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“A neve e as tempestades matam as flores,
mas nada podem contra as sementes.”
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RESUMO

Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf., pertence a familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinoideae. E uma espécie arborea nativa do Madagascar e amplamente adaptada
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Apresenta importancia ornamental,
medicinal e industrial. Estudos que eludicam a biologia da germinacdo de espécies
nativas e exoticas podem subsidiar a tecnologia de producdo e manejo de mudas, para
diversos fins, principalmente na recuperagdo de areas naturais degradadas e comerciais.
Neste sentido, este trabalho teve como objetivo, estudar a biologia da germinacdo de
sementes de D. regia, com enfoque nos efeitos promovidos pelos diferentes tratamentos
de escarificacdo, analises da morfoanatomia e da mobilizacdo de reservas durante o
desenvolvimento pos-seminal e respostas anti-oxidativas na germinagdo. Sementes
foram coletadas do banco de solo e os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente ao acaso. Sementes de D. regia apresentam dorméncia fisica e diferentes
respostas germinativas frente as escarificagbes térmica, mecanica e quimica. As
escarificacBes térmica a 90°C por 1 e 3 minutos e a escarificacdo mecéanica com a lixa
no lado oposto do embrionario foram os mais eficientes na superacdo da dorméncia
fisica. Sementes expostas ao &cido sulfurico possivelmente tiveram danos nas
membranas internas. As plantulas de D. regia concluem seu desenvolvimento aos 11°
DAS e sdo do tipo fanéreo-epigeo-cotiledonar. As proteinas e lipidios constituem as
reservas iniciais nos cotilédones e sdo mobilizadas durante o desenvolvimento da
plantula. As reservas de amido foram completamente exauridas no 30° DAS e coincidiu
com o periodo em que os cotilédones senesceram. Concentracdes de peréxido de
hidrogénio e superoxido foram observadas durante toda a germinacdo das sementes e
possivelmente atuaram na sinalizacdo da biossintese de acido giberélico. As enzimas
catalase, ascorbato peroxidase, peroxidase e superdxido dismutase atuam nas respostas
anti-oxidativas, removendo o peroxido de hidrogénio e o superdxido. As enzimas a- e
B-amilase apresentam atividade durante a germinacdo de sementes de D. regia, na
mobilizagdo das reservas de amido. Conjuntamente, os dados permitem observar que
esta espécie, apos a superacdo da dorméncia fisica e inicio da embebicdo, apresenta um
metabolismo que estimula a sintese de hormonios que levam a mobilizacdo de reservas
e promovem a formacéo de novos compostos e energia.

Palavras-chave: mobilizacdo de reservas, plantula, tecnologia de producéo de mudas.
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ABSTRACT

Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf., belongs to the family Fabaceae and subfamily
Caesalpinoideae. It is a tree species native to Madagascar and widely adapted in the
tropical and subtropical regions of the world. It presents ornamental, medicinal and
industrial importance. Studies that elude the germination biology of native and exotic
species can subsidize the seedlings production technology and management, for several
purposes, mainly in the degraded natural areas recovery and commercial uses. The aim
of this research was to study the D. regia seed germination biology, focusing on the
effects promoted by different scarification treatments, morphoanatomy and reserve
mobilization during post-seminal development and antioxidative responses in the
germination. Seeds were collected from the soil bank and the experiments were carried
out in a completely randomized design. D. regia seeds present physical dormancy and
different germinative responses to thermal, mechanical and chemical scarification.
Thermal scarring at 90°C for 1 and 3 minutes and mechanical scarification with
sandpaper on the opposite side of the embryo were the most efficient in overcoming
physical. Seeds exposed to sulfuric acid may have damaged internal membranes. The D.
regia seedlings conclude their development at 11° DAS and are of the phenee-epigene-
cotyledon type. Proteins and lipids constitute the initial reserves in the cotyledons and
are mobilized during the seedling development. The starch reserves were completely
depleted in the 30° DAS and coincided with the period in which the cotyledons had
subsided. Concentrations of hydrogen peroxide and superoxide were observed
throughout the seed germination and possibly acted on the signaling of gibberellic acid
biosynthesis. The enzymes catalase, ascorbate peroxidase, peroxidase and superoxide
dismutase act on the anti-oxidative responses, removing hydrogen peroxide and
superoxide. The a- and B-amylase enzymes present activity during the D. regia seeds
germination, in the mobilization of starch reserves mobilization. Together, the data
allow us to observe that this species, after overcoming physical numbness and
beginning of imbibition, presents a rapid metabolism that stimulates the hormones
synthesis that stimulate the reserves mobilization and promote the formation of new
compounds and energy.

Keywords: reserves mobilization, seedling, seedling production technology.

XX



1. INTRODUCAO GERAL

Os estudos morfoldgicos, anatdmicos, fisioldgicos e bioquimicos de sementes e
plantulas podem auxiliar na compreenséo da biologia da germinacéo e desenvolvimento
pos-seminal de espécies florestais nativas e exoéticas. Dessa forma, estes dados podem
subsidiar pesquisas taxonomicas, a compreensdo de mecanismos de dorméncia,
dispersdo e sucessdo, além da interpretacdo dos testes realizados na fisiologia de
sementes em laboratério e do reconhecimento das espécies em bancos de sementes do
solo e de plantulas em formacdes florestais (MELO et al., 2004; LOUREIRO et al.,
2013).

Delonix regia (Bojer ex. Hook.) Raf. € uma espécie florestal exdtica, conhecida
como popularmente como flamboyant ou poinciana. pertence a familia Fabaceae e
subfamilia Caesalpinoideae (WANG et al., 2016). Nativa do Madagascar, foi
introduzida por todo o mundo (RIVERS, 2014) e amplamente utilizada como
ornamental em éreas tropicais, tais como Taiwan, india, Vietnam, Malasia e regi&o
central da América do Sul (WANG et al., 2016), devido a suas densas folhagens e
exuberantes flores (ADEWUYI et al., 2010; TAMAKI et al., 2010). Extratos das folhas
e cascas de D. regia apresentam antocianina, carotenoides, flavonoides e fenois (ADJE
et al.,, 2010; VEIGAS et al., 2012), que sdo usadas na medicina tradicional
principalmente na india, por apresentar atividades anti-inflamatérias (SHEWALE et al.,
2012), antioxidantes (CHAI et al., 2012) e antimicrobiana (SALEM et al., 2014).
Galactomananas sdo extraidas das sementes de D. regia, como matéria-prima na
industria farmacéutica, na producdo de capsulas que revestem drogas, e na alimenticia,
com propriedades espessantes (TAMAKI et al., 2010; BETANCUR-ANCONA et al.,
2011).

D. regia é uma espécie arborea decidua, de 5 a 20 metros de altura, com flores
de coloracdo vermelha a alaranjada que recobrem a copa de folhas (ADEWUYI et al.,
2010; BARNABY et al., 2016) (Figura 1A). As folhas sdo alternas, bipenadas e
recompostas, com 10 a 20 pares de folidlulos e as flores de coloragdo vermelha
brilhante, possuem de 8 a 11 cm de didmetro e uma pétala superior maior e distinta,
com coloracdo amarelada (Figura 1B) e o florescimento ocorre entre 0os meses de
setembro a janeiro. D. regia apresenta vagens, de 30 a 50 cm de comprimento (DU
PUY et al., 1995), que caem gradualmente apds a maturacdo (figura 1C) e sdo usadas
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como matéria-prima para a producdo de carvao ativado (VARGAS et al., 2011). As
sementes apresentam coloragdo marrom-claro (figura 1D), sdo ortodoxas e apresentam
dorméncia fisica (ATAIDE et al., 2013; JAGANATHAN et al., 2013; JAYASURIYA et
al., 2013). A dorméncia fisica presente nas sementes de D. regia dificulta a germinacéo
e propagacdo desta espécie no meio nativo € dificil, devido a dorméncia fisica das
sementes, que dificulta a germinacdo e a propagacdo no meio nativo (STEBBINS,
1999).

A

Figura 1. Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. A — Aspecto geral da arvore; B — Detalhe da flor (barra =
2 cm); C — Fruto tipo legume (vagem) maduro aberto (barra = 5 cm); D — Sementes no banco de solo
(barra = 1,5 cm). Fonte: arquivo pessoal da autora.

A dorméncia de sementes é um estado fisiologico em que as sementes nao

germinam mesmo quando em condi¢Bes adequadas de &gua, luz, temperatura e oxigénio



(BASKIN E BASKIN, 2003; BASKIN E BASKIN, 2004; EINALI e VALIZADEH,
2017). A dorméncia é uma importante estratégia que garante que as espécies dispersem
novos individuos ao longo de um espaco de tempo, por permitir com que as sementes
germinem sob condi¢des ambientais adequadas (KOS et al., 2012; NONOGAKI, 2014;
HOYLE et al. 2016). Assim, a dorméncia de sementes garante a sobrevivéncia,
dispersdo e persisténcia das sementes no solo alem de determinar a composigdo e a
dindmica da comunidade vegetal e subsidiar a compreensdo de aspectos bioldgicos das
plantas (PAULSEN et al., 2013). Entretanto, a dorméncia de sementes ocasiona
problemas na producdo de mudas de espécies nativas e cultivadas e dessa forma,
métodos devem ser aplicados para superacdo a fim de elevar a taxa de germinagdo das
sementes (PEREIRA et al., 2016).

Nas sementes, a origem da dorméncia pode ser priméaria e/ou secundaria. A
dorméncia priméria ocorre durante o desenvolvimento e maturacdo das sementes,
enquanto que na dorméncia secundaria, as sementes ao serem maduras e dispersas da
planta-mée percebem sinais desfavoraveis do ambiente e entdo, tornam-se dormentes
(BASKIN e BASKIN, 2004). Dentre esses tipos de origem da dorméncia de sementes,
ha cinco classes de dorméncia conforme as causas envolvidas de acordo com Baskin e
Baskin (2003) (quadro 1).

Quadro 1. Classes da dorméncia de sementes (modificado de Nikolaeva, 1977 e
Baskin e Baskin, 1998)

Classe da dorméncia Causa(s) da dorméncia

Fisiologica Baixo desenvolvimento do embrido, devido a
resisténcia do tegumento ou envoltérios que
impede o potencial crescimento do embrido

Morfoldgica Embri&o indiferenciado ou subdesenvolvido e
gue necessita de um tempo para concluir seu
desenvolvimento apos dispersdo das sementes,
para que possam germinar

Morfofisiologica Combinagdo do embrido subdesenvolvido ou
indiferenciado e embrido fisiologicamente
dormente

Fisica Semente (ou fruto) revestida(o) por camada(s)

de células em palicada, impermeavel a agua.
Combinada (fisica + fisiologica) Semente (ou fruto) revestida por camada
impermeavel a agua e embriéo
fisiologicamente dormente
(BASKIN e BASKIN, 2003)
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dorméncia fisica de sementes

A dorméncia fisica ocorre em aproximadamente 15 familias das Angiospermas,
sendo elas: Anacardiaceae, Bombacaceae, Cannaceae, Cistaceae, Convolvulaceae,
Cucurbitaceae, Geraniaceae, Fabaceae (incluindo as trés subfamilias Caesalpinoideae,
Mimosoideae e Papilionoideae), Malvaceae, Musaceae, Nelumbonaceae, Rhamanaceae,
Sapindaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae (BASKIN et al., 2000).

A dorméncia fisica é causada pela presenca de uma ou mais camadas de
macroesclereideos lignificados e dispostos em palicada, denominadas células
malpighianas, no tegumento das sementes (BASKIN et al., 2000; BASKIN, 2003;
BASKIN e BASKIN, 2003; BASKIN e BASKIN, 2004; RODRIGUES-JUNIOR et al.,
2014). As células malpighianas tornam o tegumento impermeavel a agua, pois sdo
revestidas por substancias hidrofébicas (GEISLER et al., 2017). A natureza destas
substancias € diversificada entre as espécies e em geral, constitui a suberina, lignina e
calose (KELLY et al., 1992; JAYASURIYA et al., 2007). Além da impermeabilidade a
agua, estas substancias presentes no tegumento das sementes com dorméncia fisica
constituem defesas quimicas contra predadores, patdgenos e microrganismos,
favorecendo assim, a formacdo do banco de sementes no solo (DALLING et al., 2011).

Em diferentes ecossistemas do mundo, bancos de sementes no solo séo formados
por sementes com dorméncia fisica de espécies arbdreas pioneiras (DALLING et al.,
2011; ZAMALEA et al., 2015). O banco de sementes no solo constitui uma forma de
estocar sementes viaveis no solo e € importante de manutencédo da diversidade ecoldgica
em ecossistemas naturais (SAVADOGO et al., 2016). Investigar fatores envolvidos na
superacdo da dorméncia fisica das sementes é importante para conhecer a reproducéo
destas espécies pioneiras com o intuito de regenera-las e, consequentemente, atuar na
recuperacdo de ambientes naturais degradados (DALLING et al., 1998; HONNAY et
al., 2008; DOUH et al., 2018).

A dorméncia fisica de sementes é superada em condi¢des naturais (altas
temperaturas, secas e queimadas, resfriamento/descongelamento e passagem pelo trato
digestivo de animais sdo fatores naturais que atuam na superacéo de dorméncia fisica de
sementes) e artificiais (escarificacbes mecénica, fisica e quimica) (BASKIN e BASKIN,
1998; BASKIN et al., 2000; BASKIN e BASKIN, 2003; BASKIN e BASKIN, 2004).
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Estas condi¢bes promovem um ponto de abertura (“water gap”) de uma estrutura
anatdbmica especializada no tegumento das sementes que permite a entrada de agua
(BASKIN et al., 2000; BASKIN e BASKIN, 2003; GAMA-ARACHCHIGE et al.,
2013; JAGANATHAN et al., 2016). Conhecer os fatores ambientais envolvidos que
favorecam o ponto de abertura do tegumento de sementes com dorméncia fisica, pode
explicar como ocorre a germinagdo em condigdes naturais (GAMA-ARACHCHIGE et
al., 2013).

Na maioria das espécies da familia Fabaceae, a abertura para a entrada de agua
nas sementes ocorre um ponto de abertura no estrofiolo, que é uma estrutura primaria de
abertura (JAYASURIYA et al., 2012; GAMA-ARACHCHIGE et al., 2013; HUDSON
et al., 2015), como em ocorre em sementes de Delonix regia (JAGANATHAN et al.,
2016) e Senna multifuga (RODRIGUES-JUNIOR et al., 2014). O estrofiolo se fecha
quando a semente atinge a maturidade (figura 2A e B) e abre em resposta para algum
sinal ambiental, como altas temperaturas, por exemplo. Para isso, 0s macroesclereideos
se afastam da regido do estrofiolo, para o ponto de abertura em que a agua entra na
semente (figura 2C) (BASKIN, 2003).

RL My L

(a)

Figura 2. Sec¢do longitudinal representativa da semente de espécie da familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae. A - aspecto geral; B - detalhe da regido da semente demonstrando o estrofiolo fechado;
C - detalhe da porcdo da semente demonstrando o estrofiolo aberto. Cl — fenda; Cu — cuticula; E -
embrido; H — hilo; L — estrofiolo; M — micropila; P — camada impermeavel de células em paligada do
tegumento; RL — radicula (BASKIN, 2003).

Quando ocorre a formacéo deste ponto de abertura, o estrofiolo ndo pode mais se

fechar e a germinagéo se inicia imediatamente se tiver disponibilidade de agua, luz e
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oxigénio, exceto para as sementes que apresentam dorméncia combinada: dorméncia
fisica + fisiologica (BASKIN e BASKIN, 2004). Outras estruturas, como o hilo, atuam
como o ponto de abertura para a entrada da agua, assim, o estrofiolo serve como
estrutura secundaria de abertura, como em sementes de Sophora alopecuroides (HU et
al., 2008), Peltophorum dubium, Mimosa bimucronata (GEISLER et al., 2017),
Dimorphandra exaltata e D. wilsonii (MATHEUS et al., 2017).

A estrutura primaria e secundaria do ponto de abertura em sementes com
dorméncia fisica é coletivamente denominada de “complexo de ponto de abertura”. O
termo “ponto de abertura” refere-se apenas a abertura primaria no tegumento das
sementes durante a superacdo da dorméncia (GAMA-ARACHCHIGE et al., 2013).
Conforme o tipo de abertura que se desenvolve, o complexo do ponto de abertura pode
ser classificado em trés tipos: tipo I, ponto de abertura com a abertura estreita e linear
coberta por células em palicada alongadas; tipo I, o ponto de abertura € circular ou
estreita coberta por estrutura similar a uma tampa formada pelas células em palicada e
tipo 111, o ponto de abertura apresenta abertura estreita ou circular coberta por estrutura
semelhante a uma tomada formada pelas células esclerenquimaticas (GAMA-
ARACHCHIGE et al., 2013).

2.2. Morfologia interna das sementes pela analise em raios X

CondicGes ambientais desfavoraveis como altas temperaturas, escassez ou
excesso de agua e doencas podem afetar 0 metabolismo das plantas que comprometem a
formacédo das sementes e, consequentemente, reduzem a germinagéo e o vigor (SILVA
et al., 2012). O uso dos raios X em sementes florestais tem auxiliado nas analises da
qualidade fisiologica, por serem comumente alvos de predacdo, de injdrias, ma-
formacdo estrutural e do embrido, que podem ocasionar danos na germinagdo
(OLIVEIRA et al., 2003; MASETTO et al., 2007; SILVA et al.,, 2012). As injdrias
mecénicas ocasionadas durante o beneficiamento e a infestagdo por insetos nas
sementes sdo de dificil observagdo, porém sdo facilmente detectadas pelas radiografias
(OLIVEIRA et al., 2004).

O estudo da morfologia interna, por meio de raios X, foi primeiramente utilizado
por Simak e Gustafsson em 1953, para sementes de Pinus sylvestris L. (PUPIM et al.,
2008; AMARAL et al., 2011; KOBORI et al., 2012). Os raios X é uma técnica

promissora para a analise da qualidade fisiologica de sementes indicada pela ISTA —
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“International Seed Testing Association” - desde a década de 1980 (ISTA, 2009) e
desde entdo, vém sendo aprimorado para o estudo de sementes de diversas espécies
cultivadas e florestais (PUPIM et al., 2008).

Os raios X constituem um método simples, ndo destrutivo, eficiente e rapido
para a analise da morfologia interna das sementes, por permitir visualizar as partes das
sementes, identificando o grau de maturacdo e as alteragdes (PINTO et al., 2009;
BELIN et al., 2011). Por nédo ser destrutivo, é possivel aliar as condicdes fisicas das
sementes observadas nas analises em raios X com testes de germinacdo e vigor,
permitindo obter varios pard@metros da qualidade fisiologica das sementes (TONETTI et
al., 2006; ARRUDA et al., 2016).

A técnica tem como principio a absorcdo de raios X em diferentes intensidades
pelos varios tecidos das sementes, que apresentam espessuras, densidades e composicao
distintas, além do comprimento de onda da radiacdo (BINO et al., 1993). As sementes
sdo postas entre um filme fotossensivel e uma fonte de baixa energia de raios X.
Quando as sementes sdo expostas a radiacdo, os raios X a atravessam e atingem o filme,
¢ gerada uma imagem com areas mais escuras, e 0S raios X penetraram com maior
facilidade em areas mais claras, que correspondem as partes mais densas da semente
(ISTA, 2009).

Diante da importancia de reflorestamento de areas nativas devastadas e
conservacdo de espécies florestais nativas em forma ex situ, a avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes faz-se necessario para aprimorar a propagacao das espécies de
maneira bem-sucedida (MASETTO et al., 2007).

2.3. Germinacado, mobilizacéo de reservas e desenvolvimento pos-seminal

A germinacdo das sementes se inicia com a embebicdo e culmina com a
protrusdo da radicula (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). Fisiologicamente, a
germinacdo é um evento complexo em que ocorrem muitas atividades moleculares,
metabdlicas e celulares (BAILLY, 2004). A germinacéo € dividida em trés fases: fase |
ou inicial, em que se inicia com a embebicdo; fase Il ou estacionaria, com baixa
embebicdo, mas alta atividade metabdlica e fase Ill, que termina com a protrusédo da
radicula (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). A entrada de agua nas sementes
ortodoxas durante a fase | resulta no reestabelecimento da conformagéo das membranas
celulares. Apds o inicio da embebicdo, hé a retomada do metabolismo, em que enzimas
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presentes na semente reassumem suas fungdes, com aumento do consumo de oxigénio e
da atividade respiratéria (BEWLEY, 1997).

Consequentemente ha retomada do metabolismo, ha ativacédo de sintese proteica
que induz a producdo de enzima hidroliticas, que promovem a mobilizacdo das reservas
(BEWLEY, 1997; DANTAS et al., 2008; NONOGAKI et al., 2010). que constituem a
fonte heterotrdfica de energia (GALLARDO et al., 2008). Os constituintes de reservas
sdo principalmente as proteinas, lipideos e carboidratos, sintetizados e acumulados nos
cotilédones e/ou endosperma durante o desenvolvimento e maturacdo fisioldgica das
sementes (BEWLEY, 1997; REN et al., 2007; GALLARDO et al., 2008; SORIANO et
al., 2011). As reservas devem estar presentes nas sementes em quantidade suficiente
para que as plantulas se desenvolvam e estabelecam (SANTOS e BUCKERIDGE,
2004; MENA-ALI e ROCHa, 2005).

Com o inicio da germinagdo, h& ativacdo de sintese proteica que induz a
producdo de enzima hidroliticas, que promovem a mobilizacdo das reservas (BEWLEY,
1997; DANTAS et al., 2008; NONOGAKI et al., 2010). As proteinas armazenadas nas
reservas das sementes sdo clivadas em aminoacidos livres para a biossintese de outras
proteinas e compostos nitrogenados (TAN-WILSON e WILSON, 2012). Os corpos
lipidicos presentes nas reservas de sementes contém triacilglicerois, que s&o
mobilizados por intermédio da beta-oxidacao dos acidos graxos e ciclo do glioxilato, via
gliconeogénese para a sintese de amido (DOMAN et al., 1982; HUANG, 1994;
ROCHA et al., 2012; MA et al., 2016). O amido fornece glicose para suprir o carbono
na constituicdo das membranas e paredes celulares durante o crescimento do embrido na
germinacdo (KLERK et al., 1986; MAGALHAES et al., 2010).

O estudo dos aspectos biologicos da germinacdo e do desenvolvimento das
plantulas de espécies florestais podem fornecer informacdes para a interpretacdo de
testes de vigor e da qualidade fisiolégica das sementes (SILVA e MORO, 2009),
subsidiar estudos taxondomicos (ABOZEID et al.,, 2017) e na compreensdo das
estratégias fisiologicas e ecoldgicas das espécies, tais como mecanismos de dispersao,
sucessdo e regeneracdo natural (SILVA e MORO, 2008; Soriano et al., 2011; SILVA et
al. 2015; DUARTE et al., 2016; PAULA et al., 2016). Além disso, conhecer as reservas
presentes nas sementes destas espécies podem esclarecer como ocorre a permanéncia
das sementes no banco de solo e sua susceptibilidade a predagdo (RAIJOU e
DEBEAUJON, 2008).



2.4. Producdo de espécies reativas de oxigénio durante a germinagéo

Nas sementes, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo comumente
reconhecidas por ocasionar danos as membranas e constituintes celulares (MOOTHOO-
PADAYACHIE et al., 2016). As EROs podem reagir com os lipidios, DNA e proteinas.
No caso das proteinas, a oxidacdo pode desencadear modificacBGes de suas propriedades
ligantes e enzimaticas e levar a diversas alteragfes funcionais (ORACZ et al., 2007;
RAIJOU e DEBEAUJON, 2008). As EROs sdo produtos formados ao longo de varios
processos fisioldgicos, como a fotossintese e fotorrespiracdo, por exemplo (RECALDE
et al., 2018). Além disso, também atuam nas vias de sinalizacdo, durante o
desenvolvimento das plantas, em resposta as reacfes fisiologicas e sinais ambientais
(SUZUKI et al., 2011).

As EROs sdo o radical hidroxila (OH), peréxido de oxigénio (H.O,) e
superoxido (O,7) formados a partir de um, dois ou trés elétrons transferidos para o
dioxigénio (O;) e sdo subprodutos toxicos de varios processos do metabolismo que
consomem O, celular, como por exemplo, a cadeia transportadora de elétrons
(SCHOPHER et al., 2001; MORCHER et al., 2015). Geralmente, a producédo das EROs
é intracelular e ocorre nas mitocéndrias, cloroplastos e peroxissomos (FARNESE et al.,
2016).

Para se protegerem contra os danos ocasionados pelas EROs, as sementes
apresentam mecanismos ndo enzimaticos e enzimaticos (BAILLY, 2004; SHARMA et
al., 2018). Entre esses compostos antioxidantes ndo enzimaticos podem citar o a-
tocoferol (YANG et al., 2001; SIMONTACCHI et al., 2003), os flavonoides e fendis
(YANG et al., 2001) e os carotenoides e o acido ascorbico (SHARMA et al., 2018) e as
enzimas superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APO) e glutationa redutase (GR) (PUKACKA e RATAICZAK, 2005;
SHARMA et al., 2018).

Apesar dos efeitos danosos, as EROs também atuam como mensageiros
secundarios ao enviar sinais para as vias de transdugdo, que controlam diversos
processos tais como o crescimento e desenvolvimento das plantas, respostas ao estresse
e morte celular programada (GECHEYV et al., 2006; KRANNER et al., 2010). Durante o
processo de germinacdo, na fase estacionaria ocorre maior producdo de EROs
(BAILLY, 2004; BOGDANOVIC et al., 2008), que estimulam diversos processos
bioguimicos e fisiologicos durante a germinacdo de sementes, como a producdo de
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acido giberélico (YE et al., 2012). No entanto, ainda sdo desconhecidos os locais em
que as EROs sdo formadas durante a germinacdo. Bailly (2004) ressalta que 0 eixo
embrionario, tegumento e camada de aleurona sdo possiveis locais de sintese. A
producdo extracelular de EROs levam ao enfraquecimento das paredes celulares e
promovem a elongagdo celular durante a germinacdo de sementes (MULLER et al.,
2009). Kranner et al (2010) observaram que durante a germinagdo de Pisum sativum, as
EROs eram produzidas no embrido, principalmente na radicula. Estes autores
verificaram ainda que o perdxido de hidrogénio, dioxigénio e hidroxila atuavam no
crescimento e diferenciacdo, desenvolvimento de pelos radiculares e enfraquecimento
das paredes das células no eixo hipocétilo-radicula para a elongacdo celular,

respectivamente.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Objetivou-se estudar a biologia da germinacdo e desenvolvimento pds-seminal
de Delonix regia (Bojer ex. Hook) Raf. sob os aspectos fisiologicos, morfoanatdbmicos e

bioquimicos.

3.2. Objetivos Especificos

e Ampliar os conhecimentos acerca da germinacdo de sementes de D. regia,
guanto a superacdo de dorméncia fisica, morfologia interna das sementes pelo
uso da técnica de raios X, comportamento de embebicdo, teor de &gua e
alteraces estruturais no tegumento sob diferentes tratamentos pré-germinativos;

e Caracterizar a morfoanatomia na germinacéo e desenvolvimento das plantulas de
D. regia;

e Identificar a mobilizacdo das reservas de D. regia durante a germinagdo e
desenvolvimento pds-seminal, sob aspectos histoquimicos e bioquimicos;

e Compreender as respostas antioxidativas quanto a producéo de espécies reativas
de oxigénio, de enzimas antioxidativas e das enzimas que atuam na mobilizacdo

de reservas na germinacgéo de sementes de D. regia;
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CAPITULO 1

Analise do efeito dos tratamentos pré-germinativos na superacdo da dorméncia
fisica de sementes de Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae:
Caesalpinoideae)

Resumo

Estratégias artificiais para a superacdo de dorméncia fisica em sementes séo
utilizadas para alterar a estrutura do tegumento, tornando-o mais impermeavel a agua.
Dessa forma, esta pesquisa objetivou estudar as possiveis alteracdes que estes métodos
podem ocasionar no tegumento e na estrutura interna das sementes de Delonix regia
(Bojer ex Hook.) Raf. Sementes foram coletadas em banco de solo e submetidas a
escarificacGes térmica, mecéanica e fisica. Em delineamento inteiramente ao acaso,
foram analisados a taxa de germinacdo, teor de agua, padrdo de embebicdo, a
morfologia interna das sementes por analises em raios X, a ultraestrutura do tegumento
e a producdo de malondialdeido (MDA). As sementes de D. regia apresentam um teor
inicial de &gua de aproximadamente 2% e demonstrou um padrdo trifasico de
embebicdo. A escarificacdo mecanica com a lixa no lado oposto do eixo embrionario
promoveu a formacdo de uma abertura artificial no tegumento e foi o método mais
eficiente na superacdo da dorméncia fisica das sementes de D. regia, com 98% de
sementes germinadas. Sementes submetidas a temperatura de 90°C tiveram
aproximadamente 60% de taxa de germinacdo. Analises ultraestruturais demonstraram
que altas temperaturas promovem a formacdo de rachaduras no tegumento destas
sementes. No entanto, sementes submetidas ao 4&cido sulfarico concentrado
demonstraram até 88% de sementes mortas. Foi observado que este metodo promove a
formagdo de rachaduras grandes e profundas e maior producdo de MDA quando
comparado com os demais tratamentos. As analises de raios X ndo permitiram distinguir
alguma alteracdo ou dano interno promovido por esses diferentes métodos de
escarificacdo. Dessa forma, foi possivel observar que o conjunto de analises da
germinacdo, morfoldgicos, ultraestruturais e bioquimicos podem associar a eficiéncia
dos métodos de superagdo de dorméncia fisica.
Palavras-chave: analise ultraestrutural, escarificagdo, raios X, malondialdeido.
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Analysis of the pre-germination treatments effect on seeds the physical dormancy

of Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae: Caesalpinoideae)

Abstract

Artificial methods for overcoming seeds physical dormancy are used to alter the
integument structure, making it more impermeable to water. Thus, this research aimed
to study the possible changes that these methods can promote in the integument and
internal structure of Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf seed. Seeds were collected on
soil banks and subjected to thermal, mechanical and physical scarification. In a
completely randomized design, the germination rate, water content, imbibition pattern,
internal seed morphology by X-ray analysis, tegument ultrastructure and
malondialdehyde (MDA) production were analyzed. D. regia seeds had an initial water
content of approximately 2% and demonstrated a three-phase imbibition pattern. The
mechanical scarification with sandpaper on the opposite side of the embryonic axis
promoted the formation of an artificial opening in the tegument and was the most
efficient method to overcome the physical dormancy of D. regia seeds, with 98%
germinated seeds. Seeds submitted to 90 ° C had approximately 60% germination rate.
Ultrastructural analyzes have shown that high temperatures promote the disruption in
the seed coat of these seeds. However, seeds submitted to concentrated sulfuric acid
showed up to 88% of dead seeds. It was observed that this method promotes the
formation of large and deep disruptions and higher MDA production when compared to
the other treatments. The X-ray analysis did not allow us to distinguish some alteration
or internal damage promoted by these different scarification methods. Thus, it was
possible to observe that the set of germination analyzes, morphological, ultrastructural
and biochemical can associate the efficiency of the overcoming physical methods.

Keywords: ultrastructural analysis, scarification, X-rays, malondialdehyde.

Introducéo

A dorméncia fisica é ocasionada pela presenca de uma ou mais camadas de
macroesclereideos lignificados e dispostos em palicada, denominadas células
Malpighianas, na exotesta do tegumento das sementes (BASKIN et al., 2000; BASKIN,
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2003; BASKIN e BASKIN, 2003; BASKIN e BASKIN, 2004; RODRIGUES-JUNIOR
et al., 2014). As células Malpighianas tornam o tegumento impermeével a agua, pois
sdo revestidas por substancias hidrofébicas (GEISLER et al., 2017), de natureza
diversificada, que constituem geralmente suberina, lignina e calose (KELLY et al.,
1992; JAYASURIYA et al., 2007). Além da impermeabilidade a agua, estas substancias
também atuam nas defesas quimicas contra predadores, patdgenos e microrganismos,
favorecendo assim, a formacdo do banco de sementes no solo (DALLING et al., 2011;
PAULSEN et al., 2013; JAYASURIYA et al., 2015).

A germinacgdo de sementes com dorméncia fisica ocorre quando o tegumento se
torna permedvel a agua (HU et al., 2009). Na maioria das espécies da familia Fabaceae,
a abertura para a entrada de agua nas sementes ocorre em um ponto de abertura, que
geralmente é o estrofiolo (JAYASURIYA et al., 2012; GAMA-ARACHCHIGE et al.,
2011; GAMA-ARACHCHIGE et al., 2013; HUDSON et al., 2015). O estrofiolo se
fecha quando a semente atinge a maturidade e abre em resposta para algum sinal
ambiental adequado (FERRERAS et al., 2018). Altas temperaturas, secas e queimadas,
disponibilidade de agua, resfriamento/descongelamento e passagem pelo trato digestivo
de animais sdo fatores naturais que atuam na superacdo de dorméncia fisica de sementes
(BASKIN et al., 2000; JAYASURIYA et al., 2012). Durante a formagao do ponto de
abertura, os macroesclereideos se afastam da regido do estrofiolo e consequentemente, a
semente torna-se permeavel a agua (BASKIN, 2003). A abertura do estrofiolo é um
evento irreversivel e dessa forma, ndo pode mais fechar (BASKIN e BASKIN, 2014).

Pesquisas que simulam condigdes naturais sdo extremamente importantes para
elucidar a biologia da germinacdo e dorméncia fisica de sementes de espécies florestais.
Entretanto, nestas condi¢Ges, podem levar entre meses a dois anos para que as sementes
superem a dorméncia fisica, como em Delonix regia (JAGANATHAN et al., 2016),
Dimorphandra wilsonii e D. exaltata (MATHEUS et al., 2017) e Vachellia cavea
(FERRERAS et al., 2018). Deste modo, a fim de acelerar a germinagdo de sementes,
principalmente para a produgdo de mudas, podem-se aplicar tratamentos pre-
germinativos para a superacdo de dorméncia fisica, como as escarificagdes mecénica,
quimica e termica (BASKIN e BASKIN, 2004). As escarificacbes visam tornar as
sementes duras mais permeaveis a entrada de agua, luz e temperatura (BRUNO et al.,
2001).
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Dentre 0os metodos de escarificacdo, encontram-se a imersdo das sementes em
acidos, bases fortes, agua quente ou fria, alcool, peréxido de hidrogénio ou impactos
sobre superficies solidas (BRUNO et al., 2001). Entretanto, a aplicabilidade e a eficacia
destes meétodos dependem da intensidade da dorméncia, que é varidvel entre as
diferentes espécies e até mesmo, nas mesmas espécies encontradas em diferentes locais
e, também da época de coleta (PASSOS et al., 2007). Além disso, estes métodos devem
ser eficazes na superagdo da dorméncia, sem ocasionar danos nas sementes (PASSOS et
al., 2007), e apresentarem alto grau de reprodutibilidade (ZAIDEN e BARBEDO,
2004).

Comumente, é adotado o teste de germinacao para se determinar a eficacia dos
métodos de escarificagdao, que pode ser uma analise imprecisa (DELL’AVILA, 2007).
Além da dorméncia, sementes de espécies florestais possuem altos riscos de predacao,
podem ser vazias e apresentar ma-formacdo do embrido (MASETTO et al.; 2007).
Dessa forma, é interessante associar diferentes tratamentos pré-germinativos por
escarificacdo com outras técnicas fisicas, fisiologicas e bioquimicas, a fim de
possibilitar a analise da qualidade fisiologica das sementes (DELL’AQUIILA, 2007). A
técnica de raios X tem sido adotada pelo ISTA (International Seed Testing Association)
por realizar estudos morfoldgicos e fisiologicos de sementes de espécies florestais
(FARIA et al., 2018). Trata-se de um método fisico, simples, rapido e ndo destrutivo
que permite observar a morfologia interna das sementes (DELL’AQUILA, 2007;
MASETTO et al., 2007; MAHAJAN et al., 2018) e consequentemente, possibilita
distinguir sementes malformadas e vazias de um lote, as quais podem influenciar nos
resultados de germinacdo (AMARAL et al., 2011). Por outro lado, a analise da
peroxidacdo de lipidios das membranas internas pela formacdo de malondialdeido
(MDA) (BAILLY et al., 2000), podem fornecer suportes adicionais na investigacdo do
nivel de danos promovidos pelas escarificagdes em sementes.

A dorméncia fisica esta presente em sementes de aproximadamente 15 familias
das Angiospermas, dentre estas, encontra-se a familia Fabaceae (BASKIN et al., 2000),
incluindo espécies que possuem importancia econdmica e ecolégica (RODRIGUES-
JUNIOR et al., 2014), como Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. D. regia apresenta
sementes com dorméncia fisica (ATAIDE et al., 2003; ZWIRTES et al., 2013;
JAGANATHAN et al., 2016). E uma espécie com alto potencial ornamental por causa

de suas densas folhagens e exuberantes flores vermelhas (TAMAKI et al., 2010), na
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medicina tradicional (SHEWALE et al., 2012; CHAI et al., 2012; SALEM et al., 2014),
na industria farmacéutica e alimenticia (TAMAKI et al., 2010; BETANCUR-ANCONA
etal., 2011).

Estudos que analisam os efeitos dos diferentes tipos de escarificacbes para a
superacdo de dorméncia fisica, associando-os com a morfologia interna da semente,
além das possiveis alteracdes estruturais no tegumento e na degradacdo das membranas
dos tecidos internos das sementes, correlacionando-os com a germinacdo ainda sdo
escassos. Neste contexto, esta pesquisa objetivou analisar a biologia da germinacdo das
sementes de D. regia quanto aos diferentes tratamentos pré-germinativos e 0s possiveis

efeitos que estes tratamentos poderiam promover no tegumento e na estrutura internas.

Material e métodos

Espécie de estudo — Delonix regia (Bojer ex. Hook.) Raf., conhecida como
popularmente como flamboyant. pertence a familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinoideae, e é nativa do Madagascar e introduzida por todo o mundo (RIVERS,
2014). E uma arvore decidua que pode atingir entre 5 a 20 metros de altura, as folhas
sdo alternas, recompostas, bipinadas, com 10 a 20 pares de foli6lulos e frutos com 30 a
50 cm de comprimento, de coloragdo marrom escura e deiscentes quando maduros.
Apresenta flores de coloracdo vermelha brilhante, de 8 a 11 cm de diametro e uma
pétala superior maior e distinta, com coloracdo amarelada e o florescimento ocorre entre

0S meses de setembro a janeiro (DU PUY et al., 1995).

Coleta e beneficiamento - As sementes foram coletadas no banco de sementes
do solo de individuos de Delonix regia em Rio Verde, Goias, Brasil (17°80°31”’S e
50°90°7”W) entre marco de 2017 a fevereiro de 2018. No beneficiamento, foram
selecionadas apenas sementes visivelmente integras. Experimentos de superacdo de
dorméncia, germinacdo, curva de embebicdo e localizagdo de entrada de &gua,
alterac6es morfoldgicas e anatbmicas foram realizados nos Laborat6rios de Sementes,
do IF Goiano (Rio Verde, Goias. Brasil) e Laboratorio de Anatomia Vegetal, da
Universidade Federal de Goias, Regional Jatai (UFG/REJ. Jatai, Goias, Brasil).
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Tratamentos pré-germinativos para a superagdo da dorméncia — As
sementes foram submetidas aos diferentes tratamentos pré-germinativos, a fim de se
realizar a superacdo da dorméncia: tratamento controle (T0); escarificacdo térmica em
agua destilada (T1 — a 80°C por 1 minuto; T2 — a 80°C por 3 minutos; T3 —a 90°C por
1 minuto; T4 — a 90°C por 3 minutos); escarificagdo mecénica com lixa n° 08, no lado
oposto do eixo embrionario (T5); escarificacdo quimica em &cido sulfurico concentrado
(T6 — por 60 minutos; T7 — por 90 minutos; T8 — por 120 minutos). Para cada
tratamento foram utilizadas 120 sementes, em que todas foram analisadas quanto a

morfologia interna por uso da técnica de raios X.

Morfologia interna das sementes pela técnica de raios X — ApOs 0S
tratamentos pré-germinativos, as sementes foram aderidas em placas de acrilico
transparente com o auxilio de fita adesiva dupla face. Em seguida, foram analisadas em
equipamento de raios X, sob 26 Kv de intensidade em 14,5 segundos de exposi¢do. A
analise das radiografias obtidas foi realizada em que as sementes foram divididas em
trés categorias: sementes preenchidas (100% cheias), sementes com cotilédones
defeituosos (danos < 50%) e sementes defeituosas no cotilédone e embrido (danos >
50%). Do total de 120 sementes analisadas, 100 sementes foram destinadas ao teste de
germinacdo, 10 para a determinacdo do teor de agua e 10 para anélise da peroxidacdo de

lipidios, escolhidas ao acaso.

Teste de germinacdo — As sementes foram germinadas em papel germitest,
umedecido com 2,5 vezes o peso do papel em volume de agua destilada, com quatro
repeticdes de 25 sementes, em camara tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a
25°C, sob condicdes de fotoperiodo 12/12 horas luz/escuro. Os resultados foram
expressos em porcentagem de sementes germinadas, considerando aquelas que
apresentaram protrusdo da radicula. Concomitantemente com o teste de germinacéo,
foram realizados o indice de velocidade de germinacdo (IVG) conforme Maguire
(1962).

Determinacéo do teor de agua — Foram selecionadas dez sementes para cada
um dos tratamentos pré-germinativos realizados para a superacdo de dorméncia. As
sementes foram submetidas a estufa a 103+/-5°C por sete dias consecutivos, em que se
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realizou a pesagem diariamente em balanca analitica de precisdo. A determinagdo do
teor de agua foi obtida de acordo com as Regras de Analise de Sementes (BRASIL,
2009),

Andlise da peroxidagdo de lipidios — A fim de se avaliar os danos em
membranas celulares, foi analisado a intensidade da peroxidacdo de lipidios pela
concentracdo estimada de malondialdeido (MDA), conforme Cakmak e Horst (1991).
Sementes foram submetidas aos diferentes tratamentos pré-germinativos e depois ao
nitrogénio liquido a fim de cessar o metabolismo. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o inicio do ensaio. A fim de extrair as amostras
[cotilédones + eixo embrionéario], as sementes foram novamente submetidas ao
nitrogénio liquido e quebradas com auxilio de um martelo, devido ao alto grau de
dureza do tegumento. Em balanca analitica de precisdo, foram pesadas, em triplicata,
proximamente 0,150 mg das amostras, que foram posteriormente maceradas em
nitrogénio liquido e 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 1%. (p/v) Em seguida, foram
centrifugadas em 12000 rpm xg, por 15 minutos, a temperatura de 4°C. Aliquota de 0,5
puL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 pL ao meio de reagdo constituido de TCA
15%.(p/v) e acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) e incubados em estufa a 97°C, por
30 minutos. Apos, foi cessada a reacdo em banho de gelo e centrifugado 9000 rpm Xxg,
por 5 minutos, a temperatura de 4°C. A leitura da reacdo foi realizada em
espectrofotbmetro  UV-visivel [Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts — EUA], e a absorbancia especifica do sobrenadante foi determinada no
comprimento de onda de 532 nm e a absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracédo
de TCA foi calculada pelo coeficiente molar de 155 Mm™ cm™ (HODGES et al., 1989)

e os resultados foram expressos em nmol g™ de massa fresca.

Curva de embebicdo - Foi determinada a partir da pesagem sistematica de
quatro repeticdes de 25 sementes, em intervalos de uma hora no periodo nas primeiras
12 horas, seguidos de intervalos de trés horas e, posteriormente de seis horas, até que
50% das sementes apresentassem emissdo de radicula. A partir das analises realizadas
para a superagdo de dorméncia (ver “resultados”), determinou-se utilizar o tratamento
pré-germinativo mais efetivo, ou seja, que teve a maior taxa de germinacdo. As
sementes foram embebidas em rolo de papel com trés folhas umedecidas com agua
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destilada, no volume 2,5 vezes o peso seco, mantidas em camara B.O.D. nas mesmas
condicBes de temperatura e luz pré-estabelecidas no teste de germinacdo. O ganho de
peso (GP) foi calculado de forma indireta, baseando-se no teor de agua inicial das
sementes e 0 peso Umido destas nos diferentes intervalos, conforme metodologia de
Zuchi et al. (2012) e Albuquerque et al. (2009), utilizando a seguinte formula: GP = Pf-
Pi/Pi x 100, em que Pf corresponde a massa final das sementes obtido a cada intervalo

de pesagem e Pi, a massa inicial das sementes antes da embebicao.

Andlise das alteracGes morfologicas das sementes durante a superacdo da
dorméncia e germinacao - Sementes foram submetidas a escarificacdo mecanica com a
lixa no lado oposto do eixo embrionario e postas para germinar. Realizou-se a
observacao e registros diariamente, apos o inicio da embebicdo até a protrusdo da

radicula, conforme Rodrigues-Junior et al. (2014).

Analise ultraestrutural dos efeitos dos tratamentos pré-germinativos no
tegumento - as sementes foram imediatamente coletadas apds submetidas aos
tratamentos pré-germinativos e secas sob papel toalha. Posteriormente, foram
conduzidas ao Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic),
do Instituto de Fisica, da Universidade Federal de Goias (IF/UFG, Goiania, Goias,
Brasil). As sementes foram diretamente metalizadas em ouro, de acordo com Matheus
et al. (2017), em equipamento Dentum Vacuum Desk V. As anélises em MEV foram
realizadas em microscépio eletrénico Jeol JSM-6610.

Analise anatdmica e micromorfoldgica do tegumento das sementes durante
a fase inicial da germinacdo - para o estudo em microscopia de luz, as sementes
submetidas a escarificagdo mecénica com a lixa no lado oposto do eixo embrionario
foram postas para germinar e coletadas no 1° e 3° DAS. Fragmentos do tegumento
foram fixados em solucéo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), desidratados em serie
etanolica crescente [30, 50, 70, 90 e 100%], por uma hora cada. As amostras dos
fragmentos foram incluidas e montadas em resina de metacrilato (Leica®, Alemanha),
conforme as especificacdes do fabricante. As sec¢des transversais foram obtidas a 5 um
de espessura em microtomo rotativo Leica RM 2235 (Wetzlar, Alemanha) e coradas em
azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1964). As analises foram realizadas em microscopio
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de luz Leica modelo DM 750, com cadmera acoplada ICCHD 50 (Wetzlar, Alemanha),
no Laboratério de Morfofisiologia, da Universidade Federal de Goias, Regional Jatai
(UFG/REJ, Jatai Goias, Brasil). Para a analise ultraestrutural em microscopia eletrnica
de varredura (MEV) foram realizadas nas amostras desidratadas em serie crescente de
acetona, secadas em ponto critico de CO, em equipamento Bal Tec CPD 030,
metalizadas em ouro em aparelho evaporador de ouro (Sputtering) Bal Tec SCD 050 e
observadas em microscopio eletronico de varredura Carl Zeiss LEO EVO 40 XVP, no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural (LME), do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA, Lavras,
Minas Gerais, Brasil).

Analise estatistica — realizou-se delineamento inteiramente ao acaso para todos
o0s experimentos. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regressdo, analise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey (P < 0,005). Os softwares Statistica (Palo Alto, CA,
USA) e SygmaPlot 14.0 (Systat Software Inc., Sdo José, Califérnia, EUA) foram usados

para os testes estatisticos e graficos, respectivamente.

Resultados

Germinacao das sementes e morfologia interna nos diferentes tratamentos
pré-germinativos para a superacéo de dorméncia

A porcentagem de sementes germinadas e IVG nos diferentes tratamentos pre-
germinativos para a superacdo de dorméncia de sementes de D. regia estdo expressos na
figura 1. As sementes que ndo foram submetidas aos tratamentos pré-germinativos, ou

seja, tratamento controle (TO) ndo apresentaram germinacao e, portanto, continuaram
dormentes. A escarificacdo mecénica pela lixa no lado oposto do eixo embrionario (T5)

obteve 98% de sementes germinadas. Dentre as sementes tratadas sob escarificagéo
térmica e quimica, a maior porcentagem de germinacdo foi observada no tratamento
com agua a 90°C por trés minutos (T4), com 57% e no acido sulfurico concentrado por
120 minutos, com 24% de germinacdo (T8). As porcentagens de sementes germinadas
ndo diferiram entre si, nos tratamentos de escarificagdo quimica com &cido sulfdrico
concentrado (T7, T8 e T9). O IVG apresentou valores significantemente maiores nas

sementes de D. regia que foram escarificadas com a lixa (T5) em 26,35 (figura 1). Em
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seguida, as sementes submetidas a escarificacdo térmica em &gua destilada a 90°C por 1
e 3 minutos, demonstraram VG de valor relevante, com 14,11 e 15,28,

respectivamente.
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Figura 1. Porcentagem de sementes germinadas e indice de velocidade de germinacdo aos 11° dias
apos a semeadura. TO - tratamento controle; Escarificacdo térmica em agua destilada a 80°C, T1 - 1
minuto e T2 - por 3 minutos; Escarificacdo térmica em agua destilada a 90°C, T3 - por 1 minuto e T4 -
por 3 minutos; T5 - escarificagdo mecénica com lixa no lado oposto do eixo embrionério; Escarificacdo
quimica em &cido sulfirico concentrado, T6 - por 60 minutos, T7 - por 90 minutos e T8 - por 120
minutos. Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em andlises de raios X, foi observado que D. regia apresentou sementes
completamente preenchidas (Figura 2A) que resultaram em plantulas normais (Figura
2B) ou em sementes duras (Figura 2C), nos diferentes tratamentos de escarificacdo
(Tabela 1). Verificou-se que o T5 foi o método que teve a maior taxa de plantulas
normais, de 85%. Sementes que apresentaram cotilédone defeituoso (Figura 2D)
formou pléntulas anormais (Figura 2E), em que o dano compreendia uma area menor
que 50% da éarea total interna da semente. A maior porcentagem de sementes com
cotilédone defeituoso e de plantulas anormais foi verificado nas sementes submetidas a
escarificacdo com a lixa, de 22% (Figura 2F). Sementes que apresentaram cotilédones e
eixo embrionario defeituosos (Figura 2G) resultaram em sementes mortas (Figura 2H),
em que é possivel observar que estas sementes estdo intumescidas, mas a ma-formagéo
de suas estruturas internas, as impediram de germinar. Sementes expostas ao acido

sulfurico por 60, 90 e 120 minutos foram as que tiveram maior nimero de sementes
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defeituosas internamente e mortas (Figura 2lI). Entretanto, nessas sementes foi

observado que aproximadamente 97% estavam preenchidas (Figura 1).
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Figura 2. Analise da morfologia interna das sementes de D. regia por anélise em raios X e
porcentagem de plantulas normais, anormais, sementes duras e mortas. A — semente preenchida; B —
plantula normal; C — porcentagem de plantulas normais e sementes duras; D — semente com cotilédone
parcialmente defeituoso; E — plantula anormal; F — porcentagem de plantulas anormais; G — semente com

cotilédone e eixo embrionério defeituosos; H — semente morta; | — porcentagem de sementes mortas.
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Tabela 1. Porcentagem de sementes de D. regia encontradas em cada categoria, conforme as
imagens obtidas pelas analises em raios X.

Tratamentos Categorias 7

oré- Sementes Sementes com Sementes com cotilédone e
germinativos preenchidas cotilédone defeituoso ~ embrido defeituosos (danos

(100% cheias) (danos < 50%) > 50%)

TO 97 3

Tl 97 3

T2 95 5

T3 92 6 2

T4 91 5 4

T5 91 8 1

T6 98 1 1

T7 98 2

T8 97 3

Analise do teor de 4gua das sementes de D. regia nos diferentes tratamentos
pré-germinativos

As sementes de D. regia apresentaram perda de agua até o 5° dia ap6s o inicio
do ensaio em todos os tratamentos pré-germinativos (Figura 3). O teor de &gua das
sementes dormentes, ou seja, do tratamento controle, inicialmente foi de 1,89% e
atingiu 9,42% (Figura 3A). Sementes sob escarificacdo térmica em agua destilada a
80°C por 1 minuto obteve teor de &gua inicial de 5,81% e atingiu 9,90% (Figura 3B). As
sementes escarificadas mecanicamente com lixa no lado oposto do eixo embrionario
tiveram inicialmente 6,11% de teor de agua e atingiram 8,58% (Figura 3C). Nas
sementes escarificadas com &cido sulfurico concentrado por 60 e 120 minutos,
obtiveram teor de &gua inicial de 1,52% e 3,27% e atingiram 11,03% e 7,78%,
respectivamente (Figura 3D).
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Figura 3. Porcentagem do teor de dgua nas sementes de Delonix regia, nos diferentes tratamentos
pré-germinativos A — tratamento controle (T0); B — Escarificacdo térmica em agua destilada a 80°C por
1 minuto (T1) e 3 minutos (T2) e a 90°C por 1 minutos (T3) e 3 minutos (T4); C — Escarificagdo
mecénica com a lixa no lado oposto do eixo embrionério (T5); D — Escarificagdo quimica com &cido
sulfarico concentrado por 60 minutos (T6), 90 minutos (T7) e 120 minutos (T8).

Padrédo de embebicdo durante a germinacéo das sementes

Em sementes controle (ndo tratadas) ndo houve aumento de massa fresca, que se
manteve aproximadamente estavel durante todo o experimento. Sementes submetidas a
escarificacdo quimica com &cido sulfurico concentrado por 120 minutos e escarificacdo
térmica com agua destilada a 80°C por trés minutos obtiveram ganho de massa fresca
baixo, indicando que tais tratamentos pré-germinativos permitiram pouca entrada de
agua durante a embebicédo até as 124 horas. Sementes escarificadas com a lixa no lado
oposto do eixo embrionario apresentaram ganho de massa continuamente até as 124
horas apds o inicio da embebicdo. Neste tratamento, a embebicdo apresenta-se rapida
nas primeiras 54 horas (fase 1), com periodo de embebicéo mais lenta no intervalo de 54
até as 90 horas ap6s o inicio da embebicao (fase Il) e novamente segue-se absor¢do
mais rapida de agua ap6s as 90 horas até as 124 horas, com a protrusdo da radicula
(figura 4).
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Figura 4. Curva de embebicédo das sementes de Delonix regia. Peso fresco em miligramas (mg) das
sementes controle (TQO), ou seja, ndo tratadas e sementes escarificadas mecanicamente com lixa d’agua no
lado oposto do eixo embrionéario (T5).

Alteracdes morfoldgicas durante a superacdo de dorméncia e germinacao

As sementes secas de D. regia apresentaram tegumento marrom-claro opaco e
rigido e o pleurograma esteve presente, como uma linha mais escura que circunda todo
0 bordo da semente (Figura 5A). Com a escarificagdo mecanica do lado oposto do eixo
embrionario, ocorreu o desgaste do tegumento (Figura 5B). Apds 24 horas de
embebicdo, observou-se que metade da semente apresentou caracteristica de semente
seca e outra metade de semente embebida, em que se encontrava entumescida e nesta
regifo, o tegumento comecou a descamar (Figura 5C). As 48 horas apds a embebicéo, a
semente aumentou de tamanho, encontrou-se entumescida em dois ter¢os de sua
extensdo e a descamacdo do tegumento foi mais evidente (Figura 5D). Apds 72 horas, a
semente estava totalmente entumescida e a raiz priméaria rompeu o tegumento na regiao
préxima ao hilo (Figura 5E) e as 96 horas, a raiz priméria estava completamente exposta
(Figura 5F).
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Figura 5. Mudancas morfoldgicas durante a germinacdo de sementes de D. regia. A — semente seca;
B — semente seca e escarificada mecanicamente (EM) com a lixa n°® 80 no lado oposto do eixo
embrionério; C — semente apos 24 horas de embebicdo; D — semente apds 48 de embebicdo; E — semente
germinada apds 72 horas de embebicdo; F — semente germinada, com protrusdo da radicula (PR), apds 96
horas de embebicdo, com radicula exposta. Seta = limite da regido seca/entumescida. EM — escarificacédo
mecanica; ES — escamas; HI — hilo; PL — pleurograma; PR — protrusdo da radicula; Rd — radicula; setas —
escamas.

Analise ultraestrutural dos efeitos das escarificacbes térmica, quimica e
mecanica no tegumento e estruturas das sementes

As andlises em MEV do tegimento estdo presentes na figura 6. Sementes
dormentes, ou seja, as do tratamento controle (T0) apresentaram superficie externa do
tegumento recoberta por cuticula com poucas fissuras presentes (Figura 6A). Sementes
que foram submetidas a escarificacdo térmica a 80°C e 90°C por 1 e 3 minutos cada,
apresentaram o despreendimento da cuticula (Figura 6B,C,D e E), além disso, quando
expostas a temperatura por maior tempo, observou-se a formacdo de rachaduras de
maior porte (Figura 6C e E). Em sementes escarificadas mecanicamente com a lixa n°
80 ndo apresentaram rachaduras no tegumento (Figura 6F) e tiveram estrutura similar as
sementes do tratamento controle. Por outro lado, sementes escarificadas em &acido
sulfarico por 60, 90 e 120 minutos apresentaram a formacao de poros (Figura 6G, H e I)
e as que foram expostas por 120 minutos demonstraram ranhuras grandes e profundas
que permitiram observar a face periclinal dos macroesclereideos ou células

Malpighianas (Figura 61).
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Figura 6. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do tegumento de Delonix regia sob diferentes
tratamentos pré-germinativos. A — sementes controle (TO); B - escarificacdo a 80°C por 1 minuto (T1);
C — escarificacdo a 80°C por 3 minutos (T2); D — escarificacdo a 90°C por 1 minuto (T3); E —
escarificacdo a 90°C por 3 minutos (T4); F — escarificacdo mecanica com lixa (T5); G — escarificacdo
com &cido sulfurico concentrado por 60 minutos (T6); H - escarificagdo com &cido sulfirico concentrado
por 90 minutos (T7); J — escarificacdo com &cido sulflrico concentrado por 120 minutos.. Barra: 5 pum.
Alteracdes estruturais do tegumento no inicio da germinacao das sementes
No 1° DAS, é possivel observar que a exotesta do tegumento é constituida por
macroesclereideos dispostos em palicada ou células Malpighianas (Figura 7A e B).
Entre as duas camadas de macroesclereideos, observou-se a linha branca. Abaixo da
exotesta, encontra-se a hipoderme e em seguida, a mesotesta composta por células
parenquimaticas compactadas (Figura 7A e B). A exotesta estava ausente no 3° DAS
(Figura 7C e D), porém a hipoderme constituia a camada mais externa, seguida da

mesotesta com células mais compactadas do que no 1° DAS (Figura 7D).
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Figura 7. Ultraestrutura (a esquerda) e microscopia de luz (a direita) do tegumento de Delonix
regia, em vista lateral. A — B: 1° dia apds a semeadura (DAS) e C- D; 3° DAS. Hp — hipoderme; Ma —
macroesclereideos, Ms — mesotesta; seta branca — linha branca; seta preta - osteosclereideos. A e C
(barras = 50 um); B e D (barras = 100 um).

Avaliacdo dos danos nas membranas celulares de tecidos internos das
sementes

Nessas analises foi observado que nas sementes dormentes (T0), a concentragdo
de MDA foi de 29,25 umol, enquanto nos demais tratamentos, a formacdo de MDA néo
variou estatisticamente entre si. Entretanto, nas sementes submetidas a escarificagéo
quimica por &cido sulfarico concentrado por 90 minutos (T7), a concentracdo de MDA

foi de 58 umol (Figura 8).
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Figura 8. Concentracdo de MDA nas sementes de D. regia submetida aos diferentes tratamentos

pré-germinativos.

Discusséo

Estes dados demonstraram que as sementes de D. regia apresentam dorméncia
fisica imposta pelo tegumento impermeavel a agua, que as impediram de embeber e
consequentemente, germinarem. A impermeabilidade no tegumento das sementes de
Fabaceae é conferida por camadas de macroesclereideos dispostos em palicada,
denominadas células Malpighianas (VERNIER et al., 2012; BASKIN e BASKIN, 2014;
RODRIGUES-JUNIOR et al., 2014). Além disso, o grau de embebicdo em sementes
com dorméncia fisica estd também correlacionado com a presenca de lignina e calose
revestindo a exotesta do tegumento (VERNIER et al., 2012). De fato, as analises em
microscopia de luz (ML) e em microscopia eletronica de varredura (MEV) corroboram
ao demonstrar a exotesta do tegumento de D. regia formado pelos macroesclereideos
em palicada. Essa impermeabilidade conferida pelo tegumento de sementes de D. regia
impediu tanto a entrada quanto a saida de agua. 1sso € possivel observar que o teor de
agua inicial era de aproximadamente 2% nas sementes dormentes e que a perda de agua
que presente no citoplasma e que constituiam membranas ocorreu gradualmente durante
0s setes dias de ensaio, quando comparada com as demais sementes submetidas aos
tratamentos pré-germinativos. Assim, a impermeabilidade é uma caracteristica que atua

ndo apenas na dispersdo das sementes, mas também promove protecdo contra perda ou
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entrada de agua, ataque de patégenos e choques fisicos, permitindo com que a semente
seja viavel por um longo periodo de tempo (DEBEAUJON et al., 2007).

Alteracdes estruturais no tegumento ocorreram a medida que as sementes de D.
regia eram embebidas e por fim, germinaram. Dentre as alteracbes que foram
observadas em nossas analises, a deformacdo no pleurograma e mudanca na tonalidade
do tegumento foram também verificadas por Rodrigues-Junior et al. (2014), assim como
a descamacdo da exotesta do tegumento foi evidenciada por Melo et al. (2004) a medida
que a sementes se intumesce. Dessa forma, a perda de cuticula e da exotesta pode
conferir uma adaptacdo da semente em resposta a germinacéo, a fim de diminuir ao grau
de dureza do tegumento, que facilite a sua ruptura e ocorra a protrusdo da radicula.

As escarificacdes térmica, mecanica e quimica provocaram diferentes graus de
germinacdo em sementes de D. regia, conforme também ja evidenciados por Ataide et
al. (2003), Zwirtes et al. (2013) e Jaganathan et al. (2016). Nestes estudos, a
escarificacdo mecanica por lixa no lado oposto do eixo embrionério foi o tratamento
mais eficiente, assim como observado também por Ataide et al. (2003) e Zwirtes et al.
(2013) para as sementes desta espécie. As analises em MEV demonstram que ndo foram
observadas alteragOes ultraestruturais no tegumento de D. regia, entretanto, a
escarificacdo mecanica promoveu o desgaste do tegumento e a formacao artificial de um
ponto de abertura, sem que houvesse alteracdo ultraestrutural. Com isso, possibilitou a
rapida entrada de dgua nas sementes de D. regia durante a embebicdo, similarmente ao
observado em sementes de Cassia roxburghii em estudos realizados por Jaganathan et
al. (2018).

CondicGes ambientais naturais foram simuladas por Jaganathan et al. (2016), a
fim de elucidar a germinacdo de sementes de D. regia em banco de sementes de solo.
Esses autores evidenciaram que o estrofiolo das sementes de D. regia se abrem em altas
temperaturas e dessa forma, permitem a entrada de agua. Esses autores verificaram que
as sementes quando submetidas a agua a 90°C por 1 e 5 minutos apresentaram até 90%
de sementes germinadas em condi¢fes de laboratério e em 42% de germinagdo de
sementes, apOs persistirem 16 meses em banco de solo. Quanto a eficacia da
escarificacdo térmica em sementes de D. regia, em estudos realizados por Ataide et al.
(2003) foi observado aproximadamente 80% de germinagdo em sementes submetidas a
90°C por 1 minuto. Nestas analises, observou-se que apesar da escarificacdo térmica
ndo apresentar a maior taxa de germinacdo entre todos os metodos, também foi eficaz
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na superacdo da dorméncia, corroborando com as demais pesquisas. A superacdo de
dorméncia promovida por altas ou baixas temperaturas séo tratamentos mais efetivos na
maioria das espécies que possuem dorméncia fisica, pois representam condi¢Oes
ambientais naturais em que as sementes estdo expostas (JAYASURIYA et al., 2009).
Foi observado que a escarificacdo térmica promoveu distintos niveis de desprendimento
da camada externa de revestimento e a formacgéo de ranhuras ao longo do tegumento de
D. regia. Suportando nossas analises, o tegumento de sementes de Dimorphandra
wilsonii e D. exaltata apresentaram quando expostas a altas e baixas temperaturas,
respectivamente (MATHEUS et al., 2017). Esses autores indicam que as alteracfes
estruturais no tegumento promovidas por temperaturas acompanham as mudancgas na
regido hilar das sementes de Fabaceae para promover a entrada de agua. Neste contexto,
nossos dados demonstram que, além da alta temperatura ser um sinal externo que
estimule a abertura do estrofiolo, pode também desgastar o tegumento ao ponto que
altere a sua impermeabilidade do tegumento e possibilitar a entrada de agua por meio
deste. Suportando nossas observacdes, Ma et al. (2004) sugere que fissuras presentes na
cuticula e na exotesta podem ser também pontos de entrada de agua na semente. Janska
et al. (2018) observaram que a camada de macroesclereideos forneceu outra barreira que
impede a entrada de 4&gua em tegumentos de sementes com dorméncia fisica, Entretanto,
para esses autores, as mudancas de temperatura e umidade, podem alterar a composicao
da cuticula e expandir o embrido, 0 que ocasiona forca mecanica e promove a formacéo
de rachaduras no tegumento, que permitem a entrada de agua em sementes com
dorméncia fisica

A escarificacdo quimica pelo &cido sulfdrico concentrado ndo foi um método
eficiente na superacdo de dorméncia de sementes de D. regia em nossos estudos.
Analises ultraestruturais demonstraram que este método promove a formacao de poros
na camada externa que reveste o tegumento, chegando a formar profundas rachaduras
no tegumento, que possibilitou ver a camada de macroesclereideos. Como, a taxa de
germinacdo observadas nessas sementes foi baixa, levando a supor que a exposi¢éo ao
acido sulfurico concentrado havia promovido danos internos. Entretanto, as analises da
morfologia interna das sementes por raios X ndo permitiram verificar nenhum dano
aparente nos cotilédones e eixo embrionario. As analises da morfologia interna das
sementes de D. regia, pela técnica de raios X, possibilitaram que as sementes fossem
classificadas em sementes preenchidas, sementes com cotilédones defeituosos e
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sementes com eixo embrionario e cotilédones defeituosos, que resultaram em plantulas
normais ou sementes duras, plantulas anormais e sementes mortas, respectivamente.
Sementes que eram completamente preenchidas, porém permaneceram duras, nos
indicam que foram indiferentes aos tratamentos pré-germinativos aplicados. As analises
de sementes em raios X permitem avaliacdo especifica da viabilidade da semente,
porém indicam caracteristicas morfoldgicas correlacionadas ao vigor (OLIVEIRA et al.,
2003). Como esperado, a maior porcentagem de sementes duras foi observada em
sementes dormentes. Entretanto, a maior porcentagem de sementes mortas foi verificada
em sementes submetidas ao acido sulfurico concentrado e aparentemente eram
preenchidas quando analisadas pelos raios X. Dessa forma, permite concluir que as
técnicas de raios X ndo possibilitam observar se os diferentes métodos de escarificacdo
promoveram alteracdes estruturais internas.

Por sua vez, os resultados da anlise da concentracdo de malondialdeido (MDA)
permitiram verificar que os tratamentos pré-germinativos ocasionam a producdo de
MDA quando comparado aos resultados obtidos nas sementes controle. Como esperado,
a maior concentracdo de MDA foi verificado em sementes submetidas a escarificacdo
quimica. Estes dados indicaram que houve estresse oxidativo, uma vez que a formacéo
de MDA ocorre em resposta a peroxidacdo de lipidios presentes nas membranas, dos
cotilédones e do eixo embrionéario, ocasionada pelas EROs (GAO et al., 2016). O
estresse oxidativo é desencadeado pela acdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
que promovem varios danos aos lipidios, proteinas e DNA (KUMAR et al., 2015).
Assim, futuras analises que detectam a concentracdo dessas EROs e enzimas

antioxidativas podem reforcar esta hipotese.

Concluséo

A escarificagdo mecénica foi um método eficiente para a superacdo de
dorméncia fisica de sementes de D. regia, ao formar uma entrada artificial para a
introdugdo de &gua e promover poucas altera¢fes estruturais no tegumento. Entretanto,
as sementes de D. regia responderam bem a escarificacdo térmica a 90°C, que foi um
método que propiciou a formacdo de ranhuras na cuticula do tegumento. Estes
resultados permitiram supor que além da abertura do estrofiolo, as rachaduras formam
pontos adicionais para a entrada de agua nestas sementes expostas as altas temperaturas.
Por outro lado, sementes submetidas a escarificacdo quimica com &cido sulfdrico
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concentrado ndo tiveram taxa de germinacdo satisfatoria e em analise ultraestrutural, foi
observado a formacdo de rachaduras profundas. Apesar de n&o ter sido observado
nenhum dano interno nestas sementes pelas analises em raios X, a producdo de
malondialdeido pressupde que o &cido sulfarico concentrado promoveu danos nas
membranas dos cotilédones e eixo embrionério, e pode ter reduzido a viabilidade das

sementes.
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CAPITULO 2

Aspectos morfoanatémicos e da mobilizacdo de reserva na germinacdo das
sementes e desenvolvimento poés-seminal de Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf.

(Fabaceae, Caesalpinoideae)

Resumo

Delonix regia é uma especie nativa do Madagascar, amplamente distribuida nas regides
tropicais e neotropicais e utilizada para fins ornamental, medicinal e industrial. Este
estudo objetivou analisar aspectos da morfoanatomia do eixo embrionério e dos
cotilédones e da mobilizacdo das reservas desde a germinacdo até o desenvolvimento
das plantulas de D. regia. As analises foram realizadas em microscopia de luz e
eletronica, além de estudos histoquimicos e bioquimicos. A germinacdo das sementes
ocorreu no 3° dia ap6s a semeadura (DAS) e a plantula se desenvolveu no 11° DAS,
com edfilos completamente expandidos, epicotilo, hipocotilo e radicula com estrutura
priméaria. Observou que a plantula era fanero-epigea-folidceo. As proteinas e lipidios
constituiram as reservas iniciais nos cotilédones e foram exauridas durante o
desenvolvimento da plantula, enquanto houve sintese de amido no 5° DAS. Os
cotilédones assumiram funcdo fotossintética e o consumo de amido seguiu um padrédo
centripeto durante o estabelecimento das plantas jovens. Eses dados demonstram que D.
regia apresentou desenvolvimento rapido e esta caracteristica pode viabilizar o uso
desta espécie na tecnologia de producdo de mudas, para fins de recuperacdo de areas
naturais degradadas, bem como também, para usos econémicos.

Palavras-chave: fanero-epigea-foliaceo, lipidios, plantulas, proteinas.

52



Morphoanatomic aspects and reserve mobilization in seed germination and post-
seminal development of Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae,

Caesalpinoideae)

Abstract

Delonix regia is a native species to Madagascar, widely distributed in tropical and
neotropical regions and used for ornamental, medicinal and industrial purposes. This
study aimed to analyze the morphology and anatomy aspects of the embryonic axis and
cotyledons and reserves mobilization from the germination to the development of the D.
regia seedlings. The analyzes were performed under light and electronic microscopy, as
well as histochemical and biochemical studies. Seed germination occurred on the 3™
day after sowing (DAS) and the seedling developed on the 11" DAS with fully
expanded eophylls, epicotyl, hypocotyl and radicle with primary structure. The seedling
was phanerocotylar-epigeal-foliaceous. Proteins and lipids constituted the initial
reserves in cotyledons and were depleted during the seedling development, while there
was starch synthesis in the 5™ DAS. Cotyledons assumed photosynthetic function and
the starch consumption followed a centripetal pattern during the sapling’s
establishment. These data demonstrate that D. regia showed a rapid development and
this characteristic may allow the use of this species in seedling production technology,
for the purpose of recovering degraded natural areas, as well as for economic uses.

Keywords: phanerocotylar-epigeal-foliaceous, lipids, seeding, proteins.

Introducéo

A familia Fabaceae € representada por espécies pioneiras e principalmente,
secundarias (GRIS et al.,, 2012; LOPES et al., 2013), de grande importancia na
reconstituicdo de ambientes naturais degradados (ALMEIDA, 2016) e relevante
interesse econémico e ecoldgico. Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf., popularmente
conhecida como Flamboyant ou Ponciana, é nativa do Madagascar, de porte arboreo,
decidua, de 5 a 20 metros de altura e floresce entre os meses de setembro a janeiro (DU
PUY et al, 1995). E amplamente utilizada como ornamental em éreas tropicais
(TAMAKI et al., 2010; BARNABY et al., 2016; WANG et al., 2016), na medicina
tradicional (CHAI et al., 2012; SHEWALE et al.,, 2012; SALEM et al., 2014), na
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industria farmacéutica e alimenticia (TAMAKI et al., 2010; BETANCUR-ANCONA et
al., 2011). Na vegetacdo nativa, individuos de D. regia vém sendo ameagados devido a
fragmentacdo, queimadas e pastagens de ambientes naturais, ocasionando declinio
significativo do nimero de arvores (RIVERS, 2014). Individuos de D. regia levam de
cinco a sete anos para atingir a maturidade reprodutiva (STEBBINS, 1999) e além
disso, suas sementes apresentam dorméncia fisica (ATAIDE et al, 2013;
JAGANATHAN et al., 2016), e dificulta a germinacdo e propagacdo desta espécie no
meio nativo,

A germinagdo de sementes & um estagio vital do ciclo de vida das plantas,
constituindo a forma principal de propagacdo, a fim de produzir mudas, destinadas a
restaurar ambientes degradados e reduzir riscos de extingdo de espécies ameacadas
(MOHAMED et al., 2018). Entretanto, é uma etapa critica pela alta vulnerabilidade das
sementes aos fatores externos do ambiente, tais como doencas, injurias e escassez de
agua (RAIJOU et al., 2012). Sob condicdes adequadas de agua, luz e umidade, as
sementes quiescentes iniciam a germinacdo e, apds sucessivos eventos moleculares,
bioquimicos e celulares, que promovem a elongacédo do eixo embrionario, ha ruptura do
tegumento e a protrusdo da radicula (BEWLEY e BLACK, 1994; BEWLEY et al.,
1997; NONOGAKI et al., 2010).

A germinacdo é uma breve fase heterotrofica da vida da planta (VERNA et al.,
2015), em que as reservas armazenadas nas sementes constituem a fonte energética para
a elongacédo do eixo embrionario (DOMAN et al., 1982; PENFIELD et al., 2007) e no
desenvolvimento da plantula (REN et al., 2007). No estadio final do desenvolvimento e
maturacado fisiologica das sementes, ocorre a sintese de reservas que se acumulam nos
cotilédones e/ou endosperma completamente desenvolvidos (BEWLEY, 1997; REN et
al., 2007). Assim, o desenvolvimento e estabelecimento das plantulas ¢ uma etapa
critica que esta diretamente correlacionada com a quantidade suficiente de reservas das
sementes (SANTOS e BUCKERIDGE, 2004; MENA-ALI e ROCHA, 2005).

As espécies apresentam propriedades intrinsecas que determinam a germinacgao
de suas sementes e 0 estabelecimento de plantas, como os fatores genéticos envolvidos
e as caracteristicas das sementes (RAIJOU et al., 2012; MOHAMED et al., 2018).
Ampliar o conhecimento acerca da biologia da germinacdo e do desenvolvimento das
plantulas podem subsidiar a interpretacdo correta de testes de germinacao e de vigor em
laboratério e identificar a qualidade fisiologica das sementes (SILVA e MORO, 2009).
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Além disso, essas analises podem auxiliar na taxonomia (ABOZEID et al., 2017) e na
compreensdo de estratégias fisioldgicas e ecoldgicas das espécies, tais como
mecanismos de dispersdo, sucessdo e regeneracdo natural (SILVA e MORO, 2008;
SILVA et al. 2015; DUARTE et al., 2016; PAULA et al., 2016).

Diante do potencial ecoldgico e econémico de D. regia, faz-se necessario
elucidar aspectos da morfoanatomia e mobilizagéo de reservas durante a germinacéao e
desenvolvimento pos-seminal desta espécie, que ainda sdo desconhecidos. Neste
contexto, esta pesquisa objetivou estudar a germinacdo de sementes e desenvolvimento
pos-seminal de D. regia (I) caracterizacdo das principais altera¢cbes na morfoanatomia
das sementes e plantulas, (I1) analise ultraestrutural e da mobilizacdo das reservas nos
cotilédones e (I11) verificar o consumo de amido durante o estabelecimento das plantas

jovens.

Material e Métodos

Coleta e germinacdo das sementes - Sementes foram coletadas de vagens
maduras de arvores de D. regia, do Instituto Federal Goiano, Rio Verde, Goiés, Brasil,
nas coordenadas 17°80°31”S e 50°90°7”W. As sementes intactas e livres de danos
mecanicos visiveis a olho nu, foram conduzidas ao Laboratorio de Anatomia Vegetal,
da Universidade Federal de Goias, Regional Jatai (UFG/REJ), Goias, Brasil. As
sementes foram submetidas a escarificagdo mecanica, com auxilio de lixa d’agua n° 80
no lado oposto do eixo embrionario para a superacdo da dorméncia fisica. Em seguida,
foram germinadas em papel germitest umedecido com &gua destilada em 2,5 vezes o
volume de agua em peso do papel, em camara tipo B.O.D., a 25°C com fotoperiodo de
12/12 horas.

Estudo das alteracGes morfoanatdmicas e ultraestruturais

Coleta das amostras — foram coletadas amostras de cotilédones, eixo
embrionario, hipocotilo, epicétilo e raiz primaria de plantulas nos 1° ao 11° dias apés a
semeadura (DAS).

Analises morfométricas - O comprimento dos cotilédones, eixo hipocotilo-
radicula e eofilos foram mensurados de 30 amostras com o auxilio de um paquimetro
digital. Em seguida, as amostras foram pesadas individualmente em uma balanca
analitica de precisdo para a obtencdo do peso fresco. Cada amostra foi colocada em
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sacos de papel devidamente identificados e levados a estufa de secagem em
temperatura constante de 72°C por seis dias. Ap0s este periodo, foram novamente
pesadas individualmente para a obtencdo do peso seco.

Analises morfoanatémicas - Os cotilédones, eixo hipocétilo-radicula e edfilos
das amostras foram registrados usando uma camera digital. As amostras foram fixadas
em FAA 70% [formaldeido, &cido acético glacial, &lcool etilico 70%] por 24 horas
(JOHANSEN, 1940), desidratadas em série etilica crescente, infiltradas e embebidas em
resina de metacrilato [Leica®, Heidelberg, Alemanha]. Secc¢des transversais e
longitudinais com 5 pm de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo [Leica,
RM2235] e corados em azul de toluidina pH 6,3 (O’BRIEN et al., 1965). As seccOes
foram observadas em microscopio de luz [Leica, DM750] e obtidas com camera digital
[Leica, ICC50HD].

Andlise ultraestrutural dos cotilédones em microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e de transmissdo (MET) — As amostras foram fixadas em solucéo
de Karnovsky [glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4%, tampéo fosfato de sédio 0,1M
pH 7,2] (KARNOVSKY, 1965). Para se realizar MEV, estas foram desidratadas em
série crescente de acetona e submetidas a secagem ao ponto critico de CO, [CPD 030,
Bal-Tec], metalizadas em ouro [SCD 050, Bal-Tec] e analisadas em microscopio
eletronico de varredura [LEO EVO 40 XVP, Carl Zeiss] no Laboratério de Analise
Ultraestrutural, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais,
Brasil. Para analise em MET, as amostras foram poés-fixadas em tetroxido de ésmio
(OsO4) em mesmo tampdo por 2 horas em temperatura ambiente. As amostras foram
desidratadas em série etilica crescente e embebidas em resina epoxi. As seccdes
ultrafinas foram obtidas em ultramicrotomo [Leica EM UC7], a 50 um de espessura ¢
contratadas em solucdo saturada de acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds,
1963). As anélises ultraestruturais foram realizadas em microscopio eletronico de
transmissdo (MET) [Jeol, JEM-2100, equipado com EDS, Thermo Scientific], no
Laboratdrio Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic), no Instituto de

Fisica, da Universidade Federal de Goias (IF/UFG), em Goiania, Goias, Brasil.

56



Estudo da mobilizacéo das reservas e sintese de clorofila dos cotilédones

Coleta das amostras — foram coletados cotilédones nos 1°, 3°, 5°, 7° e 11°
DAS.

Analises histoquimicas - Amostras frescas dos cotilédones foram submetidas ao
sudan 1V para identificagdo dos lipidios (JOHANSEN, 1940). Secc@es transversais das
amostras incluidas em resina de metacrilato, como descrito anteriormente, foram
submetidos ao lugol (Johanson, 1940), PAS/reagente de Schiff (MCMANUS, 1948) e
ao Xylidine Ponceau (VIDAL, 1970) para evidenciar amido, polissacarideos neutros e
proteinas, respectivamente.

Andlises bioquimicas - Para cada dia ap6s a semeadura analisado neste
trabalho, coletou-se 10 amostras cotilédones. Estas amostras foram maceradas
utilizando nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C em frascos até a analise
quantitativa de agUcares solUveis totais (AST), lipidios totais, proteinas totais e teor de
clorofila, cada ensaio foi realizado com trés repeticdes.

Determinacdo de acuUcares sollUveis totais (AST) - foi utilizada
aproximadamente 0,01 g de amostra da matéria fresca em balanca analitica de precisdo
e adicionados em 1 mL de &cido sulfurico a 2N, submetidos ao banho-maria a 80°C, por
30 minutos. Em seguida, este material foi centrifugado por 10 minutos a 10 rpm e 20
um do sobrenadante foram extraidos. Ao sobrenadante adotou-se o método
colorimétrico fenol-sulfarico de DUBOIS et al. (1956). Os AST foram quantificados em
espectrofotdmetro [Nova 2000UV] a 490 nm, utilizando-se de curva padrdo de glicose
de 1%.

Determinacao de lipideos totais — utilizou-se 0 método de SOEHXLET (1879),
em que foram pesados aproximadamente 400g de matéria fresca em balanca analitica de
precisdo, adicionados 2 mL de acido cloridrico 8M e levados ao banho-maria a 70°C
por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 mL de alcool etilico absoluto, 2,5 mL
de éter etilico e 2,5 mL de éter de petroleo, agitados em aparelho vértex por 1 minuto e
centrifugados por 5 minutos. O sobrenadante foi extraido e colocados em tubos de
ensaios previamente pesados e submetidos ao banho-maria a 60°C para evaporar 0
solvente. A estes tubos foram repetidos a extracdo éter etilico-éter de petrdleo, até que
se completasse toda a extracdo de solvente em estufa a 50-60°C. Os tubos de ensaios
foram pesados em balancga analitica de precisdo até que 0 peso se manteve constante
entre pesagens consecutivas.
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Determinacdo de proteinas totais - foram pesados aproximadamente 0,02 g de
matéria fresca em balanca analitica de precisdo. Foi realizada a extragdo etandlica e o
sobrenadante foi submetido ao método de BRADFORD (1976) e quantificados em
espectrofotbmetro a 595 nm, em que se utilizou a curva padrdo construida com
albumina sérica bovina (BSA).

Determinagéo do teor de clorofila — este ensaio foi realizado de acordo com
Cross et al. (2006), em ambiente sem luz, adicionando 500 puL do sobrenadante obtido
na determinacdo de proteinas totais com 1200 pL de éalcool etilico 98%. Realizou-se a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 645 e 655 nm. Foram calculados o teor
total de clorofila por mg/g de peso fresco dos cotilédones.

Analise do consumo de amido durante a germinacao até o estabelecimento
de plantas jovens

Foram utilizadas sec¢des dos cotilédones obtidas nas andlises histoquimicas,
para o estudo do consumo de amido entre os 1° ao 11° DAS, que sdo os estadios da
germinacdo e desenvolvimento pos-seminal. Para a analise do consumo de amido até o
estabelecimento das plantas jovens, sementes escarificadas com lixa no lado oposto do
eixo embrionario foram germinadas em tubetes de PVC, contendo substrato BioPlant®,
na casa de vegetacdo, da UFG/REJ, irrigadas uma vez ao dia. Coletaram-se amostras
dos cotilédones dos 13°, 16°, 21°, 24° e 30° DAS, que foram processadas em resina de
metacrilato e seccionadas transversalmente em micr6tomo conforme ja descrito
anteriormente. Todas as seccdes foram submetidas ao Lugol para deteccdo de amido
(Johansen, 1940).

Analises estatisticas - Os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente ao acaso. Os dados morfometricos e bioquimicos foram submetidos a
regressdo, analise de variancia seguidos pelo teste Tukey (p < 0,005) em software
Statistica (Palo Alto, Califérnia, EUA) e os graficos foram construidos utilizando

software SigmaPlot 14.0 (Systat Software Inc., Sdo José, California, EUA).
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Resultados

Estudo da morfoanatomia na germinacdo de sementes e desenvolvimento
pbs-seminal de D. regia

A figura 1 representa as alteracfes morfologicas observadas no decorrer da
germinacdo até o desenvolvimento da plantula de D. regia. O eixo hipocétilo-radicula
estava posicionado entre as folhas cotiledonares. No decorrer do 1° ao 11° DAS
observou-se pequeno elongamento dos cotilédones e alteracdo na cor, de amarelo-claro
para verde. Quanto aos cotilédones, a plantula e fanereo-epigeo-foliaceo (PEF, do inglés
“phanerocotylar-epigeal-foliaceous”), ou seja, 0s cotilédones se expandiram e
emergiram para fora do tegumento, cotilédones expostos fora do solo e que
inicialmente, sdo carnosos e apresentaram reservas. Inicialmente, o eixo hipocotilo-
radicula apresentou-se esférico com plumulas bem desenvolvidas. A partir do 4° DAS,
observou-se o alongamento do eixo hipocotilo-radicula mais pronunciado de forma que
possibilitou distinguir com nitidez as duas regides. No 5° DAS, foi possivel distinguir o
hipocétilo e a radicula com mais facilidade e o inicio do desenvolvimento dos eofilos,
que se encontraram completamente expandidos no 11° DAS. No 7° DAS, a radicula
apresentou raizes laterais desenvolvidas e no 11° DAS, verificou o maior elongamento

do hipocatilo.

Figura 1. Germinacao e desenvolvimento de plantula de Delonix regia do 1° ao 11° dias apés a
semeadura (DAS). A — 1° DAS; B — 4° DAS; C — 5° DAS; D — 7° DAS e E — 11° DAS. Cot -
cotilédone; EE — eixo embrionario; Eo — e6filo; Epc — epicotilo; Hpc — hipocétilo; Pl — plimula; RL —
raiz lateral; RP — raiz primaria. Para observacdo das partes, uma folha cotiledonar foi removida.
Barras = 1 cm.
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Nas analises morfométricas (figura 2A), observou que o eixo hipocétilo-radicula
foi a parte que cresceu de forma mais significante durante os 11° DAS, com
comprimento inicial de aproximadamente 20 mm e ao final, atingiu aproximadamente
139 mm. Os cotilédones se expandiram durante o desenvolvimento pés-seminal de
forma gradativa, com comprimento inicial de 5 mm e 25 mm aos 11° DAS,
aproximadamente. Os edfilos tinham o comprimento de 5 mm no 7° DAS e atingiram
15 mm aos 11° DAS, aproximadamente. O peso fresco dos cotilédones e eixo
hipocotilo-radicula inicial foi de 0,25 g, com incremento final de 1,25 g aos 11° DAS,
aproximadamente (figura 2B). Por outro lado, 0 peso seco permaneceu praticamente
constante, de 0,18 g durante a germinagao e desenvolvimento pds-seminal (figura 2B).
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Figura 2. Morfometria e incremento na germinacédo e desenvolvimento pds-seminal de Delonix
regia. A — comprimento em milimetro dos cotilédones, eixo hipocdtilo-radicula e edfilos. B — peso fresco
e seco em gramas durante a germinacédo e desenvolvimento das plantulas.

O epicdtilo é constituido por procambio e meristema fundamental no 5° DAS
(Figura 3A). No 7° DAS, foi possivel observar pequenos vasos de xilema e floema
(Figura 3B) e no 11° DAS, ocorriam o inicio do desenvolvimento secundario, com
vasos de xilema e floema bem desenvolvidos e a presenca de cambio fascicular e
interfascicular (Figura 3C). O hipocotilo apresentou estrutura primaria nos 5° e 7° DAS
(Figura 3D e E) e feixes de esclerénquima e cambio vascular estavam presentes no 11°
DAS (Figura 3F). Na raiz primaria, ha poucos elementos de metaxilema e a endoderme
estd em formacdo no 5° DAS (Figura 3G). No 7° DAS, a endoderme encontrava-se
desenvolvida e os elementos de protoxilema e metaxilema estavam mais evidentes

(Figura 3H). No 11° DAS, foi observado o inicio do crescimento secundario na raiz
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primaria, com endoderme, cambio, vasos de floema formando os arcos entre oS

elementos de protoxilema (Figura 3l).
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Figura 3. Analise anatdmica do epicdtilo, hipocétilo e raiz primaria durante o desenvolvimento da
plantula de D. regia. A-C: epicotilo; D-F: hipocétilo; G-I: raiz priméaria. Cb — cdmbio; Cf — cambio
fascicular; Ci — cdmbio interfascicular; Ed — endoderme; Esc — esclerénquima; FI — floema; Pc —
procAmbio; PC — Parénquima cortical; PF — parénquima fundamental; Mx — metaxilema; Px —
protoxilema; XI — xilema. Barra = 100 pum.

A epiderme adaxial dos cotilédones apresenta poucos estbmatos no 1° DAS
(figura 4A) e 5° DAS (figura 4B). No 11° DAS, foram observados estdmatos de maior
dimensdo e em maior quantidade, situados entre células epidérmicas comuns (figura
4C). A face adaxial da epiderme dos edfilos, no 7° DAS, ndo apresentaram estdmatos
(figura 4D), enquanto a face abaxial apresenta estdmatos situados abaixo do nivel das
células epidérmicas (figura 4E). Na face abaxial dos e6filos no 11° DAS, os estdmatos
apresentam a mesma posicdo em relagdo as células epidérmicas que no 7° Das,

entretanto, em maior nimero e com tamanho reduzido (figura 4F).
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Figura 4. Analise ultraestrutural da epiderme do cotilédone e eéfilos de D. regia durante a
germinacéo e desenvolvimento pés-seminal. A-C : cotilédone, face adaxial; D-F: eéfios. A — 1° DAS; B
—5° DAS; C-11° DAS; D - 7° DAS, face adaxial; E — 9° DAS, face abaxial; F — 11° DAS, face abaxial.
Ponta de seta: estdmatos. Barra =20 um.

Analise das alteracdes celulares dos cotilédones

No 1° DAS, foi observado que o citoplasma das células do mesofilo se
apresentava denso, ocupado por granulos pequenos e agrupados (figura 5A). O
citoplasma destas células ficou menos denso, com granulos de diversos tamanhos e um
pouco mais esparsos a partir do 2° e 3° DAS (figura 5B e C). Os graos de amido tendem
a ocupar a regido periférica da célula do mesofilo no 5° DAS, com corpos proteicos
isolados na regido central da célula (figura 5D). A partir do 7° e 11° DAS, 0s corpos
proteicos estiveram ausentes e os grdos de amido se localizaram na periferia da célula,
adjacente a parede celular (figura 5E e F). Em analise ultraestrutural, foi observado que
no 1° DAS, haviam vérios corpos proteicos no citoplasma (figura 6A), que foram
reduzindo em quantidades no 3° DAS foi possivel verificar o tonoplasto (figura 6B).
Glioxissomos e mitocondria foram observados no 3° DAS (figura 6B). A partir do 5°
DAS, foi visualizado um unico vacuolo maior (figura 6C) e no 7° DAS, o tonoplasto

encontrava-se adjacente a membrana plasmatica na célula (figura 6D).
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Figura 5. Alteracdes no citoplasma das células do mesofilo dos cotilédones de D. regia durante a
germinacdo e desenvolvimento pés-seminal. A — 1° DAS, B — 2° DAS; C - 3° DAS, D - 5° DAS e E -
7° DAS; F — 11° DAS. Asteriscos(*) — corpos proteicos. Barra = 50 um.

Figura 6. Andlise ultraestrutural das células do mesofilo cotiledonar de Delonix regia entre o 1° ao
7° dias apds a semeadura (DAS). A - 1° DAS; B — 3° DAS; C — 5° DAS; D — 7° DAS. Am — amido; Cp
— corpos proteicos; V¢ — vaclolo; cabeca de seta: tonoplasto. Barras: ABe D=5 pume C=10 um.
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Mobilizagao das reservas e teor de clorofila total durante a germinacgéo e
desenvolvimento da plantula

As analises histoquimicas demonstraram que nos cotilédones de D. regia as
proteinas e lipidios eram as reservas iniciais (figura 7A e B). No 3° DAS, observou-se 0
consumo das reservas de proteinas com quantidade menor de corpos proteicos (figura
7D), sendo que a mobilizacdo aconteceu de forma gradativa até o 11° DAS (figura 7G, J
e M), sendo que nos 7° e 11° DAS, as reservas de proteinas se encontravam exauridas
(figura 7J e M). Por outro lado, na mobilizacdo dos lipidios, observou-se consumo no 3°
DAS (figura 7E), sendo que permaneceu estavel até o 5° DAS (figura 7H), com
consumo gradativo até o 11° DAS (figura 7K e N), com corpos lipidicos exauridos no
11° DAS (figura 7N). Os grdos de amido ndo foram observados no 1° DAS (figura 7C),
enguanto poucos grdos de amido foram detectados no 3°DAS (figura 7F). Aos 5° DAS,
observou-se maior quantidade de grdos de amido (figura 71) e no 7° DAS, houve
consumo de amido (figura 7L). Entre os 7° e 11° DAS, o consumo dos grdos de amido
permaneceu constante (figura 7L e Q). Polissacarideos neutros estiveram ausentes no 1°
DAS (Figura 7D) e 3° DAS (figura 7H). No 5° DAS, houve a sintese destes
polissacarideos (figura 7L), e nos 7° DAS (figura 7P) e 11° DAS (figura 7T) foi
verificado que estes compostos foram consumidos.

Nas andlises bioquimicas, a reserva inicial de lipidios totais foi de
aproximadamente 0,044 mg/g de peso fresco (mg/g de PF) de cotilédone no 1° DAS,
sendo que no 3° DAS foi de 0,034 mg/g de PF, e indicou consumo dos lipidios e, no 5°
DAS, permaneceu constante com 0,033 mg/g de PF (figura 8A). Houve consumo
gradativo até o 11° DAS, atingindo aproximadamente 0,008 mg/g de PF. A reserva
inicial de proteinas totais foi de aproximadamente 23 mg/g de PF de cotilédone no 1°
DAS e observou-se consumo crescente desta reserva até o 11° DAS, que atingiu
aproximadamente 11 mg/g de PF (figura 8B). A concentracdo inicial de acUcares
sollveis totais (AST) foi de aproximadamente 27,6 mg/g de PF de cotiledone no 1°
DAS e ao 5° DAS, observou um pico de aproximadamente 50 mg/g de PF, sendo que
até o0 11° DAS houve consumo crescente de AST, atingindo 31,5 mg/g de PF (figura
8C). Durante toda a germinacao e desenvolvimento pds-seminal, observou-se que o teor
de clorofila total inicial foi de 10,77 mg/g PF e 19,52 mg/g PF, ao final do

desenvolvimento pds-seminal.
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Figura 7. Anélise da mobilizacdo de reserva nos cotilédones de D. regia, por testes histoquimica,
durante a germinacdo e desenvolvimento pds-seminal. Seccles transversais dos cotilédones
submetidas ao Xylidine Ponceau (XP) para detec¢do de proteinas totais (Figura 7A, E, I, M e Q), ao
sudan 1V para deteccdo de lipidios (Figura 7B, F, J, N e R), ao lugol para detecgdo de amido (Figura 7C,
G, K, O e S) e ao PAS/reagente de Schiff para carboidratos totais (Figura 7D, H, L, P e T). Barras = 50

pm.
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Figura 8. Mobilizacdo das reservas dos cotilédones de D. regia durante a germinacdo e
desenvolvimento poés-seminal. A — lipidios totais em miligrama por grama de peso fresco de biomassa
(mg/g PF); B — proteinas totais em mg/g PF; C — carboidratos solGveis totais em mg/g PF; D — clorofila
total em mg/g PF.

Consumo do amido desde a germinacdo até o estabelecimento da planta
jovem

A figura 9 demonstra o consumo dos gréos de amido no mesofilo cotiledonar de
Delonix regia. Conforme ja anteriormente descrito nas analises histoquimicas, no 1°
DAS néo foram observados grdos de amido no mesofilo cotiledonar (Figura 9A). No 5°
DAS, verificou a houve sintese de amido (Figura 9B). Apds este periodo, foi verificado
consumo gradativo desta reserva (Figura 9C a H). Aos 11° DAS, duas camadas
subepidérmicas do parénquima lacunoso ja ndo apresentavam grdos de amido (Figura
9C) e 13° DAS, nédo foram encontrados grdos de amido na primeira camada do
parénquima pali¢adico, enquanto no parénquima lacunoso, o amido foi consumido nas
trés camadas mais externas, com granulos reduzidos na quarta camada (Figura 9D).
Esse padréo de mobilizagéo prosseguiu no 16° DAS (Figura 9E) e no 21° DAS (Figura
9F). No 24° DAS, os gréos de amido foram observados somente na porcdo central do
mesofilo até a face adaxial da epiderme (Figura 9G). Sendo que no 30° DAS, o mesofilo
cotiledonar ndo apresentava mais grdos de amido e coincidiu com o inicio da

senescéncia dos cotilédones nas plantas jovens de D. regia (Figura 9H). Assim, foi
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observado que consumo de amido ocorreu em um padrdo centripeto, ou seja, do lado
externo para o interior da folha cotiledonar, conforme modelo esquematico na figura 10.
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Figura 9. Analise do consumo de amido durante a germinacdo até o estabelecimento de plantas
jovens de D. regia, do 1° ao 30° DAS. Aspecto geral do cotilédone em secgdo transversal. A — 1° DAS;
B - 5° DAS; C - 11° DAS; D — 13° DAS; E - 16° DAS; F — 21° DAS; G — 24° DAS; H — 30° DAS
(Barra =200 um).
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Figura 10. Modelo esquematico do consumo de amido durante a germinagéo até o estabelecimento
das plantas jovens de D. regia.

Discusséo

Estes dados indicam que Delonix regia apresenta caracteristicas
morfoanatdmicas de espécie adaptada a regides tropicais. As plantulas de D. regia sdo
fanero-epigeo-folidceo (PEF), conforme a exposicdo, posicdo e textura dos cotilédones
por Miquel (1987) e Garwood (1996). Espécies da subfamilia Caesalpinoideae
geralmente possuem plantulas do tipo PEF (GATES, 1951), entretanto Duke e Polhill
(1981) ressaltaram que os cotilédones podem ser folidceos e carnosos neste grupo. De
fato, had maior ocorréncia de cotilédones folidceos em Caesalpinoideae, como
verificados em estudos de Oliveira (1991) e Ressel et al. (2004).

A ocorréncia de plantulas do tipo PEF é maior em espécies arbdreas em florestas
tropicais (ZANNE et al., 2005; BARALOTO e FORGET, 2007; LOBO et al., 2014) e
em areas de Cerrado (RESSEL et al., 2004). Apesar de plantulas do tipo PEF estarem
inicialmente mais susceptiveis as condi¢Ges adversas do ambiente e aos predadores,
estas se desenvolvem e crescem de forma mais rapida que as plantulas dos demais tipos
morfofuncionais (BARALOTO e FORGET, 2007). De acordo com Ng (1978), o
desenvolvimento e crescimento rapido se devem aos cotilédones apresentarem
fotossintese nos estadios iniciais de desenvolvimento da plantula. Além disso, o
desenvolvimento da raiz primaria nos primeiros estagios de vida nas plantulas PEF, é
extremamente importante para fornecer agua e nutrientes, além de sustenta-la (LOBO et
al., 2014). De fato, pode-se observar que as plantulas de D. regia completam seu
desenvolvimento ao 11° DAS, com grande incremento de matéria fresca e elongamento
do eixo embrionario, que é um periodo relativamente curto quando comparado por

outras espécies da familia Fabaceae e subfamilia Caesalpinoideae, como em
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Dimorphandra mollis (FERREIRA et al., 2001), D. wilsonii (LOPES e MATHEUS,
2008) e Guibourtia hymenifolia (BATTILANI et al., 2011). Ha correlacdo entre o tipo
morfofuncional das plantulas com as caracteristicas ecoldgicas, em que plantulas do
tipo PEF geralmente sdo pioneiras na sucessdo inicial de ambientes naturais e tendem a
se desenvolver e crescer de forma rapida para competir por espaco e luminosidade
(IBARRA-MANRIQUEZ et al., 2001 e RESSEL et al.,2004).

Estudos anatdmicos que envolvem o desenvolvimento e crescimento inicial de
especies florestais sdo escassos e dessa forma, devem merecer mais destaque, por
fornecer dados que suportem o comportamento destas espécies nos estagios iniciais de
vida. Neste estudo, a anatomia possibilitou observar que o epic6tilo apresenta tecidos
meristematicos no 5° DAS, possivelmente porque foi o primeiro estagio que esta parte
surgiu durante o desenvolvimento da plantula de D.. regia. Estas analises ainda
permitiram evidenciar que o epicdtilo, hipocétilo e a raiz primaria da plantula de D.
regia apresentam inicio de desenvolvimento da estrutura secundéria aos 11° DAS. Este
periodo pode ser considerado rapido quando comparado as plantulas de outras espeécies.
Por exemplo, o epicétilo, hipocétilo e raiz primaria ainda se encontra em estrutura
primaria aos 18° DAS em Apuleia moleis (REIS et al., 2016). Vitex megapotamica
(COSMO et al., 2008) e Campomanesia xantocarpa (GOGOSZ et al., 2010) possuem
plantulas que apresentaram estrutura secundaria nestas mesmas partes aos 20° e 30°
DAS, respectivamente. O rapido desenvolvimento dos feixes vasculares possibilita
maior eficiéncia na conducdo dos fotoassimilados na plantula, que sdo provenientes da
fotossintese realizada pelos cotilédones e edfilos (TERRAZAS et al., 2011).

As plantulas PEF sdo exclusivamente fotossintetizantes (RESSEL et al., 2004).
Entretanto em D. regia observou-se que estes cotilédones continham reservas iniciais de
lipidios e proteinas, assim como em Apuleia leiocarpa (PONTES et al., 2002),
Caesalpinia peltophroides (CORTE et al., 2006), Hymenaea courbaril (MELO et al.,
2009), Schizolobium parahyba (MAGALHAES et al., 2010) e Melanoxylon brauna
(Ataide et al., 2017). Em espécies com plantulas PEF, as reservas iniciais sao
rapidamente consumidas e os cotilédones assumem funcéo fotossintética logo no inicio
do desenvolvimento das plantulas (KITAJIMA, 2002), assim como observado em D.
regia. A funcdo fotossintética das plantulas PEF é de enorme vantagem para que as
plantulas crescam e se estabelegcam no meio (KITAJIMA, 2002; RESSEL et al., 2004).
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A predominéncia de lipidios e proteinas nas reservas iniciais dos cotilédones de
D. regia pode ser fator importante correlacionado no répido crescimento e
desenvolvimento desta espécie. Em D. regia, a concentracdo de lipidios foi inferior as
demais reservas, no entanto, os lipidios geram duas vezes mais energia do que 0s
carboidratos, que pode ser uma caracteristica vantajosa no rapido desenvolvimento das
plantulas (FINKELSTEIN e GRUBB, 2002). O aumento da propor¢do de ATP/ADP e
ATPsintase foi correlacionado com a mobilizacdo de reservas de lipidios (MA et al.,
2016). A embebicdo das sementes ocasiona aumento de oxigénio e CO,, que indica a
respiracdo celular durante a retomada do metabolismo, na fase estacionéria da
germinacdo (NONOGAKI et al., 2011). As vias da respiragdo celular incluem a
glicolise dos carboidratos e a beta-oxidacdo dos &cidos graxos, que geram
intermediarios para o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), além de fornecer ATP pela
cadeia transportadora de elétrons (GRAHAM, 2008; VAN DONGEN et al., 2011;
ROSENTAL et al., 2014; MA et al., 2016). Entretanto, os lipidios ndo sdo reservas
prontamente utilizadas pelas sementes. Dessa forma, € necessario que sejam convertidos
em amido, atraves da beta oxidacéo, ciclo do glioxilato e gliconeogénese (PRITCHARD
et al., 2002; GRAHAM, 2008; MA et al., 2016). Por sua vez, durante a germinacao, as
proteinas sdo clivadas por proteases e enzimas requeridas para a mobilizacdo de lipidios
e formam aminoéacidos livres, para a biossintese de novas proteinas e geracdo de energia
(TAN-WILSON e WILSON, 2010). De fato, durante a germinacdo de sementes de D.
regia, a reserva de lipidios e proteinas presentes nos cotilédones foi mobilizada
acentuadamente, enquanto houve a sintese de amido no 5° DAS.

As reservas de lipidios e proteinas estdo armazenadas nas sementes em cOrpos
lipidicos e proteicos, respectivamente (TAN-WILSON e WILSON, 2010; HUANG,
2018). Os corpos lipidicos ou oleossomos sdo organelas especializadas que alem de
estocar lipidios sob a forma de triacilgliceréis e esteréis (DERUYFFELAERE et al.,
2018; HUANG, 2018). Células parenquimaticas dos cotilédones de D. regia
apresentaram citoplasma repletos de corpos lipidicos e proteicos na fase inicial da
germinacdo, que reduziram significantemente em quantidade e ao final do
desenvolvimento da plantula, e enquanto ainda presentes, passaram a ocupar a periferia
da celula. Esse padrdo de arranjo foi similar ao observado nos cotilédones de Prosopis
juliflora (GALLAO et al., 2007). E evidente que nas células cotiledonares, além da
mobilizacdo das reservas durante a germinacgdo e desenvolvimento das plantulas, ocorre
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também a diferenciacdo celular. Em D. regia, a mudanca do arranjo dos corpos lipidicos
e proteicos e dos grdos de amido, para a posicdo periférica no citoplasma, deve-se a
fusdo de pequenos vacuolos em um Unico vacuolo grande centralizado, a medida que o
cotilédone se desenvolve, conforme também descrito por Zienkiewicz et al. (2011).
Espécies com sementes aleuro-oleaginosas, como D. regia, tendem a apresentar uma
maior quantidade de glioxissomos nas células dos tecidos de reserva. Essa organela
apresenta duas enzimas exclusivas, a malato sintase e isocitrato liase, envolvidas no
ciclo do glioxilato (GrAHAM, 2008). Além disso, os proplastideos se diferenciam em
plastideos para que o cotilédone possa realizar a fotossintese (ZIENKIEWICZ et al.,
2011).

Os cotilédones de D. regia apresentaram as reservas de proteinas e lipidios
bastante exauridas no 11° DAS. Além disso, o teor de clorofila total decresceu neste
estadio, e nos faz supor que os edfilos assumiram a fotossintese, apesar do cotilédone
ainda desempenhar esta funcdo em menor proporcdo. O maior incremento de matéria
fresca e elongamento dos cotilédones e eixo embrionario, a producdo de clorofila e o
aumento no numero de estdmatos na face adaxial da epiderme dos cotilédones e face
abaxial dos e6filos das plantulas de D. regia podem reforcar esta hip6tese, assim como
foram observados por Corte et al. (2006) e Wiedlich et al. (2006). Além disso,
Ghaffaripour et al. (2017) também verificaram existir correlacdo positiva entre o teor de
clorofila e 0 ganho de biomassa nas plantulas de Tamarindus indica. Em D. regia, 0
elongamento do eixo hipocétilo-radicula e incremento de biomassa foi relativamente
maior apds o inicio do desenvolvimento dos eofilos nas plantulas, e permite indicar a
funcdo de fotossintese desempenhada por estes 6rgdaos. Em suma, os eventos da
mobilizacdo das reservas com o elongamento do eixo embrionario se encontram

sintetizados na Figura 11.
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Figura 11. Sintese dos eventos morfologicos e da mobilizacdo de reserva durante a
germinacao e desenvolvimento pds-seminal de D. regia.

As andlises do consumo de amido durante a germinacdo até o estabelecimento
das plantas jovens de D. regia permitiram verificar que os grédos de amido foram
decrescendo até a senescéncia dos cotilédones aos 30° DAS. Similarmente, em
Schilozobium parahyba, a senescéncia dos cotilédones ocorreu aos 35° DAS
(WIEDLICH et al., 2010). Os resultados obtidos no estudo do consumo de amido
permitem inferir que possivelmente, a planta jovem de D. regia se torna autotréfica bem
antes dos cotilédones senescerem. Essas inferéncias se dao a partir de dados ainda néo
publicados, e foi observado que os cotilédones de D. regia perderam a coloragédo verde
e apresentaram necroses & medida que ocorre 0 estabelecimento da planta jovem.
Assim, os cotilédones gradativamente diminuiram a funcdo fotossintética até ndo
desempenharem mais alguma funcdo na planta. Isso pode ser corroborado com o
registro de escassos graos de amido nas células do parénguima do mesofilo do
cotilédone, principalmente a partir do 21° DAS. Concomitantemente, ainda foi
observado que o consumo de amido nos cotilédones de D. regia seguiu um padrédo
centripeto, em que foram exauridos a partir das camadas subepidérmicas, em maior
proporcdo nas células do parénquima lacunoso do mesofilo cotiledonar. Esta

caracteristica pode reafirmar a perda gradativa da funcao fotossintética dos cotilédones.
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A analise obtida para consumo de amido e o padrdo centripeto nesta pesquisa sdo
inéditas para espécie florestal.

O alto potencial das espécies exoticas de Fabaceae, quando em comparacdo com
as espécies nativas, para o uso de recuperacdo de &reas naturais degradadas foi
evidenciado por Silva et al. (2018). Esses autores verificaram que Bauhinia forficata
demonstrou alto crescimento inicial e maior incremento de biomassa do que as demais
nativas estudadas. Assim, estes estudos demonstraram o uso de espécies de rapido
desenvolvimento e crescimento, como D. regia, apesar de ser exdtica, pode ser
interessante em programas de tecnologia de producdo de mudas para recuperagdo de
areas naturais degradadas.

Concluséo

As andlises obtidas permitiram verificar que D. regia possuiu desenvolvimento e
crescimento rapido. Conjuntamente, os estudos morfoanatémicos e da mobilizacdo de
reserva, demonstram que esta espécie esta adaptada as regides tropicais. Esta pesquisa
possibilitou ampliar o conhecimento dos processos da biologia da germinacdo desta
espécie em ecossistemas naturais e na tecnologia de producdo de mudas, para fins de

regeneracao e econdmicos.
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CAPITULO 3

Respostas anti-oxidativas durante a germinacdo de sementes de Delonix regia
(Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae, Caesalpinoideae)

Resumo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) atuam na sinalizacdo celular que alteram a
expressdo de genes dos diferentes processos metabdlicos durante a germinacdo de
sementes. Este trabalho teve por objetivo, analisar a producdo de peroxido de
hidrogénio (H,O;) e superdxido (O,’), a atividade da catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), peroxidase (POX) e superoxido dismutase (SOD), além da analise da
peroxidacdo de lipidios pela producdo de malondialdeido (MDA) e a andlise de
atividade a- e B-amilase durante a germinacdo de sementes de Delonix regia. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso, com amostras de
cotiledone+eixo embrionario do 0 ao 5° dia apds a semeadura (DAS), com quatro
repeticbes. As sementes escarificadas com lixa apresentaram 78% das sementes
germinaram ao final do 5° DAS e exibiram um padréo trifasico durante 102 horas apds
0 inicio da embebicdo. O H,0, é extremamente importante na germinacdo de sementes
de D. regia, com altos niveis durante toda a embebicdo. A CAT atuou na atividade anti-
oxidativa nos estagios iniciais da germinacdo e a partir do 2° DAS, a APX e POX se
tornaram ativas na remocéao do H,0O,. A SOD atuou na remoc¢édo de O, durante toda a
germinacdo e possivelmente contribuiu na manutencdo dos niveis de H,0,. A
concentracdo de MDA decresceu durante a germinacdo, indicando a eficiéncia da
atividade das enzimas anti-oxidativas. As EROs estimularam a sintese de a-amilase e B-
amilase, sendo que no 1° DAS, observou-se maior atividade da B-amilase na
mobilizacdo das reservas. Estes dados elucidam aspectos bioquimicos envolvidos na
germinacdo das sementes de D. regia, uma vez, que evidenciou que esta espécie
apresenta eficientes enzimas anti-oxidativas e que as EROs atuam na sinalizacdo em
diferentes eventos fisiologicos da germinacao destas sementes.

Palavras-chave: ascorbato peroxidase, catalase, espécies reativas de oxigénio, peroxido

de hidrogénio.
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Anti-oxidative responses during germination of Delonix regia (Bojer ex Hook.)
Raf. (Fabaceae, Caesalpinoideae)

Abstract

Reactive oxygen species (ROS) act on cell signaling that alter the gene expression from
different metabolic processes during seed germination. This research aimed to analyze
the production of hydrogen peroxide (H,O;) and superoxide (O,"), catalase (CAT),
ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POX) and superoxide dismutase (SOD)
activity. Besides of the lipid peroxidation analysis by the production of
malondialdehyde (MDA) production and analysis of a- and B-amylase activity during
the Delonix regia seeds germination. The experiment was performed in a completely
randomized design with cotyledon + embryonic axis samples from 0 to 5" days after
sowing (DAS), with four replications. Scarified seeds with sandpaper had 78% of the
seeds germinated at the end of the 5" DAS and exhibited a three-phase pattern for 102
hours after the imbibition began. H,O, is extremely important in the D. regia seeds
germination, with high levels throughout the soaking. CAT was effective anti-oxidative
activity in the initial germination stages and from the 2" DAS, the APX and POX
became active in the removal of H,O,. SOD participated in the removal of O," during
all germination and possibly contributed to the H,O, levels maintenance. MDA
concentration decreased during the germination, which indicated the efficiency activity
of the anti-oxidative enzymes. The EROs stimulated the a-amylase and f-amylase
synthesis, and at 1% DAS, higher B-amylase activity was observed in the reserve
mobilization. These data elucidate the biochemical aspects involved in the D. regia
seeds germination, which showed this species presents efficient anti-oxidative enzymes
and the EROs act in the signaling in different physiological events of these seeds
germination.

Keywords: ascorbate peroxidase, catalase, hydrogen peroxide, reactive oxygen species.

Introducéo

A germinagdo de sementes é um evento que envolve Varios processos
moleculares, bioquimicos e fisiologicos (BARBA-ESPIN et al., 2012; LI et al., 2018a),
que se inicia com a embebicdo das sementes em &gua, culmina com a ruptura do

85



tegumento e a protrusdo da radicula (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). De
maneira geral, para que as sementes germinem, é imprescindivel a ativagdo de sistemas
complexos que compreendem fatores intrinsecos, como a dorméncia e extrinsecos,
como disponibilidade de 4gua, oxigénio e temperatura (SU et al., 2016).

ApoGs a embebicéo, as sementes quiescentes reassumem a atividade metabolica e
ocorrem a transcricdo e traducdo de novos mRNAS, reparo e sintese de DNA, reparo de
membranas e organelas, sintese de proteinas, mobilizacdo das reservas e expansao
celular, por exemplo (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). Com o reparo das
mitocdndrias e entrada de 4gua durante a embebicao, ha aumento da respiracao celular e
da concentracdo de oxigénio no transporte de elétrons na cadeia transportadora e
consequentemente, o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (EL-
MAAROUF-BOUTEAU E BAILLY, 2008; PERGO e ISHII-IWAMOTO, 2011;
BARBA-ESPIN et al., 2012; ROSENTAL et al., 2014).

As EROs sdo produtos do metabolismo aerdbico que participam nos diversos
processos antioxidativos (XIA et al., 2015; ZHANG et al., 2014), que compreendem
principalmente, o oxigénio singlet (O,), radical hidroxila (OH'), anion superoxido (O,")
e perdxido de hidrogénio (H,O;) (Lee et al., 2010; Ye et al., 2012). Entretanto, apesar
das EROs serem comumente relacionadas ao estresse oxidativo, pesquisas tém
demonstrado que estas moléculas desempenham papéis importantes na sinalizacdo
celular durante a superacdo e germinacdo de sementes (KUMAR et al., 2015; SU et al.,
2016). Durante a germinacdo de sementes, as EROs atuam na sinalizagdo de vias
metabdlicas que alteram as expressdes génicas ou o estado redox das células. Estas
alteracdes possibilitam com que as sementes tenham percepcdo das mudancas
ambientais (NOCTOR e FOYER, 1998), como a disponibilidade de &gua, luz e
oxigénio.

A analise da atividade de EROs e as respostas antioxidativas pode auxiliar na
compreensdo da biologia da germinacdo de sementes de espécies florestais. Delonix
regia (Bojer ex Hook.) Raf. é uma espécie exdtica, amplamente difundida nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (WANG et al., 2016). D. regia apresenta valor
industrial (TAMAKI et al., 2010; BETANCUR-ANCONA et al., 2011) e medicinal
(CHAI et al., 2012; SHEWALE et al., 2012; SALEM et al., 2014). Além disso, suas
densas folhagens e flores de beleza exuberante agregam valor ornamental a espécie
(WANG et al.,, 2016). Neste sentido, este trabalho teve como objetivo analisar as
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respostas antioxidativas durante a germinacdo de sementes de D. regia. A produgéo de
EROs foi analisada em amostras que compreendiam os cotilédones e o eixo embrionério
de D. regia. Como a manutencdo da homeostase e do estado redox celular requer um
equilibrio entre a producdo de EROs e os sistemas de defesa (MILLER et al., 2008;
ZHANG et al., 2019), foram mensuradas tanto a producdo de H,O; e 0% e a sintese de
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase (POX) e superdxido dismutase
(SOD). Na ineficiéncia dos sistemas de defesa enziméaticos ou nao -enzimaticos, a
concentracdo de EROs podem resultar na peroxidacdo dos lipidios e danos nas
membranas celulares (LI et al., 2018b). Dessa forma, foi analisado a producdo de
malondialdeido (MDA) durante a germinacdo das sementes de D. regia. A mobilizacéo
das reservas de amido das sementes durante a germinacao foi verificada pela analise da

atividade das enzimas a- e B-amilase.

Material e Métodos

Coleta das sementes - Sementes maduras foram coletadas no banco de sementes
de solo de individuos de Delonix regia, localizados em Rio Verde, Goias. Brasil
[17°80°31”S e 50°90°7”W]. Em seguida, as sementes foram conduzidas para 0
Laboratorio de Sementes, do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia,
Campus Rio Verde, (IF Goiano/Campus Rio Verde), Rio Verde-Goias, Brasil, para a

conducéo dos ensaios.

Teste de germinacdo - Para o teste de germinacdo, foram utilizadas 100
sementes dormentes e 100 sementes foram escarificadas com lixa n° 80 no lado oposto
do eixo embrionario, consistindo em cinco repeticbes de vinte sementes.
Posteriormente, essas sementes foram dispostas em papel germitest umedecido com
agua destilada em 2,5 vezes o volume o peso do papel, conforme Brasil (2009) e
germinadas em camara B.O.D. [Biochemical Oxygen Demand], a 20°C/30°C, por12/12
horas, sob luz constante. Paralelamente ao teste de germinacéo, foi determinado o indice
de velocidade de germinacédo (IVG), de acordo com Maguire (1962).

Determinacdo do padrdo de embebicdo - O padrdo de embebigéo foi
determinado a partir da pesagem sistematica de quatro repeticdes de 25 sementes, em
intervalos de seis horas por cinco dias. As sementes dormentes e escarificadas no lado
oposto do eixo embrionario com lixa n° 80 foram embebidas em rolo de papel com trés
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folhas umedecidas com agua destilada, no volume 2,5 vezes do peso seco e mantidas
em camara B.O.D. nas mesmas condi¢Ges de temperatura e luz pré-estabelecidas no
teste de germinacdo ja descrito anteriormente. Baseando-se no teor de agua inicial das
sementes e 0 peso Umido destas nos diferentes intervalos, foi calculado o ganho de peso
(GP) = Pf-Pi/Pi x 100, em que Pf corresponde a massa final das sementes obtida a cada
intervalo de pesagem e Pi, a massa inicial das sementes antes da embebicéo.

Determinacéo do teor de agua - Foram utilizadas vinte sementes dormentes e
vinte sementes escarificadas no lado oposto com a lixa. Essas sementes foram dispostas
em quatro cadinhos, com cinco sementes cada. As amostras foram postas em estufa
aquecida a 103+/-5°C e devido a dorméncia fisica imposta pelo tegumento duro das
sementes, foram realizadas pesagens sistematicas diarias por cinco dias consecutivos
para determinar o teor de agua. O célculo do teor de &gua foi determinado conforme
Brasil (2009).

Determinacéo da concentracdo de ion superdxido durante a germinacgao - A
concentracdo de O, foi realizada em amostras de 0,2 g de amostras, as quais foram
maceradas em N liquido e o po obtido foi homogeneizado em 2 mL constituido de
tampdo fosfato de sddio 100 mM (pH 7,0), contendo dietilditiocarbamato de sodio 1
mM (DDC). O homogeneizado foi centrifugado a 22.000 x g durante 20 min, a 4°C.
Apos centrifugacdo, 0,1 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,9 mL da solugéo
constituida de tampéo fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), DDC 1 mM e azul de p-nitro-
tetrazdlio 0,25 mM. A concentracdo de O, foi determinada pela absorbancia do produto
final subtraida da absorbancia inicial, as quais foram mensuradas a 540 nm
(CHAITANYA e NAITHANI, 1994). A unidade do eixo Y ira ficar = (ABS 540 min-1
g-1 de MF), MF=Massa fresca.

Determinacdo de peroxido de hidrogénio durante a germinacdo - Amostras
de 0,2 mg de amostras foram maceradas em N, e homogeneizadas em 2 mL constituido
de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,5) e hidroxilamina 1 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 10000 x g, durante 15 min, a 4°C (KUO e KAO,
2003). Adicionou-se 100 pL do sobrenadante ao meio de reagdo constituido de
FeNH4(SO,4) 100 uM, écido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100
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mM, em volume de 2 mL (GAY e GERBICKI, 2000). As amostras foram mantidas no
escuro por 30 minutos e a absorbancia determinada a 560 nm. Os controles do reagente
e dos extratos foliares foram preparados paralelamente e subtraidos da amostra. A
concentracdo de H,0,, estimada com base em curva padrdo de H,0,, foi expressa em

pmol kg™ de massa fresca.

Preparo das amostras e extracdo para a analise das enzimas durante a
germinacdo de sementes - Para o0s ensaios enzimaticos, 500 sementes foram
escarificadas e germinadas como descrito anteriormente, sendo que destas, foram
coletadas ao acaso 48 amostras com quatro subamostras de doze sementes cada. As
coletas foram realizadas nos 0 ao 5° dias apds a semeadura (DAS), de acordo com as
analises obtidas previamente nos testes de germinacdo e padrdo de embebicdo das
sementes. Em seguida, estas amostras foram congeladas em nitrogénio (N.) liquido e o
tegumento foi quebrado com auxilio de um martelo. Extraiu-se o cotilédone e o eixo
embrionario, que foram pesados em balanca analitica de precisdo, postos
individualmente em papel aluminio identificados e armazenados em ultrafreezer a -
80°C, até serem macerados. Para a maceracdo das amostras (cotilédone+eixo
embrionério), utilizou-se N liquido em almofariz até obtencéo de um po.

Para andlise das enzimas antioxidativas e das enzimas a e 3-amilase foi utilizada
quatro repeticdes de 100 mg e 400 mg de amostra pulverizada, respectivamente. Essas
amostras pulverizadas foram homogeneizadas em 2 mL de tampéo fosfato de potassio
50 mM pH 6,8 contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 12000 xg, por 15 min, a temperatura de 4°C e o
sobrenadante foi usado como extrato para as determinagfes das atividades das enzimas
catalase (CAT), peroxidase inespecifica (POX), ascorbato peroxidase (APX),
superdxido dismutase (SOD), a ¢ B-amilase. Com excecdo da SOD, a atividade das
demais enzimas foi expressa em base de proteina, em que a concentracdo foi
determinada por Bradford (1976).

Anélise das enzimas antioxidativas

- CAT (EC 1.11.1.6): foi utilizada 20 pL do extrato obtido das amostras
adicionado a um meio de reagdo contendo 400 pL de tampido fosfato de potéssio 50
mM, pH 6,8, 100 uL de H,O, 20 mM e 280 pL de agua destilada em um volume de 780
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uL (CAKMAK e MARSCHNER, 1992). Apos, a atividade da CAT foi determinada
pelo consumo de H,O, a 240 nm [Espectrofotdmetro Evolution 60, Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts — EUA], durante 1 minuto, a 25°C e calculou-se o
coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™, que foi expresso em pmol min™ mg™ de
proteina (Anderson et al.. 1995).

- POX (EC 1.11.1.7): foi utilizada de 15 pL do extrato obtido das amostras
adicionado a um meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8,
pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM em volume final de 2 mL (KAR e MISHRA, 1976). A
atividade da enzima POX foi determinada pelo consumo de H,O, a 420 nm, durante 1
minuto, a 25 °C e calculou-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™, que
foi expresso em pmol de purpurogalina produzida min™ mg™ de proteina (CHANCE e
MAEHLEY, 1955).

- APX (EC 1.11.1.11): foi adicionado 25 pL do extrato obtido das amostras em
meio de reacdo contendo 800 uL de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 + EDTA
+ acido ascorbico 0,8 mM e 200 uL de H,O, 1 mM (NAKANO e ASADA, 1981
modificado por KOSHIBA,1993). A atividade da APX foi analisada a 290 nm, a 25°C,
durante 1 minuto e calculou-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™, que
foi expresso em pumol minl mg™ de proteina (NAKANO e ASADA, 1981).

- SOD (EC 1.15.1.1): foi adicionado 25 pL do extrato obtido das amostras em
1,94 mL de meio de reacdo constituido de tampéo fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8,
metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina
2 uM (DEL LONGO et al.,, 1993). A reacdo ocorreu a 25 °C, sob iluminagiao de
lampadas de 15 W. Apds quatro minutos de exposi¢cdo a luz, a iluminacdo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotoreducdo do NBT, foi medida a 560
nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). Uma unidade da SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotoreducdo do NBT
(BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

Andlise da atividade da a- e B-amilase - A atividade da a-amilase foi
determinada com a adicéo de 250 pL do extrato obtido adicionado a um meio de reacdo
contendo 150 uL de CaCl, 3 mM, incubado a 70°C por 5 minutos, para inativa¢do da [3-
amilase. A aliquota de 250 L de extrato de inativacio da B-amilase, foram adicionados
a 500 uL de tampao citrato de sodio 100 mM, pH 5,0 e 250 uL de solucéo de amido a 1
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%, incubados a 30°C. Apods 5 minutos, a reagdo foi interrompida pela adigéo de 2 ml do
reagente de leitura [acido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sddio
e potassio] e aquecida a 50°C por 5 minutos e em seguida, diluido em 4 mL de agua
destilada (TARRAGO e NICOLAS, 1976; BERNFELD, 1955; KISHOREKUMAR et
al., 2007).

A determinagdo da atividade da enzima B-amilase foi iniciada pela adi¢do de 180
uL de extrato enziméatico a um meio de reacdo contendo 110 puL de EDTA 0,1 M, para
inativagio de a-amilase. A aliquota de 250 uL de extrato de inativagdo da a-amilase,
foram adicionados 500 uL de tampdo citrato de sédio 100 mM, pH 5,0 e 250 pL de
solucdo de amido a 1%, incubados a 30°C por 5 minutos. Apds, adicionou-se 2 mL de
reacao de leitura [acido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sodio e
potassio] e aquecido a 50°C por 5 minutos e em seguida, diluido em 4 mL de agua
destilada.

Os agUcares redutores formados pela acao da o- e - amilase foram quantificados
pela leitura da absorbancia em 540 nm e os calculos foram realizados utilizando a curva
padrdo de maltose 0,5 mg/mL (TARRAGO e NICOLAS, 1976; BERNFELD, 1955;
KISHOREKUMAR et al., 2007).

Determinacdo da peroxidacdo dos lipidios - A analise da peroxidacdo dos
lipidios foi realizada pela concentracdo estimada de malondialdeido (MDA), conforme
CAKMAK e HORST (1991). Aproximadamente 0,150 mg das amostras pulverizadas,
que foram posteriormente maceradas em nitrogénio liquido e 2 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 1%. (p/v). Em seguida, foram centrifugadas em 12000 rpm Xxg,
por 15 minutos, a temperatura de 4°C. Aliquota de 0,5 pL do sobrenadante foi
adicionado a 1,5 uL ao meio de reagdo constituido de TCA 15%.(p/v) e &cido
tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) e incubados em estufa a 97°C, por 30 minutos. A
reacdo foi cessada em banho de gelo e centrifugada 9000 rpm xg, por 5 minutos, a
temperatura de 4°C. A leitura da reacédo foi realizada em espectrofotdmetro UV-visivel,
em que a absorbancia especifica do sobrenadante foi determinada no comprimento de
onda de 532 nm e a absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracdo de TCA foi
calculada pelo coeficiente de absortividade molar de 155 Mm™ cm™ (HODGES et al.,

1989) e os resultados foram expressos em nmol g™* de massa fresca.
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Delineamento experimental - Os ensaios foram realizados em delineamento
inteiramente ao acaso, com seis dias apds a semeadura e quatro repeticdes. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e regressdo. Quando ndo houve ajuste
dos modelos de regressao, realizou-se o teste de Tukey para analise das médias, em
software Statistica [Palo Alto, California, EUA] e os gréaficos foram construidos em
software SigmaPlot 14.0 [S&o Jose, California, EUA].

Resultados
Germinacao, padréo de embebicao e teor de 4gua de sementes de D. regia
As sementes de D. regia apresentam dorméncia fisica e portanto, ndo
germinaram (Figura 1). Entretanto, a germinacdo foi observada em sementes
submetidas a escarificacdo mecéanica com a lixa n° 80 no lado oposto do eixo
embrionério e a taxa de germinagdo atingiu 76% no 5° DAS (Figura 1) e o IVG foi
28,15.
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Figura 1. Porcentagem de germinacao de sementes de D. regia. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A Figura 2 demonstra os resultados obtidos nas anélises do padréo de embebicdo
das sementes de D. regia. Sementes dormentes ndo embeberam agua durante os 5 dias
de experimentacdo. As sementes que foram escarificadas com a lixa no lado oposto do
eixo embriondrio obtiveram ganho de massa durante a embebicdo no periodo de
germinacdo. Nestas sementes, provavelmente a fase | ocorreu entre as 0 e 54 horas,

periodo em que se observou ganho de massa mais acentuado. A fase Il se estendeu entre
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as 54 até 102 horas, em que mais de 50% das sementes germinaram. A fase Il se
iniciou a partir das 102 horas, quando se observou que 0 ganho de massa foi mais
acentuado que a etapa anterior.
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Horas de embebicdao

Figura 2. Anélise do padréao de embebicdo durante a germinacéo das sementes de D. regia.

A Figura 3 ilustra as analises do teor de 4gua das sementes de D. regia. O teor de
agua inicial das sementes de D. regia foi de aproximadamente 2,606%. Sementes
dormentes perderam &gua livre de forma mais gradativa do que as escarificadas.
Entretanto, o teor de agua final no 5° dia de pesagem foi de 9,423 e 8,586% para as

sementes dormentes e escarificadas, respectivamente.
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Figura 3. Determinacdo da porcentagem de teor de agua por base Umida (% b.u.) em sementes de
D. regia. A — sementes dormentes; B — sementes escarificadas por lixa n° 80 no lado oposto do eixo

embrionario. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

93



Concentracdo de H,0O, e O, durante a germinacgédo de sementes de D. regia

O H,0, foi observado entre os 0 ao 5° DAS entretanto, no 1° DAS verificou-se
maior concentracéo, de 68,67 umol g de matéria fresca de amostra (Figura 4). Por
outro lado, o ion O, esteve presente em concentracdo menor que o H,O, com maior
concentracdo nos dias 1° e 4° DAS, de 1,036 e 0,9011 umol g™ de matéria fresca de

amostra, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Concentracao de superoxido e peroxido de hidrogénio durante a germinacéo de sementes

de D. regia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Atividade das enzimas antioxidativas durante a germinacdo das sementes

A atividade da catalase (CAT) foi acentuada no 1° DAS, com concentracdo de
39,46 umol min™ mg™ de matéria fresca (Figura 5A). A concentracdo inicial da
ascorbato peroxidase (APX) foi baixa nos estagios iniciais da germinacdo, entretanto
elevou-se rapidamente a partir do 3° DAS e apresentou concentracdo de 1,103 e 1,199
umol min™® mg™ de matéria fresca, nos 4° e 5° DAS respectivamente (Figura 5B). A
concentracdo inicial de peroxidase (POX) foi baixa e a partir do 2° DAS subiu
acentuadamente, e atingiu 154304,78 pmol min™® mg™ de matéria fresca (Figura 5C). A
concentracdo da superdxido dismutase (SOD) foi de aproximadamente 9,37 e 14,8 U
SOD min™® mg™’ de matéria fresca, nos 3° e 5° DAS, respectivamente, com menor
atividade no 2° DAS (Figura 5D).
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Figura 5. Atividade das enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase (POX) e
superoéxido dismutase (SOD) durante a germinacao de sementes de D. regia. A— CAT; B - APX; C -
POX; D — SOD. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Analise da integridade das membranas celulares

As andlises permitiram observar que a concentracdo inicial de malondialdeido
(MDA) foi de 48,35 umol. A concentragdo de MDA no 2° DAS foi de 23,23 pmol e um
pouco maior do que no 1° DAS. A partir do 3° DAS, a concentracdo decresceu durante
a embebicdo das sementes de D. regia e atingiu 16,56 umol ao final da germinacédo
(Figura 6).
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Figura 6. Analise da concentracdo de malondialdeido durante a germinacédo de sementes de D.
regia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Atividade da a- e p-amilase durante a germinacéo de sementes

As analises evidenciaram que, em comparacdo a enzima f-amilase, a a-amilase
esteve presente em pequenas concentracdes nas sementes de D. regia, porém constante
durante a germinagdo, com 4,03 mg/proteina no dia inicial e de 4,42 mg/proteina no 5°
DAS (Figura 7A). Por outro lado, a concentragdo inicial de B-amilase foi de 6,68
mg/proteina, com maior atividade no 1° DAS de 8,57 mg/proteina e a atividade

decresceu ao longo dos demais dias de germinagédo (Figura 7B).
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Figura 7. Atividade das enzimas a- e B-amilase durante a germinacgdo de sementes de D. regia. A -
a-amilase; B - B-amilase. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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Discussao

Estes dados apontam que o H,O, exerce importante atividade na germinacao de
sementes de D. regia. Nas sementes dormentes de D. regia apresentaram baixo teor de
agua e além disso, foi detectado alta concentracdo de H,O, e atividade da catalase
quando ainda dormentes. Essa caracteristica pode estar correlacionada com a formacgéo
das sementes desta espécie, pois no processo de desenvolvimento das sementes, a alta
atividade metabolica durante a embriogénese, além dos danos nas membranas, como a
diminuicdo da permeabilidade, por exemplo, ocasionados durante o processo de
dessecagdo promovem a formacdo de EROs (BAILLY, 2004; JOB et al., 2005; LEE et
al.; 2010). Estas EROs formadas nas sementes em desenvolvimento, estimulam a
expressao génica que leva a sintese de sistemas antioxidativos (MYLONA et al., 2007).
Assim, quando as sementes estdo maduras apresentam concentracdo de EROs e enzimas
antioxidativas armazenadas (BAILLY, 2004).

As sementes de D. regia embeberam agua constantemente durante a germinacao,
que foi concluida aos 5° DAS. A embebicdo das sementes provavelmente promoveu o
acumulo de oxigénio durante a retomada do metabolismo, que favoreceu a formacao de
H,0, e O,". A fim de eliminar estas EROs, foi observada a atividade da CAT até o 1°
DAS e a acdo da APX e POX, a partir do 3° DAS. A a¢do da SOD na remog¢éo do O,"
foi verificado durante toda a germinacdo da semente de D. regia. A atividade da CAT
consta na remoc¢do do H,0,, que é formado no interior dos peroxissomos durante seu
préprio metabolismo ou acumulado através do metabolismo celular (AIRAKI et al.,
2015). A SOD atua na presenca de metais (Mn, Fe ou Zn) e promove a dismutacdo do
O, que leva a formacdo de H,O, (SANDALIO e ROMERO-PUERTAS, 2015). A POX
oxida substrato organico com o H,O, e produz um substrato oxidado e dgua (LEE et al.,
2010). Por sua vez, a APX compreende uma familia de isoenzimas com diferentes
caracteristicas (SHIGEOKA et al., 2002), que catalisa a reacéo ao transferir um elétron
do ascorbato para o0 H,O; e dessa forma, atua na regulacdo do nivel de H,O, intracelular
(BEGARA-MORALES et al., 2014). A atividade das peroxidases ainda pode inferir
sobre a producdo e acumulo de "OH, uma vez que catalisam o O, e H,O, apoplastico e
formam ‘OH (MULLER et al., 2009). As EROs, NADPH oxidases e peroxidases
contribuem no enfraguecimento do tegumento para a ruptura da radicula e o
elongamento da radicula durante a germinacdo (BODGANOVIC et al., 2008; Zhang et
al., 2014). Em D. regia foram observados alta concentracdo de H,O, e aumento da
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atividade das peroxidases a partir do 3° DAS. Estes dados corroboram com analises
desenvolvidas por Bodganovic et al. (2008) que as peroxidases atuam nos estagios
finais da germinacao das sementes e estagios iniciais do desenvolvimento da plantula.

A concentracdo de H,O, ndo diferiu durante a embebicdo de sementes de D.
regia e sementes germinadas foram observadas a partir do 2° DAS. Estas analises
corroboram com estudos que indicam que o H,O, esta envolvido na interagdo cruzada
entre ABA-GA. A embebicdo das sementes leva ao acumulo de oxigénio, que por
atividade da NADPH oxidase forma-se o H,O, (ISHIBASHI et al., 2015). Entdo, o
H,O, altera a homeostase celular, induz a transdugdo de sinais que estimula a
biossintese de GA, o catabolismo de &cido abscisico (ABA) e a mobilizacdo das
reservas na germinacao das sementes (BODGANOVIC et al., 2008; BARBA-ESPIN et
al., 2012; YE et al., 2012; XIA et al., 2015; LI et al., 2018b). Por sua vez. o GA induz a
expressao de genes que codificam a sintese de NADPH oxidases na aleurona, que estéo
envolvidas na formacéo de H,O, e ativa a transdu¢do para a sintese de amilases para a
degradacdo de amido das reservas (LI et al., 2018b). A atividade de NADPH oxidases
na membrana plasmatica catalisa a formacdo apoplastica de O,", que é catalisado pela
SOD (BARBA-ESPIN et al., 2012). Consequentemente, essa reacdo pode levar ao
acumulo de H,0, que subsidia a sintese de GA. Além disso, a oxidacdo de proteinas
presentes nas reservas das sementes pode levar a producdo de H,O, que leva a
carbonilacdo das proteinas e estimula a germinacdo (EL-MAAROUF-BOUTEAU e
BAILLY, 2008; ORACZ et al., 2009; SU et al.; 2016). Além da interacdo ABA-GA, o
etileno também pode atuar na germinacdo, ao sinalizar a expressdao de genes
responsaveis pela producdo de H,O, em sementes (ISHIBASHI et al., 2013).

As EROs estimulam a biossintese de GA no embrido durante a germinacgdo é
transportado para a aleurona e induz a expressdo de genes para a sintese de amilases,
que hidrolisam o amido em mono e dissacarideos (LIU et al., 2018; WANG et al.,
2018), para gerar energia a fim de completar o desenvolvimento da plantula. O amido é
constituido de dois polimeros de glucano, a amilose e amilopectina, que consiste em
cadeias de glicose ligadas a a-(1,4) que sdo periodicamente ramificadas através de
ligacbGes B-(1,6) (SPARLA et al., 2006; MACNEILL et al., 2017). As enzimas o-
amilase atuam nas ligacGes glicosidicas B-(1,6) e a B-amilase, nas ligacdes a-(1,4)
(KAPLAN e GUY, 2004). Em sementes de D. regia, a atividade constante do H,0, e

O "permitiram a sintese de a-amilase durante toda a germinacao e a maior concentragao
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de H,O, gerou pico na atividade de B-amilase. Suportando nossos dados, YE et al.
(2012) observaram que as EROs estimularam a expressdo de mRNAs que induzem a
sintese de amilase, enquanto na presenca de ABA, esses genes eram suprimidos.

O anion O esté envolvido no enfraquecimento das paredes do endosperma, que
favorece a ruptura e o elongamento do eixo embrionario das sementes na germinacao
(ZHANG et al., 2014). O gravitropismo nas radiculas é mediado pela interacéo espacial
assimétrica entre as auxinas e O," que por inibicdo e ativacdo da NADH oxidase,
respectivamente, afrouxam a parede celular, e resulta no crescimento de alongamento
do eixo na regido apical (JOO et al., 2005; SATO et al., 2015; SINGH et al., 2017). A
expansdo celular nas regides apicais do caule e raizes ocorre quanto altos niveis de ions
calcio no citoplasma estimula a producdo apoplastica de O," e H,O, pela NADPH
oxidase (MANGANO et al., 2016). Por sua vez, ja foi demonstrado que quando a
NADPH oxidase tem atividade inibida, ocorre o atraso na germinagdo de sementes
(ISHIBASHI et al., 2015). Essas funcbes desempenhadas pelo O,” podem corroborar
com nossas analises. Apesar de ter sido verificado que o O," esteve presente durante
toda a embebicdo da semente, a sua maior concentragdo ocorreu nos 1° e 4° DAS,
periodo em que antecederam a observacdo da taxa inicial e final de sementes
germinadas, respectivamente.

A fim de analisar se ha atividade do GA ou ABA na germinacdo das sementes,
YE et al. (2012) verificou que a concentragdo de MDA, como resultado da peroxidagéo
dos lipidios sob estresse oxidativo, pode ser indicativo indireto da acdo destes
horménios. Estes autores verificaram que sementes com alta concentracdo de ABA
apresentaram menor concentracdo de MDA, devida a inibicdo da formacdo de EROs
promovida por este hormonio. Entretanto, estes estudos demonstraram que a
concentracdo de MDA decresceu durante a germinacdo de sementes de D. regia. Estes
dados sugerem que as enzimas CAT e principalmente a APX, POX e SOD atuaram
efetivamente no estresse antioxidativo promovido pelo H,O, e O,  durante a
germinacdo, a ponto de manter niveis destas EROs para permitir a inducdo da
biossintese de GA, inibir o ABA e manter a integridade das membranas celulares.

As alteragdes no estado redox das células promovidas pelas EROs, faz com que
a tiorredoxina (Trx) oxide proteinas presentes no endosperma/cotilédones ao atuar nas
pontes dissulfeto (ZHANG et al., 2018). Com isso, a Trx sinaliza a mobilizagéo das
reservas no inicio da germinacdo, ao aumentar a solubilidade das proteinas e a
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susceptibilidade desta a acdo das protedlises, além de promover a reducdo e inativacdo
das pontes dissulfeto (S-S) de proteinas que inibem amilases e proteases especificas, o
que permite a quebra da amido e proteinas presentes nas reservas (ALKHAFIOUI et al.,
2007; REN et al., 2012). Além disso, estudos demonstram que a alta concentracdo de
H,O, e maior atividade de GA leva a expressdo de genes que atuam na transcrigdo de
amilases (KANEKO et al., 2002) e promove a transcri¢do de sinais para a sintese de
isocitrato liase, que ativa a mobilizacdo das reservas e 0 aumento do teor de agUcares
sollveis durante a germinacdo (LI et al., 2018). Essas informacdes demonstram que a
constante atividade de H,O, possibilitou a sintese e atividade da a- e B-amilase durante

toda a germinacdo de sementes de D. regia.

Concluséo

A atividade de H,0; e O, foi importante durante toda a germinacéo de sementes
de D. regia. A CAT, POX, APX e SOD foram eficientes nas respostas antioxidativas
pela analise da peroxidacdo dos lipidios pela formacdo do MDA. A CAT atuou na
remocdo das EROs no estagio inicial, enquanto a POX e APX nos estagios,
evidenciando o papel destas ultimas nos eventos fisioldgicos que culminam com a
ruptura do tegumento e a protrusdo da radicula. Além disso, p6de-se perceber a a¢do das

EROs na mobilizacdo das reservas pela sintese de B-amilase, principalmente.
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CONCLUSAO GERAL

Este estudo demonstrou que as sementes de Delonix regia apresentam diferentes
respostas germinativas frente as escarificagdes térmica, mecanica e quimica. Dentre
esses métodos, as escarificagdes térmica a 90°C por 1 e 3 minutos e a escarificagcdo
mecénica com a lixa no lado oposto do embrionario obteve taxa de germinacdo
satisfatoria. A escarificacdo quimica com &cido sulfarico possivelmente promove danos
nas membranas internas das sementes. As plantulas de D. regia concluem seu
desenvolvimento aos 11° DAS e séo do tipo fanéreo-epigeo-cotiledonar. As proteinas e
lipidios constituem as reservas iniciais nos cotilédones. As reservas de proteinas séo
mobilizadas para formar novas proteinas enquanto os lipidios sdo convertidos em amido
pelo ciclo do glioxilato e gliconeogénese. Os cotilédones entram em senescéncia
quando a reserva de amido é completamente exaurida. O peroxido de hidrogénio
constitui a principal espécie reativa de oxigénio que atua na germinacao de sementes, na
sinalizacdo da biossintese de 4&cido giberélico. As enzimas catalase, ascorbato
peroxidase, peroxidase e superdxido dismutase atuam nas respostas anti-oxidativas,
removendo o perdxido de hidrogénio e o superdxido. As enzimas a- e B-amilase
apresentam atividade durante a germinacao de sementes de D. regia, na mobilizacdo das

reservas de amido.
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