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1. Introducéao

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), pertencente a familia
Apocynaceae, € uma espécie nativa brasileira que apresenta seu germoplasma
ameacado devido a fragmentacdo das areas naturais (SILVA et al., 2017) e do
extrativismo nao sustentavel. Ela pode ser encontrada nas regifes Centro-oeste,
Sudeste e Nordeste, onde o estado de Sergipe € o maior produtor. O fruto da
mangabeira, a mangaba, € muito consumida na forma de sucos, doces, geleias,
sorvetes e licores devido a suas caracteristicas organolépticas e seu elevado
valor nutricional (ALMEIDA et al., 2011).

A principal forma de producdo € por meio do extrativismo, onde muitas
vezes os frutos séo retirados completamente, fato que reduz a possibilidade de
formacdo de novos individuos nessas areas. Outro problema observado € a
perda da vegetacdo nativa, devido ao avanco da monocultura e da ocupacao
imobiliéria, que favorece a reducéo de individuos na area de ocorréncia natural e
a perda da diversidade genética desta espécie.

Diante do exposto, uma das alternativas para assegurar a sobrevivéncia da
espécie € a conservacdo ex situ. No entanto, a propagacdo da mangabeira
ocorre principalmente por sementes, que por serem recalcitrantes perdem
rapidamente a sua viabilidade (SANTOS et al., 2010). Desta forma, € necessario
submeté-las a germinacdo imediata apos a coleta de frutos para assegurar a
sua germinacdo, e por esta razdo ndo podem ser armazenadas por longos
periodos (TAVARES, 1990). Assim, o estudo quanto a manutencdo da

viabilidade de sementes durante o armazenamento é uma das estratégias para
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a conservacédo da espécie, que podem ser usadas na producdo de mudas para
a recuperacao das areas degradadas.

O principal problema no armazenamento das sementes recalcitrantes é a
impossibilidade de desidratacdo e armazenamento a baixas temperaturas,
necessarios para manutencdo da qualidade e vigor de sementes. De acordo
com Tompsett et al. (1985), as sementes recalcitrantes devem ser armazenadas
em meio osmotico, com ou sem adicdo de inibidores de germinacdo, como o
acido abscisico (ABA) que pode induzir tolerancia a dessecacédo retardando o
metabolismo (TOMPSETT, 1985; BRUGGINK & VAN DER TOORN, 1995).

Quando as sementes recalcitrantes estdo hidratadas (com alto teor de
umidade) permanecem com respiracdo e metabolismo ativos durante o periodo
de armazenamento, ou seja, ha sintese de proteinas. O elevado teor de agua
faz com que as sementes recalcitrantes permanecam viaveis (VERTUCCI,
1995). Desta forma, € de fundamental importancia o conhecimento da tolerancia
a dessecacdo das sementes da mangaba por meio do acumulo de proteinas do
tipo LEA (Late Embryonic Abundant Proteins), uma vez que, estas proteinas
controlam a taxa de perda de agua e estabilizam estruturas intracelulares em

situacdes de estresse, e também inibem a desnaturacdo de macromoléculas.

2. Objetivo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade de
sementes durante diferentes periodos de armazenamento em solucbes
osmoprotetoras, verificar a possibilidade de uso de sequéncias génicas
desenhadas para Arabdopsis para avaliar e futuramente verificar o nivel de
expressdo destas, e monitorar a viabilidade das sementes comparando o0s
valores de germinagédo (viabilidade) com a anélise de proteinas expressas nos

altimos estadios de desenvolvimento (Late Embryogenesis Abundant — LEA).
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3. Metodologia

Frutos maduros de mangabeira (fruto com casca amarelada a
avermelhada, estrias avermelhadas e com textura macia) foram beneficiados
manualmente. As sementes obtidas foram lavadas e postas para secar em
condicdo ambiente (25°C) por 24 horas. Apds esse periodo foi retirada uma
aliquota do lote de sementes e procedeu-se com a avalia¢do da qualidade inicial
do lote de sementes por meio da determinacdo do teor de agua, condutividade
elétrica, germinacdo, qualidade e integridade do &cido ribonucleico - RNA.

A porcédo restante de sementes foi subdividida em sachés, contendo 500
sementes. Os sachés foram acondicionados em recipientes de vidro contendo
quatro diferentes solugdes osmocondicionantes com potencial de -0,8 MPa,
sendo A, B (com adicdo de fungicida natural), C (com adicdo de fungicida
comercial) e D (com adicdo de fungicida comercial). Em cada recipiente foram
postas 2.000 sementes, sendo armazenado um total de 8.000 sementes,
mantidas em B.O.D. com temperatura de 10°C. Aos 50, 100, 150 e 200 dias de
armazenamento as sementes foram submetidas as mesmas avaliagbes para

determinacao da qualidade inicial.

3.2 Determinacao do teor de agua

A determinacédo do teor de agua foi realizada pelo método da estufa a 105
+ 3°C durante 24 horas, em duplicata de 10 g, de acordo com as
recomendacfes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os

resultados foram expressos em porcentagem com base no peso umido.

3.3 Condutividade elétrica
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O teste foi realizado com 8 repeticbes de 25 sementes, pesadas e
colocadas em 75 mL de agua ultrapura, mantidas em incubadora do tipo B.O.D.
a 25°C por 24 horas. Os valores de condutividade elétrica foram obtidos e
expressos em pS cm gt (BRANDAO JUNIOR et al., 1997).

3.4 Germinacao

No teste de germinacao as 8 repeticbes de 25 sementes foram distribuidas
em rolo de papel tipo germitest, umedecido com 2,5 vezes o peso seco dos
papéis em agua destilada e mantidas em incubadora do tipo B.O.D. a 25°C, com
fotoperiodo de 12h. No vigésimo quinto dia realizou-se a primeira contagem e a
Gltima aos trinta e cinco dias apds a semeadura, computando-se a porcentagem
de plantulas normais (BRASIL, 2009).

3.5 Extracdo de RNA e avaliacdo da integridade do RNA

O RNA foi extraido de embrides de sementes de mangaba antes do
armazenamento e apds serem armazenadas em solu¢cdes osmocondicionantes
por diferentes periodos usando o kit comercial Nucleospin® RNA Il (Macherey-
Nagel), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o controle, foram
utilizadas sementes que ndo haviam sido armazenadas. A integridade,
qualidade e quantidade de RNA extraido foram avaliadas por meio de
nanospectofotometria a 260, 230 e 280 nm. Para avaliar a integridade do RNA, 1
pHg de RNA das sementes ndo armazenadas (Ql) e das sementes armazenadas
pelo periodo de 50 dias, foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a

1,0%, corado com prata e visualizado em transiluminador de luz branca.

3.6 Delineamento e analise estatistica
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O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado
com parcelas subdivididas, sendo 4 parcelas solu¢des osmocondicionantes: A,
B, C e D e 4 subparcelas periodos de armazenamento: 50, 100, 150 e 200 dias.
As variaveis analisadas foram testadas quanto a distribuicdo normal de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk, quando necessario 0s resultados foram
transformados de acordo com o tipo de variavel utilizada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia por meio do teste F, regressao e comparacao

de médias (Tukey) ao nivel de 5% de probabilidade.

3.7 Andlise de sequéncia génica em PCR convencional

A analise de correspondéncia das sequéncias génicas de Arabidopsis
thaliana (sHSP18.2 e EM6) em gendtipos de Hancornia speciosa Gomes,
previamente relacionadas a tolerancia a dessecacao, foi realizada por meio de
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) convencional. A reacdo de PCR foi
constituida de temperatura inicial de 94°C por 5 min., seguida por 35 ciclos que
envolvem temperaturas de 94°C por 1 min., 52°C por 1 min. e 72°C por 1 min,
para finalizar foi realizada uma extensao final a 72°C por 10 min. Os fragmentos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. Afim de validar a
reacao, foi realizada essa mesma reacdo com duas espécies arboéreas, Erithryna
velutina Willd. e Schinnus terebinthifolius Raddi., sendo a primeira tipica
ortodoxa e a ultima de carater intermediario.

Para analise de proteinas LEA em sementes submetidas ao
armazenamento, estas foram mantidas em diferentes solu¢bes osmoticas: A e B
(com fungicida natural), C e D (ambas com fungicida comercial). Uma amostra
de sementes de cada tratamento foi retirada aos 0, 50, 100, 150 e 200 dias para
a andlise de proteinas LEA utilizando o método SDS-PAGE, seguindo as

recomendacdes de Blackman et al. (1991). Para cada tratamento 150 mg de
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cotilédones foram macerados em 1 ml de tampao de extragcdo (Tris-HCI 50 mM
pH 7,5; NaCl 500 mM; MgCI2 5 mM; PMSF 1 mM). As amostras foram agitadas
durante um minuto e centrifugadas a 4°C, a 16.000 xg durante 30 minutos.
Apos, o sobrenadante foi incubado em banho-maria a 70°C por 15 minutos, a
operacéao anterior foi repetida visando melhor qualidade.

3.8 Quantificacdo de proteinas

As determinacdes de proteinas foram realizadas pela adicdo de 5 pl de
amostra em 195 pl de reagente de Bradford. As amostras reagiram por 5 min. a
temperatura ambiente (25°C) e a absorbancia da amostra foi medida a 595 nm,

em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch™).

4. Resultados e Discusséao
4.1 Qualidade inicial

Para a avaliacdo da qualidade inicial das sementes de mangaba, obteve-se teor de
agua de 55,6% e 78% de germinacdo, 0 comprimento da parte aérea, raiz e a massa seca de
plantulas foram 5,92 cm, 10,26 cm e 89,259 mg por plantula, respectivamente. A
condutividade elétrica correspondeu a 10,0 puS cm g2

A concentracio do RNA obtido a partir de embrides das sementes foi de 55,5 ng pl*
e para a qualidade obtida pela relacdo de A260/280 verificou-se 1,457. Apesar destas
informagdes ndo serem obtidas por meio de um método de avaliacdo da qualidade de
sementes, podem ser utilizadas como um indicativo de que as sementes estdo viaveis uma
vez que 0 RNA ¢é uma molécula sensivel as alteracdes que ocorrem nas sementes quando
estdo em processo de deterioracao.

Salienta-se que a qualidade das sementes esta associada a atributos genéticos, fisicos,

fisiologicos e sanitarios, essas informacfes sdo determinantes para a tomada de deciséo na
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escolha do lote a ser conservado no armazenamento e/ou utilizado na producao de mudas,
nesta perspectiva, considerando os resultados obtidos, o lote apresenta potencial para o

armazenamento.
4.2 Armazenamento

Para as sementes armazenadas, foi verificado o efeito entre as solucgdes
osmocondicionantes e os periodos de armazenamento para a condutividade elétrica, o
comprimento da raiz e massa seca de plantulas, 0 mesmo ndo ocorreu para o teor de agua,
comprimento da parte aérea e o percentual de germinagdo. Nestas Ultimas variaveis foi

verificado o efeito para o tempo (TABELA 1).

TABELA 1. Resumo da Analise de Variancia (ANAVA) para a avaliacdo do teor de dgua
(TA), condutividade elétrica (CE), germinacdo (%G), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), massa seca de plantulas (MSP) de sementes de mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) armazenadas por diferentes periodos em solucdes
osmocondicionantes.

FV GL TA%) G (%) CPA(cm) CR(m) MSP(g) CE (uS/cmg?)
Solugéo 3 68,89™ 0,038™ 0,31™ 0,19™ 7,27™ 137,09™
Tempo 3 8,44"™ 4,05" 12,59" 27,017 538,01" 3754,79"

S*T 9 12,14™ 0,009™ 0,20" 0,27™ 7,09" 64,13"

Média 57,71 14,44 1,52 1,77 34,38 23,05

CV 1 (%) 6,03 72,91 37,08 24,86 59,75 23,05

CV 2 (%) 4,79 27,08 13,26 20,48 30,15 6,74

* Significativo e ns - ndo significativo a 5% (p<0,05).

Para o teor de agua das sementes ndo houve efeito das diferentes solugdes
osmocondicionantes durante o periodo de armazenamento e as solugdes foram capazes de
manter o teor de umidade acima de 50% para todos os periodos de armazenamento, sendo
Solugéo A (59,66%), B (53,32%), C (59,19%) e D (58,67%). O alto teor de 4gua observado
é caracteristico das sementes recalcitrantes, pois nao sofrem secagem na planta mée e séo

liberadas para 0 ambiente com alto teor de &gua (ROBERTS, 1973).
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A manutencdo do teor de agua nas sementes durante 0 armazenamento é uma das
condicBes necessarias para que permanegcam viaveis, pois reduz a possibilidade de danos
fisicos na semente decorrentes da desidratacdo. Esse dano refere-se a alteragBes na estrutura
dos vactolos que sdo proeminentes nas sementes recalcitrantes, ao citoesqueleto e as
membranas celulares, ocasionando a falta de suporte intracelular e organizacéo estrutural
que culminam na perda de viabilidade das sementes (FARRANT et al., 1992; FARRANT
etal., 1997).

No armazenamento de sementes de pitombeira (Talisia esculenta (A. St. Hil)), de
comportamento recalcitrante assim como as de mangaba, verificou-se reducdo no teor de
agua de 40 a 24% no 15° dia do armazenamento, ocasionando reducdo da taxa de
germinacdo (SENA et al., 2016).

O menor teor de agua que mantém a viabilidade das sementes recalcitrantes varia
muito em funcdo das espécies, a exemplo para Theobroma cacao que o menor teor de agua
seguro corresponde a 23%, enquanto que para Avicennia marina é de 61,5% (MUMFORD;
BRETT 1982; FARRANT et al.,, 1996). Para sementes de mangaba teor de &gua
correspondente a 43% ndo prejudica a germinacao, enquanto que para teor de agua de 38%
ocorre decréscimo gradativo da germinacdo (SANTOS et al., 2010).

Mesmo com a manutencdo do teor de dgua nas sementes, 0 aumento do periodo de
armazenamento ocasionou reducgdo do percentual de germinagédo independente da solucéo
osmocondicionante utilizada, ocorrendo um decréscimo na germinacéo de 37% aos 50 dias
e 86% para 100 dias quando comparado com a germinagdo obtida para a qualidade inicial.
A partir de 130 dias ndo foi possivel a manutencdo da viabilidade das sementes (FIGURA
1).
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FIGURA 1. Germinacdo de sementes de mangaba (Hancornia speciosa) armazenadas por
diferentes periodos.

No periodo de 100 dias foi observada a presenca de micro-organismos nas sementes
de mangaba, 0 que ocasionou reducdo da qualidade. Aos 150 e 200 dias a incidéncia de
fungos foi acentuada, resultando na morte de todas as sementes. Cabe salientar que as
solugbes C e D continham em sua formulacdo fungicidas comerciais nas doses
recomendadas.

O percentual de germinacdo para sementes recalcitrantes armazenadas varia em
funcdo da espécie, que podem apresentar 5% no 10° dia conforme verificado para Aquilaria
malaccensis Lamk (TABIN; SHRIVASTAVA, 2015), 99% para Hevea brasilliensis Muell.
Arg. no 18° dia (CHARLOQ et al., 2016) e 64% aos 180 dias de armazenamento para
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (GARCIA et al.,, 2014). Para sementes de
mangaba, Freitas (2016) obteve 81 e 18% para o armazenamento durante 60 e 90 dias,
valores semelhantes aos obtidos neste estudo.

O decrescimo da germinacdo em funcéo dos periodos de armazenamento é resultante

da alta incidéncia de fungos que aceleram 0s processos deteriorativos decorrente dos danos
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que afetam estas sementes durante o armazenamento, principalmente metabdlicos, devido a
alta taxa respiratoria e do metabolismo. Fatores macro e micromoleculares podem ocorrer
durante o armazenamento e afetam a viabilidade das sementes (PAMMENTER; BERJAK,
2000).

Outro agravante que pode contribuir para que processos deteriorativos e oxidativos
ocorram nas sementes de mangaba, € a presenca de maior teor de lipideos na sua
composi¢do quimica (teor de 6leo 27,33 + 0,37%, proteinas 12,10 + 1,60%, fibras 11,98 +
0,46%, celulose 17,07, hemicelulose 22,57 e lignina 10,16%), considerando que estes
apresentam maior instabilidade quimica e podem ocasionar deterioracdo mais rapida do que
para as sementes amilaceas ou protéicas, por meio das reacOes hidroliticas formando o
hiperoxido (SANTOS et al., 2015; HARRINGTON, 1972).

A alta taxa metabdlica leva a atividade descontrolada de radicais livres, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a peroxidacdo lipidica, resultando em danos a
membrana e a geracdo de subprodutos toxicos e dano oxidativo ao DNA, situagdo que se
agrava devido a falha do sistema de reparacdo nas células culminado na perda da
viabilidade das sementes (FINCH-SAVAGE; PRAMANIK; BEWLEY, 1994,
MCDONALD, 1999; VARGHESE et al., 2011).

Para o comprimento da parte aérea, raiz e a massa seca de plantulas, verificou-se que
as sementes armazenadas nas solucGes B e C apresentaram 0s maiores valores quando
armazenadas no periodo de 100 dias, enquanto que aquelas armazenadas nas solucbes A e
D apresentaram plantulas menores e com menor massa. Nos demais periodos de

armazenamento néo houve diferencas entre as solu¢ées osmocondicionantes (TABELA 2).
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TABELA 2. Desdobramento da solucdo dentro dos diferentes periodos de armazenamento
para as variaveis comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e massa
seca de plantulas (MSP).

Periodo de Solugbes osmocondicionantes -0,8MPa
armazenamento (dias) A B C D
Comprimento da parte aérea (cm)
50 4,43 ab 522a 3,88ab 292b
100 1,78 b 3,08a 3,60a 1,95b
150 00a 00a 0,0a 0,0a
200 0,0a 0,0a 0,0a 00a
Comprimento da raiz (cm)
50 7,77 a 7,60 a 6,17 a 6,58 a
100 3,13b 549a 5,80a 3,96 b
150 00a 00a 0,0a 0,0a
200 0,0a 0,0a 0,0a 00a
Massa seca de plantulas (mg/plantula)

50 78,18 a 75,00 a 77,69 a 73,36 a
100 45,00 b 80,75 a 77,00 a 4325b
150 0,0a 0,0a 0,0a 00a
200 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

Meédias seguidas pelas mesmas letras mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% probabilidade.

Estes resultados indicam que € possivel armazenar as sementes de mangaba,
contudo, havera reducdo no vigor destas sementes durante o armazenamento, sendo que no
periodo de 50 dias foram observados os valores mais préximos daqueles obtidos para a
qualidade inicial em todas as solucdes e aos 100 dias as solucbes B e C possibilitaram a
formacéo de plantulas mais vigorosas.

O vigor das sementes pode ser entendido como a juncdo das propriedades que
determinam o nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote
(ISTA, 1981), sendo influenciado dente outros, por fatores genéticos intrinsecos a
sementes, condi¢des ambientais durante a formacéo de sementes, danos mecanicos, micro-
organismos, insetos e condi¢cdes ambientais durante 0o armazenamento, nesse ultimo, a
umidade e a temperatura sé@o os aspectos mais relevantes (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012). Assim, considerando que o teor de umidade das sementes controla os diferentes
processos metabdlicos e a temperatura afeta a velocidade dos processos bioquimicos, a

reducdo do vigor das sementes armazenadas verificada neste estudo, pode estar associada
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com sua alta atividade metabdlica e taxa respiratdria que leva a um consumo consideravel
de material de reserva e decréscimo da energia da semente, que apesar de se encontrarem
em baixa temperatura, foi agravado pela presenca de micro-organismos.

Para a avaliagdo da condutividade elétrica em diferentes solugdes
osmocondicionantes em funcdo dos periodos de armazenamento, verificou-se que no
periodo de 50 dias os maiores valores de condutividade foram observados para sementes
das solugdes A e D e aos 200 dias na solugéo A (TABELA 3).

TABELA 3 Desdobramento da solugdo dentro dos diferentes periodos de armazenamento
para a condutividade elétrica (CE).

Periodo de Solugdes osmocondicionantes -0,8MPa
armazenamento (dias) A B C D
Condutividade elétrica (uS/cm g?)
50 21,68a 16,32 b 16,21 b 22,73 a
100 14,14 ab 17,59 a 12,42 b 16,30 ab
150 45,29 a 37,10 b 39,67 b 37,24 b
200 29,87 a 22,43 b 25,83 ab 26,53 ab

Médias seguidas pelas mesmas letras minudscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% probabilidade.
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As solucbes B e C aos 50 dias apresentaram os menores valores para a condutividade
elétrica, indicando menor deterioracdo das sementes armazenadas nestas solugdes, uma vez
que a condutividade elétrica esti associada a presenca de exsudados na solucdo, sendo
verificada maior quantidade quando as sementes apresentam maior grau de deterioragdo. Os

valores para a condutividade sdo semelhantes aos obtidos por Freitas (2016) para o
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armazenamento de sementes de mangaba, com condutividade elétrica de 17,74 uS cm g*
para 60 dias de armazenamento. Analisando a condutividade elétrica das sementes
armazenadas nos diferentes periodos e solu¢bes osmocondicionantes, verifica-se resposta
quadratica em funcdo dos crescentes periodos de armazenamento (FIGURA 4).

FIGURA 4. Condutividade elétrica das sementes armazenadas em diferentes solucdes

osmocondicionantes e periodos de tempo.

No periodo de 50 dias, foram observados valores da condutividade elétrica variando
de 16,21 (Solugdo C) a 22,7 uS cm g (Solugdo D), sendo as solucdes B e C aquelas com
valores mais proximos dos obtidos para a qualidade inicial, indicando a manutengdo da
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integridade das membranas e manutencdo da viabilidade das sementes, que no teste de
germinacdo formaram plantulas com a parte aérea variado de 2,92 (Solugdo D) a 5,22 cm
(Solugéo B) e comprimento de raiz variando entre 6,17 (Solugdo A ) e 7,77 cm (solucdo C).

Conforme se ampliou o periodo de armazenamento ocorreu 0 aumento da
condutividade elétrica. Esse aumento é verificado pela maior liberacdo de exsudados das
sementes caracterizando o inicio do processo de deterioragdo pela desestruturacdo do
sistema de membranas celulares culminando na redugéo da viabilidade (SANTOS et al.,
2005), o que corrobora com os resultados obtidos para a germinacdo, comprimento da parte
aérea, comprimento da raiz e massa seca de plantulas, que reduziram conforme aumentaram
o0s periodos de armazenamento.

Percebe-se que mesmo ndo prolongando o periodo de armazenamento, quando
comparada com as outras solugdes, as solu¢cdes osmocondicionantes B e C apresentaram 0s
menores valores de condutividade elétrica e plantulas maiores e mais pesadas, sendo
promissoras para 0 armazenamento de sementes de mangaba, embora em periodos curtos
quando comparados com sementes ortodoxas, sdo suficientes para nao exigir a semeadura
de todo o lote de sementes imediatamente apds sua colheita e, portanto, uma opcao para

COHSGI’V&Q&O das sementes.

4.3 Qualidade e integridade do RNA

Para as sementes armazenadas em todas as solugdes osmocondicionantes foi
verificada reducdo da concentragio do RNA conforme ampliou-se o periodo de
armazenamento (FIGURA 5). Essa reducdo estd associada aos danos mecénicos,
metabolicos e macromoleculares que as sementes sofreram durante o armazenamento, que

culminaram na perda da viabilidade das mesmas.
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FIGURA 5. Concentragdo do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes do
armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solu¢bes osmocondicionantes
(A, B, Ce D) e periodos (50, 100, 150 e 200 dias).

A reducdo da concentracdo do RNA corrobora com os resultados obtidos para a
germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz e massa seca de plantulas, que também
decresceram conforme os periodos de armazenamento foram aumentando. Verifica-se ainda
maior concentracdo de RNA no periodo de 50 dias. Ressalta-se que para esse periodo foram
observadas plantulas maiores e mais vigorosas para todas as solugdes.

Considerando que o RNA é uma molécula sensivel ao processo oxidativo
desencadeado quando as sementes estdo sob estresse, a avaliacao da integridade e qualidade
do RNA nas sementes armazenadas pode contribuir para identificar o nivel de dano que
ocorreu nas sementes.

Para a qualidade do RNA, verificada por meio da razdo 260/280, a solucdo B
permitiu a manutencdo da qualidade durante todo o periodo de armazenamento, enquanto
que para as solugdes A e D verificou-se reducdo a partir do periodo de 100 dias, e para a

solucgéo C essa reducéo foi observada a partir de 150 dias (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Qualidade do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes do
armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solugdes osmocondicionantes
(A, B, C e D) e periodos (50, 100, 150 e 200 dias).

As informaces obtidas para a qualidade do RNA estdo em acordo com as verificadas
para as anéalises anteriores, visto que indicam reducdo da qualidade do RNA em funcédo dos
crescentes periodos de armazenamento. Para as solu¢fes B e C nos periodos de 50 e 100
dias verificou-se maior qualidade do RNA e também menores valores de condutividade
elétrica, cabe destacar que houve germinacgéo apenas para estes periodos.

Quanto ao gel de integridade, verificou-se que tanto as sementes que ndo foram
armazenadas quanto aquelas armazenadas por 50 dias, independente da solugdo de
armazenamento, apresentaram as bandas de 18 e 28s, indicando a presenca de RNA néo
degradado no material (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Gel de integridade do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes
do armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solugdes osmocondicionantes
(A, B, C e D) por 50 dias.

Os danos em nivel molecular ocorreram em menores proporcdes, entretanto, os
demais tipos de danos foram suficientes para comprometer a viabilidade das sementes,
sendo importante buscar estratégias para minimiza-los visando otimizar o periodo de
armazenamento. Cabe destacar que a presenca de RNA nas sementes € normalmente
estudada durante a germinacdo, contudo, especificamente para as sementes de mangaba, foi

possivel estabelecer uma relagcdo com a viabilidade das sementes durante o armazenamento.

4.4 Analise de sequéncia génica em PCR convencional

Houve amplificac@o para as sequéncias génicas envolvidas na tolerancia a
estresses (SHSP18.2 e EM6) descritas para Arabidopsis thaliana para todas as
trés espécies avaliadas. Este fato comprova que ha homologia para as

sequéncias usadas e que o DNA apresentava boa qualidade.
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A presenca de sequéncias génicas relacionadas a HSP (sHSP18.2) (Figura
8), inclusive em H. speciosa, implica que estas espécies podem expressar a
producdo dessas proteinas.

Schinnus terebinthifolius Raddi. Erythrina velutina Willd. Hancornia speciosa Gomes

FIGURA 8. Gel de Agarose a 1% de fragmentos amplificados de DNA de Hancornia
speciosa Gomes, Erythrina velutina Willd., Schinnus terebinthifolius Raddi., com primer
desenhado para Arabidopsis thaliana, sHSP18.2. UFS, Séo Cristovdo-SE, 2017.

Para o gene EM6 (Figura 9) o padrdo de bandas foi diferente para H. speciosa,
quando comparado com as espécies S. terebinthifolius (espécie que apresenta tolerancia
intermediaria a dessecacdo) e E. velutina (sementes ortodoxas).



L)
@
F
SERVICO PUBLICO FEDERAL

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

Schinnus terebinthifolius Raddi. Erythrina velutina Willd. Hancornia speciosa Gomes

/—’ %

FIGURA 9. Gel de Agarose a 1% de fragmentos amplificados a partir de DNA de
Hancornia speciosa Gomes com primer desenhado para Arabidopsis thaliana, para a
sequéncia génica EM6. UFS, Séo Cristovao-SE, 2017.

4.5 Quantificacao de Proteinas
A determinacdo da concentracdo de proteinas extraidas de amostras de

cotilédones de mangaba foi realizada a partir da comparacédo dos resultados
com diferentes valores de concentracéo (0,367 mg ml'l, 0,408 mg ml'l, 0,502

mg mi™l e 0,640 mg mI™l) de albumina do soro bovino (BSA) (FIGURA 10).
Quanto maior as concentracfes de proteinas expressas mais interferentes,
como compostos fendlicos, pigmentos ou proteinas degradadas pelo processo
de extracao, irdo influenciar na eficiéncia de separacdo das amostras em gel de

eletroforese.
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FIGURA 3. Concentracdo de proteinas em cotilédones de sementes de Hancornia
speciosa durante 50, 100, 150 e 200 dias de armazenamento em quatro solucdes
osmoprotetoras (A, B, C, D e E). UFS, Sao Cristovao- SE, 2018.

Durante os primeiros 50 dias de armazenamento, as sementes

acondicionadas nas solucbées A (0,517 mg ml'l) e C (0,513 mg ml'l)
apresentaram altos niveis de concentracdo de proteinas, sendo estes valores

proximos aos encontrados nos cotilédones utilizados como controle -

testemunha (0,531 mg ml'l), ou seja, em sementes que nao foram
armazenadas. A perda de agua das sementes induz elevacdo da producéo de
proteinas, como forma de protecdo de membranas para possiveis processos
relacionados a deterioragdo. Dessa forma, as solu¢des A e C podem apresentar
maior controle para a perda ou absor¢do de agua pelas sementes, durante o
armazenamento. Entretanto, apds 50 dias houve um decréscimo significativo na

producao de proteinas em ambos 0s tratamentos.

A solucdo B manteve a concentragcédo de proteinas (0,515 mg ml'l) durante
100 dias de armazenamento, sendo este o melhor tratamento quando

comparado aos demais. No entanto, as proteinas apresentaram decréscimo
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significativo apds esse periodo, o que pode estar relacionado a possivel perda
da integridade de membranas das sementes. Sementes acondicionadas na
solucdo D apresentaram acréscimos na concentracdo das proteinas até 100
dias. O decréscimo da concentracdo apds 150 dias de armazenamento pode ter
sido influenciado pela perda de agua pelas sementes (FONSECA; FREIRE
2003), que ocasiona a ruptura mecanica, tanto da estrutura citoplasméatica
guanto da membrana celular, resultando na degradacao celular (TAIZ; ZEIGER
2004).

A quantificacdo das proteinas se torna uma atividade essencial quando se
pretende entender o comportamento de sementes durante o armazenamento,
pois as proteinas, como as LEA, apresentam papel fundamental na protecdo da

estrutura de membranas celulares (POMPELLI, 2017).

5. Concluséo

Sementes acondicionadas na solucdo D continuam a aumentar a
concentracdo de proteinas até 200 dias, o que permite inferir que até 100 dias
as sementes permaneceram vivas expressando proteinas LEA.

Sementes de H. speciosa podem ser conservadas por 50 dias.

A solucdo B possibilitou maior percentual médio de germinacdo e

manutencao da integridade e qualidade do RNA.

6. Perspectivas

E importante avaliar a expressdo de sequéncias génicas relacionadas a
tolerancia a dessecacao, por meio de estudos com expressdo génica por meio
da técnica de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real).
Estas atividades ja foram iniciadas e ajustes metodolégicos estdo sendo

realizados.
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