.

Reacéo da cadeia da polimerase com cDNA de Melanoxylon brauna: Os

oligonucleotideos degenerados referentes aos genes selecionados (CAT1, PM25,
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SPS1, Transk, ABI5, PER1, RD28, sHSP, LEC1 e ABI3), que apresentaram
amplificacdo positiva com a utilizacdo do DNA de Arabidopsis thaliana, foram
selecionados para a amplificacdo a partir do cDNA. Para a reagéo, foram utilizados 2
pL de cDNA , 2 uL de tampéo de reacdo de PCR (10X), 0,5 uL do primer reverse
(100 pM), 0,5 pL do primer forward (10 uM), 0,6 puL de dNTP (2,5 mM), 0,9uL de
enzima Taq polimerase e 13,5uL de agua ultrapura. A reacdo foi programada para 94
°C por 2 min, com ciclo de 94 °C por 30 seg para gque ocorresse a desnaturacdo do
DNA, 52 °C por 30 seg para o anelamento dos primers, 72 °C por 1 min para
extensdo dos iniciadores pela Tag polimerase, sendo este ciclo repetido 40 vezes e a
temperatura de 72 °C por 5 min. Foram aplicados 10 L da reacdo em cada canaleta
do gel de agarose 1%. Os procedimentos seguintes foram 0s mesmos anteriormente
citados.

Clonagem dos fragmentos amplificados a partir do cDNA: O produto de
PCR das sequéncias que foram amplificadas, referente aos genes anteriormente
citados, foram clonados utilizando-se o vetor pGEM®-TEasy (Promega, USA).
Foram utilizados na reacdo de ligacdo 5 pL do tampdo 2X ligacdo répida, 1 uL de
vetor pPGEM®-TEasy (50 ng), 3 pL do produto do PCR e 1 pL do T, DNA ligase. A
reacao foi incubada a 4 °C overnight. Em 50 pL de células competentes (TOPO®
Shotgun Subcloning) foram adicionados 4 pL da reacdo de ligacdo que foram a
seguir incubadas por 30 min no gelo. Em seguida, as amostras foram submetidas ao
choque térmico na temperatura de 42 °C por 60 seg e 2 min no gelo. Foram
adicionados 500 pL de meio LB e submetidos a agitacdo (Forma Orbital Shaker) a
180 rpm por 1 h, a temperatura de 37 °C. Foram aplicados 150 uL da transformacéo
em placas de Petri com meio LB contendo ampicilina (100 pg.mL™), IPTG (0,1 mM)
e X-Gal (40 pg.mL™). Foram selecionadas col6nias brancas isoladas para
confirmacéo das clonagens por reacdo de PCR, empregando-se as mesmas condi¢fes
de PCR utilizadas na amplificacdo a partir do cDNA. Para a extracdo do DNA
plasmidial dos clones positivos foi utilizado o Kit-NucleoSpin®Plasmid
(Promega,USA). Foram seguidas as instru¢des recomendadas pelo fabricante.

Sequenciamento: Os produtos da PCR dos genes CAT1, PM25, SPS1,
Transk e ABI5 foram selecionados para o sequenciamento génico que foi realizado
pelo Laboratério de Genbmica do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria, da Universidade Federal de Vicosa, no sequénciador MEGABACE
1000.
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Analises BLAST e alinhamento: As sequéncias obtidas do sequenciamento
para os genes CAT1, PM25, SPS1, Transk e ABI5 foram comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados internacional do GenBank/NCBI, National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), utilizando-se o
algoritmo BlastN. As sequéncias obtidas no NCBI que apresentaram similaridade
com a sequéncia de nucleotideos dos genes CAT1, PM25, SPS1, Transk e ABI5
foram submetidas ao alinhamento realizado com o programa CAP3

(http://deepc2.psi.iastate.edu/aat/cap/cap.htm).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A embebicdo das sementes de Melanoxylon brauna seguiu o padréo trifasico
proposto por Bewley e Black (1994) (Figura 1). Durante a fase I, verificou-se rapida
embebicdo de dgua pela semente até atingir a fase Il, em torno de 36 h de embebicéo.
Na fase Il, as sementes permaneceram sem aumento significativo de peso fresco,
culminando em um aumento repentino no peso fresco a partir de 96 h de embebicao,
como consequéncia da germinacéao.

A fase | é caracterizada, entre outras atividades, pela ativacdo das enzimas,
reparacdo de DNA e mitocondrias e pela sintese de proteinas a partir de mRNAs
formados durante o desenvolvimento da semente (COPERLAND; MCDONALD,
1999; BEWLEY, 1997).

A fase Il culmina com o aumento da massa fresca juntamente com a
protrusdo radicular, que primeiramente ocorre por elongacdo celular, apds ter tido
seu ciclo celular ativado com a embebicdo, e somente apds o rompimento do
tegumento é que comeca haver divisdes mitdticas (COPERLAND; MCDONALD,
1999). Nesta fase ocorrem a sintese de DNA e o aumento da atividade respiratoria
(BEWLEY, 1997).
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Figura 1 — Curva de embebicdo de sementes de Melanoxylon brauna. Cada ponto no
grafico representa a média de cinco repeticGes de 20 sementes; as barras
representam o desvio-padrao.

A germinacdo das sementes de Melanoxylon brauna retiradas do lote original
e embebidas em &gua, sob luz constante e temperatura de 25 °C (controle), teve
inicio com a protrusdo da radicula, a partir de 72 h de embebicdo. No periodo de 96 a
132 h de embebicdo, verificou-se aumento na germinacdo de 20% para 70%, que
alcancou 95% ao final de 168 h (Figura 2). As sementes que foram expostas ao
tratamento de secagem em diferentes tempos e temperaturas apresentaram reducao
gradativa na porcentagem de germinacdo (Figura 2). A temperatura de secagem, a
partir de 40 °C durante 24 h (Figura 2A), ja foi suficiente para provocar alteracdes na
qualidade fisiologica das sementes. A elevacdo da temperatura de secagem acelerou
a velocidade de secagem e, consequentemente, a perda da qualidade das sementes.
Segundo White et al. (1980), Carvalho e Nakagawa (2000) e Baker et al. (1991), a
intensidade dos danos imediatos da secagem em temperaturas mais elevadas varia de
acordo com a espécie e depende da interacdo entre a temperatura do ar da secagem e
0 grau da umidade inicial das sementes, entre outros fatores. De acordo com Berjak e
Pammenter (2003), as duas principais causas da perda de viabilidade das sementes
pela desidratagdo sdo a ocorréncia de um metabolismo desequilibrado durante a
desidratacdo e o dano causado pela desidratacdo, visto que a agua € essencial para a
integridade de estruturas intracelulares.
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Figura 2 — Germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna submetidas a secagem
em estufa por 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas, nas temperaturas de 40, 50,
60, 70 e 80 °C. Controle (sementes secas a temperatura ambiente). Cada
ponto é a média de cinco repeticdes de 20 sementes. Barra representa o
desvio-padréo da média.
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As sementes foram dispersas com reduzido teor de 4gua (aproximadamente
13%), e a perda de agua acompanhou o0 aumento da temperatura e o tempo de
secagem (Figura 3). A perda de agua foi mais rapida nas primeiras 24 h em todas as

temperaturas de secagem, com predominancia das temperaturas mais altas.
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Figura 3 — Mudancas nos teores de agua (%) das sementes de Melanoxylon brauna
submetidas a secagem em estufa no periodo de 24, 48 e 72 h, nas
temperaturas de 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Cada ponto é a média de cinco
repeticOes de 20 sementes. Barra representa o desvio-padrdo da média.

A reducdo no teor de agua para 10,5% e 7%, respectivamente nas
temperaturas de 40 °C e 50 °C, no periodo de 24 h, ja foi suficiente para diminuir a
qualidade fisioldgica das sementes. Entretanto, aquelas que apresentaram o teor de
agua abaixo de 6%, depois de submetidas a secagem, foram as que tiveram
germinagdo final abaixo de 47%. Cabe ressaltar que o teor de agua, em torno de
3,5%, das sementes que foram secas nas temperaturas de 60 e 70 °C, no periodo de
72 h, ndo foi suficiente para a perda da viabilidade total das sementes. A secagem na
temperatura de 80 °C ocasionou a morte das sementes quando atingiram 2% do teor
de 4gua (Figura 2). Tal tolerdncia a dessecacdo, presente nas sementes de
Melanoxylon brauna submetidas a secagem nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70 °C,
ndo pode ser atribuida a um simples mecanismo de protecdo. Ao contrario disso,

parece ser um fendbmeno multifatorial, em que cada componente é igualmente critico,
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agindo em sinergismo e controlado pelo genoma (LEPRINCE et al.,, 1993). Ha
evidéncias de que a desidratacdo pode ocasionar a perda da capacidade das células de
sintetizar DNA, RNA, enzimas e proteinas durante a reidratacdo (LEPRINCE et al.,
1990). Além disso, os niveis criticos de umidade podem afetar a atividade metabdlica
e causar danos aos tecidos sensiveis a desidratacdo (VETUCCI; FERRANT, 1995;
WALTERS et al., 2002a).

4.1. Expressao do ciclo celular do eixo embrionario

A avaliacdo da ploidia de DNA por citometria de fluxo dos eixos
embrionarios das sementes de Melanoxylon brauna, as quais nao foram submetidas a
secagem artificial (controles), indicaram a existéncia de nucleos 2C, 4C e 8C (Figura
4A). Entretanto, a maioria dos nucleos avaliados apresentou o percentual de nucleos
com ploidia de DNA 2C (95%), indicando que a maioria das células se encontrava na
fase G1 do ciclo celular. A retencdo e o acumulo de células na fase G1 estdo
relacionados com a acentuada queda no conteldo de agua, decorrente da secagem,
que ocorre durante a maturagdo em sementes ortodoxas (DELTOUR, 1985).

As sementes submetidas a secagem rapida em estufa a 50 °C por 24 h e
mantidas a 25 °C por 96 h e as secas nessas mesmas condicOes e embebidas a 25 °C
por 96 h (Tratamentos 3 e 4) também exibiram a presenca de nucleos 2C, 4C e 8C
(Figura 4CD) e ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no percentual de
nucleos com ploidia de DNA 2C, 4C e 8C em relacdo as sementes que nao foram
submetidas a secagem em estufa (Figura 5). Esses resultados demonstram que néo
houve alteracBes na ploidia de DNA dos eixos embrionarios de sementes de
Melanoxylon brauna entre aquelas submetidas a secagens natural e artificial. 1sso
indica que a perda na capacidade germinativa das sementes que sofreram reducao no
grau de umidade de 13% para 9% na secagem rapida em estufa a 50 °C por 24 h ndo
esta relacionada com a atividade do ciclo celular.

As sementes de Melanoxylon brauna mantidas a 25 °C por 132 e 168 h
(Tratamentos 5 e 8), aquelas submetidas a secagem rapida em estufa a 50 °C por 24 h
e mantidas a 25 °C por 132 e 168 h (Tratamentos 6 e 9) e as que foram secas a 50 °C
por 24 h e mantidas a 25 °C por 132 e 168 h (Tratamentos 7 e 10) também exibiram a
presenca de nucleos 2C, 4C e 8C nos eixos embrionarios; a maioria dos nucleos

apresentou o percentual de nacleos com ploidia de DNA 2C (Figuras 6 e 7).

48



200

Iﬂ‘l RMZ A RN1 Q B

1604 180

120- 1204
[72]
o 40 404
2 w
(]
S
c | ! o LW b n J "
[«}] 0 T 200 400 B0 s 1000 B 200 400 ooo o 1000
©
E £00 200
= C | 1 D
\g l Ml | | ‘sz |z
Z B40 1604

|

4804 1204

220+ 801

1604 40 4

o l LS. e it o ek T

0 200 400 600 800 1000 o aa 400 w0 0 1000
Conteudo relativo de DNA
Figura 4 — Histogramas de analise de citometria de fluxo de nucleos do eixo

embrionario de sementes de Melanoxylon brauna. (A) Controle; (B)
Sementes embebidas a 25 °C por 96 h; (C) Sementes secas a 50 °C por 24
h e mantidas a 25 °C por 96 h; (D) Sementes secas a 50 °C por 24 h e
embebidas a 25 °C por 96 h. RN1 = (2C); RN2 = (4C); e RN3 = (8C).
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Figura 5 — Médias da porcentagem de nlcleos 2C, 4C e 8C. 1- Controle. 2- Sementes
embebidas a 25 °C por 96 h. 3- Sementes secas a 50 °C por 24 h e
mantidas a 25 °C por 96 h. 4- Sementes secas a 50 °C por 24 h e
embebidas a 25 °C por 96 h. As barras representam o desvio-padrdo. As
médias entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6 — Médias da porcentagem de nucleos 2C, 4C e 8C. 5- Controle. 6- Sementes
secas a 50 °C por 24 h e mantidas a 25 °C por 132 h. 7- Sementes secas a
50 °C por 24 h e embebidas a 25 °C por 132 h. As médias entre 0s
tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 7 — Médias da porcentagem de nucleos 2C, 4C e 8C. 8- Controle. 9- Sementes
secas a 50 °C por 24 h e mantidas a 25 °C por 168 h. 10- Sementes secas a
50 °C por 24 h e embebidas a 25 °C por 168 h. As médias entre 0s
tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A presenca de alto percentual de nucleos 2C em sementes maduras e secas
tem sido observada no inicio da germinacdo para Acer saccharinum (KOZEKO;
TROYAN, 2000), Arabidopsis thaliana (RAZ et al., 2001), Coffea arabica (SILVA
et al., 2008), Inga vera (FARIA et al., 2004) e Leucaena leucocephala (OLIVEIRA,

2009), entre outras espécies.

4.2. Caracterizacao parcial de genes expressos no eixo embrionario

A extracdo do RNA total a partir de eixos embrionarios de sementes de
Melanoxylon brauna, utilizando-se o reagente Kit PureLink ™ PlantRNA, mostrou-se
eficiente para a obtencdo de RNAs de qualidade, adequados para posterior sintese de

cDNA (Figura 8).
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Figura 8 — Anélise da qualidade do RNA total extraido a partir de embriGes de
sementes de Melanoxylon brauna em gel de agarose formaldeido 1,2%.
R2 = amostra diluida 2X em relagdo a R1.

Dos 20 pares de oligonucleotideos testados com DNA extraido de folhas de
Arabidopsis thaliana, foram selecionados cinco relacionados com os genes CAT1,
SPS1, ABI5, Transk e PM25 para amplificacdo de sequéncias homologas a partir do
cDNA de Melanoxylon brauna. A escolha dos pares de oligonucleotideos foi baseada
na correspondéncia do tamanho de fragmento amplificado com o tamanho predito
com base na sequéncia de Arabidopsis utilizada para o desenho dos
oligonucleotideos (Figura 9).

Como pode ser observado na Figura 10, através da técnica da reacdo da
cadeia da polimerase foi possivel verificar produtos da amplificacdo gerados a partir
da utilizacdo dos cincos pares de primers selecionados e 0 cDNA de Melanoxylon
brauna.

Em relacdo aos produtos gerados a partir dessa analise, pdde-se observar mais

de um fragmento nos pares de oligonucleotideos avaliados.
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Figura 9 — Analise eletroforética em gel de agarose 1% para validacdo da capacidade
de amplificacdo dos pares de oligonucleotideos degenerados utilizando
DNA extraido de folhas de Arabidopsis thaliana. M: 1kb Plus DNA
Ladder; Controle +: primer especifico para Arabidopsis thaliana. Na parte
superior das canaletas, encontram-se as siglas referentes aos genes
utilizados para a confeccdo dos primers.
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Figura 10 — Analise eletroforética em gel de agarose 1% para validacdo da
capacidade de amplificacdo de primers degenerados utilizando cDNA de
Melanoxylon brauna. M: 1kb Plus DNA Ladder; Controle +: DNA de
Arabdopsis thaliana e primer referente ao gene CAT1. Na parte superior
das canaletas, encontram-se as siglas referentes aos genes utilizados para
a confecgdo dos primers.

Apbs a confirmacdo da clonagem de fragmentos obtidos a partir da
amplificagdo utilizando primers para os genes CAT1, SPS1, ABI5, Transk e PM25 e
cDNA de Melanoxylon brauna (Figura 11), foram submetidos ao sequenciamento os
clones referentes aos genes CAT1 (amostras 1 e 5), SPS1 (amostras 3, 4 e 5), ABI5
(amostras 8 e 9), Transk (amostra 4) e PM25 (amostras 4 e 5), que apresentaram
fragmentos amplificados de tamanho igual ao obtido a partir da amplificacdo do
cDNA.
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Figura 11 — Andlise eletroforética do produto de PCR de colbnias para a confirmagéo
da clonagem de fragmentos obtidos a partir da amplificacdo de cDNA de
eixo embriondrio  de Melanoxylon brauna utilizando pares de
oligonucleotideos degenerados desenhados a partir de sequéncias de
genes de Arabidopsis expressos em sementes e relacionados com o
desenvolvimento, maturagéo, protecdo e tolerancia a dessecagdo. M: 1kb
Plus DNA Ladder; Controle +: DNA de Arabdopsis thaliana e primer
referente ao gene CAT1. Na 1 a 9: DNA bactérias transformadas e
primers dos genes selecionados. Na parte superior das canaletas,
encontram-se as siglas referentes aos genes utilizados para a confecc¢ao
dos primers.

Verificou-se a similaridade das sequéncias obtidas com as sequéncias dos
genes homdlogos caracterizados em outras espécies de plantas, confirmando a
amplificacdo e clonagem das sequéncias dos genes as sequéncias de nucleotideos
obtidas a partir das amostras 5 para o gene CAT1, 3 e 5 para o0 gene SPS1, 4 para 0
gene Transk e 8 para o gene PM25, utilizados para a confecgéo dos primers (Tabela
3).

Com as sequéncias de nucleotideos obtidas desses genes, pares de
oligonucleotideos especificos poderdo ser futuramente desenhados para posteriores
estudos de expressdo g@énica visando correlacionar a expressdo dos genes
selecionados com a perda da capacidade germinativa de sementes de Melanoxylon
brauna.
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Tabela 3 -

Analise da similaridade das sequéncias clonadas correspondentes aos
genes CAT1, SPS1, PM25 e Transk com sequéncias depositadas em
bancos de dados do NCBI. N°. de acesso: identificacdo da sequéncia de
nucleotideo no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information — http://www.ncbi.nlm.nih.gov) das espécies. Tamanho:
nimero de nucleotideos. e-value: indicativo da probabilidade de o
alinhamento das sequéncias ocorrer ao acaso. ldentidade: porcentagem de
identidade com a sequéncia depositada

Genes Espécies N°. de Acesso Tamanho  e-value Identidade

(NCBI) (pb) (%)

CAT1-5 G. Max AF035252.1 1733 2e-110 88
SPS1-3 Medicago AF322116.2 3579 2e-104 87
V.faba 756278.1 3419 8e-104 87

H. lupulus EF624248.1 963 3e-103 87

SPS1-5 V.faba 756278.1 3419 le-91 88
PM25-8  A. thaliana D64139.1 1080 8e-79 100
A.thaliana NM_113148.1 998 le-44 83

Transk-4 G. Max AK244017.1 1224 9e-83 87
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados, chegou-se as seguintes conclusoes:
- As sementes de Melanoxylon brauna que foram submetidas a secagem em estufa,
em diferentes tempos e temperaturas, apresentaram reducdo gradativa na
porcentagem de germinacéo.
- Os eixos embrionarios das sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou ndo a
secagem artificial em estufa apresentaram nucleos 2C, 4C e 8C.
- A maioria dos nucleos avaliados apresentou o percentual de ndcleos com ploidia de
DNA 2C (95%), indicando que a maioria das células se encontrava na fase G1 do
ciclo celular.
- As sementes submetidas a secagem rapida em estufa também exibiram a presenca
de ndcleos 2C, 4C e 8C e ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no
percentual de ndcleos com ploidia de DNA 2C, 4C e 8C em relacdo as sementes que
ndo foram submetidas a secagem em estufa.
- Foram caracterizados parcialmente os genes CAT1, SPS1, ABI5, Transk e PM25 de

Melanoxylon brauna expressos no eixo embrionério de sementes.
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