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RESUMO

SOUZA, Juliana Lopes. Potencial biotecnoldgico e tolerancia a restricdo hidrica de
sementes de Erythrina velutina Willd. S&o Cristovédo: UFS, 2020. 88 p. (Tese — Doutorado em
Agricultura e Biodiversidade).*

Erythrina velutina Willd. € espécie arborea nativa do Brasil com ampla ocorréncia em regides
aridas e Umidas, sendo encontrada na Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado. Por ser uma especie
pioneira, é altamente recomendada para o reflorestamento de areas degradas e suas sementes
ortodoxas possuem tolerancia a dessecacdo e ao déficit hidrico. As sementes sdo armazenadas
como principal fonte de conservacdo ex situ, alem de serem bastante utilizadas pela medicina
popular. Esses aspectos enfatizam a alta relevancia da conservacdo e estudo desse recurso
natural, principalmente frente aos impactos causados ao ambiente pelas mudancas climaticas.
Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar as caracteristicas fisiologicas de sementes de
E. velutina sob restricdo hidrica, visando identificar niveis de deterioragdo, mecanismos de
tolerancia e o potencial biotecnoldgico. Para a avaliacdo do potencial biotecnoldgico da espécie,
realizou-se prospeccdo de dados cientificos entre artigos, patentes e sequéncias nucleotidicas.
Apesar do baixo numero de patentes e nucleotideos sequenciados para a espécie, os dados
cientificos a estabelecem como relevante e com alto potencial biotecnolégico nos campos
farmacéutico, por seus compostos bioativos, e como fonte de polinucleotideos e polipeptidios
para a insercdo de tolerancia a estresses abidticos. Mesmo sendo ortodoxas e longevas, as
sementes de E. velutina sdo susceptiveis ao deterioramento durante 0 armazenamento. Ao se
avaliar a viabilidade e o vigor de lotes da espécie, foi identificado que o método de avaliagédo
de imagens de raios-x, associado a analise da densidade interna das sementes diferencia aquelas
com maior capacidade germinativa em lotes de moderada deterioracdo. Assim, € possivel
selecionar e otimizar a propagacédo da espécie usando-se um método de analise ndo-destrutiva.
Além do deterioramento por armazenamento, as sementes podem ser afetadas por estresses
ambientais. Analisando-se a viabilidade e o vigor das sementes desta vez sob restri¢do hidrica,
observou-se capacidade de tolerancia ao estresse pela germinacdo sob diferentes potenciais
osmoticos. Para a recuperacdo dos danos causados as sementes e criar condicdo de tolerancia
cruzada, estimula-se a sintese de proteina protetoras como LEA e sHSP por meio do
condicionamento osmotico. Em sementes de E. velutina osmocondicionadas, identificou-se por
meio de RT-gPCR o incremento em expressdao dos genes Em6 (LEA grupo 1) e sHSP,
caracterizando uma condicao de resisténcia a restricdo hidrica. Erythrina velutina é espécie com
varias propriedades biotecnoldgicas, capacidade de recuperacdo germinativa ap0s a
deterioracdo e tolerancia a restricao hidrica, sendo um importante recurso genético vegetal com
potencial adaptabilidade a mudancas climaticas.

Palavras-chave: mulungu; RT-gPCR; estresse abidtico; armazenamento; potencial
biotecnoldgico.

* Comité Orientador: Renata Silva-Mann — UFS (Orientadora).



ABSTRACT

SOUZA, Juliana Lopes. Biotechnological potential and drought stress tolerance of
Erythrina velutina Willd. seeds. S&o Cristovédo: UFS, 2020. 88 p. (Thesis - Doctor of Science
in Agriculture and Biodiversity)*

Erythrina velutina is a native Brazilian tree species with wide occurrence in arid and humid
regions, observed in Caatinga, Atlantic Forest and Cerrado. As pioneer species, it is highly
recommended for the reforestation of degraded areas and its orthodox seeds have tolerance to
desiccation and water deficit. E. velutina’s seeds are stored as the main ex situ conservation
resource and are widely used by traditional medicine. These aspects emphasize the high
relevance of conservation and study of this natural resource, especially in face of the impacts
caused to the environment by climate change. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the physiological characteristics of E. velutina’s seeds under water stress, identifying
deterioration levels, tolerance mechanisms and biotechnological potential. To evaluate the
biotechnological potential of this species, scientific data were prospected from articles, patents
and nucleotide sequences related to E. velutina. Despite the low number of patents and
nucleotides sequenced for the species, scientific data establishes it as prominent and with high
biotechnological potential in the fields of pharmacy, bioactive compounds and source of
polynucleotides and polypeptides for the insertion of abiotic stress tolerance. Although
orthodox and longevous, E. velutina’s seeds are susceptible to deterioration during storage.
When evaluating the viability and vigor of lots from this species, it was identified that x-ray
images analysis, associated to the evaluation of the internal density of seeds, differentiates seeds
with higher germination capacity in lots of moderate deterioration. Consequently, it is possible
to select and optimize the propagation of the species using a non-destructive method of analysis.
In addition to storage deterioration, E. velutina’s seeds can be affected by environmental
stresses. Analyzing the viability and vigor of the seeds, this time under water deficit, it was
observed the ability to tolerate water stress, demonstrated by germination under osmotic
potentials. To recover from seed damage and create a cross-tolerant condition, the synthesis of
protective proteins such as LEA and sHSP is stimulated through osmotic conditioning. In
osmoconditioned E. velutina’s seeds, though RT-gPCR it was identified the increase in
expression of Em6 (LEA group 1) and sHSP genes, characterizing a condition of resistance to
drought stress. Erythrina velutina is a species with several biotechnological properties,
germinative recovery capacity deterioration and water stress tolerance, being an important plant
genetic resource with potential adaptability to climate change.

Keywords: mulungu; RT-gPCR; abiotic stress; storage; biotechnological potential.

* Supervising Committee: Renata Silva-Mann — UFS (Supervisor).



1. INTRODUCAO GERAL

As previsdes para os cendrios de mudancas climaticas preveem o aumento da
temperatura global e, consequentemente, expansao de areas secas no mundo. O aquecimento
global possui maior impacto nessas areas. No ultimo século, o aquecimento da superficie
terrestre em zonas aridas foi de 20 a 40% maior do que em &reas Umidas, caracterizando um
possivel aumento de 3 a 4°C nessas zonas, caso a temperatura média global suba 2°C (HUANG
etal., 2017).

O aumento de &reas com clima extremo altera as condi¢des do ambiente, podendo
ocasionar a reducdo da biodiversidade e produtividade de ecossistemas florestais (MORIN et
al., 2018). A seca é considerada o principal componente para os efeitos negativos nos cenarios
climaticos futuros, ocorrendo periodos mais longos e intensos de estresse hidrico (CHOAT et
al., 2012). Esse fendmeno e resultado da combinagdo das variaveis precipitacdo, temperatura,
umidade, evaporacdo e transpiracao, ocasionado baixa disponibilidade hidrica.

As previsdes das alteragdes climaticas criam uma crescente necessidade de se estudar
espécies tolerantes as condicBGes de estresses abioticos. Isso € intensificado em paises em
desenvolvimento de regiGes tropicas, devido a necessidade de manter a producéo para atender
a demanda, conservar a biodiversidade remanescente e evitar a expansao do uso alternativo do
solo.

Sementes ortodoxas podem ser usadas como modelos para o entendimento de varios
fatores relacionados a tolerancia ao déficit hidrico, fato em regies semiaridas. Considerando-
se gue essas sementes sdo tolerantes a dessecacdo; e, possuem a mesma capacidade de tolerar
0 estresse hidrico, 0s genes que conferem essas caracteristicas podem ser identificados e obtidos
a partir de organismos adaptados a condicdes variaveis e extremas. Portanto, a conservacdo de
plantas com sementes ortodoxas é importante para manutencdo de recursos vegetais com

potencial para adaptacdo as mudancas climéticas futuras.
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O principal método de conservacdo de sementes ortodoxas é por meio da conservagao
ex situ por armazenamento em camaras frias (WALTERS, 2015). Para a eficicia do método é
necessario o conhecimento sobre caracteristicas intrinsecas as sementes - como morfologia,
fisiologia e genética - relacionadas ao vigor e viabilidade do lote sob armazenamento.

Como estratégia para recuperar 0s danos causados devido ao armazenamento, a técnica
de condicionamento osmético é utilizada para ativar sob condi¢des de laboratério os
mecanismos de reparo das sementes. Ao simular uma situacdo de estresse controlado, a técnica
possibilita a acdo de mecanismos para a manutencdo da qualidade fisioldgica e a expressao de
genes relacionados a tolerancia aos estresses abioticos. Durante o condicionamento osmatico
ocorre embebicdo controlada das sementes sem a protrusdo radicular. Assim, propicia-se a
mobilizacdo de reservas, sintese de proteinas e DNA, reparos aos danos na membrana
plasmatica, entre outros mecanismos que permitem uma germinagdo mais rapida, uniforme e
com melhor resisténcia aos estresses abioticos (NAWAZ et al., 2013; VENTURA et al., 2012).

Erythrina velutina Willd. € uma espécie arborea nativa da familia Fabaceae que
apresenta sementes ortodoxas. Essa espécie possui ampla plasticidade de ocorréncia, sendo
encontrada na Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado, adaptando-se aos climas secos e Umidos
(SILVA JUNIOR et al., 2012a). E uma espécie pioneira, bastante recomendada para a
recuperacdo de areas degradas e um bioindicador de mudancas climéticas (BUTZ et al., 2016).
Além disso, a espécie possui alto potencial bioquimico, sendo estudadas suas propriedades
medicinais (OZAWA et al., 2008, 2009; OZAWA,; KISHIDA; OHSAKI, 2011; SILVA et al.,
2016).

Neste contexto, objetivou-se por meio deste trabalho, caracterizar lotes de sementes de
Erythrina velutina Willd. fisiologica e molecularmente mente quanto a resposta a restricao
hidrica de sementes armazenadas e, ainda, avaliar a resposta da expressdo génica ao
condicionamento osmético, como estratégias para a conservacao e identificacdo do potencial

biotecnoldgico da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Tolerancia aos estresses abidticos em plantas

As plantas desenvolveram evolutivamente mecanismos para identificagéo, tradugéo e
resposta aos varios estresses ambientais com a finalidade de manter a homeostase metabdlica
vital. Os estresses sdo caracterizados como condi¢des climéticas adversas ao desenvolvimento
normal das plantas, como a indisponibilidade de agua, causando estresse o hidrico; temperaturas
extremas, 0 estresse térmico; a alta concentracéo de sais, 0 estresse salino.

Essas respostas constituem ajustes para lidar com os estresses, em diferentes niveis
organizacionais - moleculares, celulares, em tecidos, 6rgdos, sistemas, na anatomia e
morfologia — nas plantas que desenvolvem diversos mecanismos de tolerancia.

Mecanismos de sinalizacdo e regulacao (fatores de transcrigéo, fosfatases, cinases) séo
ativados sob estresse (KRASENSKY; JONAK, 2012). Varios processos de sinalizacdo
envolvendo célcio, espécies reativas de oxigénio (ERO) e quinases sdo induzidos para tradugéo
de sinais (XIONG; ZHU, 2001). Em nivel molecular, além da expressao de genes relacionados
aos estresses, ocorre também a ativacdo de proteinas ligadas a atividades de transporte,
detoxificacdo, proteases e chaperonas, e a producdo de metabdlitos osmoprotetores (também
denominados de osmdlitos ou solutos compativeis) (WANG et al., 2004). Essas mudancas
levam a respostas especificas aos estresses, resultando em adaptaces e tolerancia aos mesmos.

E necesséario que as plantas otimizem o uso de recursos energéticos celulares para
sobreviver sob estresse. Portanto, processos que consomem muita energia, como traducéo,
reproducdo e algumas vias biossintéticas (fotossintese, sintese de aminoacidos) sdo reduzidas
parcialmente e os recursos realocados para os mecanismos de defesa (QU et al., 2011).

Um dos mecanismos mais comuns iniciados em resposta a estresse € a producdo de
biomoléculas sollveis que protegem as plantas de estresses abidticos ao proteger células e
membranas. Estes incluem metabdlitos quimicamente diversos, como prolina, asparagina,

poliaminas, glicina betaina, &cido y-4-aminobutirico (GABA), rafinose, trealose, sacrose e



4
polidis, a exemplo do sorbitol e mioinositol (KRASENSKY; JONAK, 2012). O acumulo de
prolina foi relatado em diversos tipos de estresses, como salino, hidrico, temperaturas extremas,
metais pesados etc. (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Além de osmoprotetora, a prolina
também age como crioprotetora, eliminadora de ERO e molécula de sinalizacdo. Os genes
ligados a0 metabolismo de prolina estdo sujeitos a regulacdo da transcricdo sob estresse
(VERSLUES; SHARMA, 2010).

A tolerancia ao estresse hidrico é definida como a capacidade da planta em lidar com o
potencial hidrico reduzido nos tecidos. Os mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico
permitem que a planta mantenha suas funcdes, ou que pelo menos sobreviva, em potencial
hidrico interno reduzido (ASHRAF; HARRIS, 2013; MOORE et al., 2008).

Ao passar por estresses abidticos, incluindo o estresse hidrico, as plantas produzem
varios tipos de ERO em compartimentos intracelulares, podendo levar a danos oxidativos ou a
sinalizagdo de estresse. ERO sdo espécies reativas de oxigénio molecular, que incluem o radical
hidroxila (HO"), superoxido (O2) e oxigénio singleto (*02), com destaque para o peroxido de
hidrogénio (H20.). ERO sdo acumuladas nas células por mecanismos como o transporte de
elétrons para o cloroplasto e mitocondria ou por vias enzimaticas, como peroxidase da parede
celular e oxidase de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato — NADPH (conhecidos em
plantas como oxidases homologas da explosao respiratéria RBOH) em espacos extracelulares
e peroxissomos (WRZACZEK; BROSCHE; KANGASJARVI, 2013). As RBOH em plantas
estdo envolvidas em varias rotas de sinalizacdo, incluindo crescimento de pelos radiculares,
fechamento de estbmatos, interacao pdlen estigma e defesa e aclimatacao aos estresses abioticos
(TORRES; DANGL, 2005).

Além dos mecanismos mencionados, modificacBes poés-traducdo influenciam na
tolerdncia ao estresse hidrico. A conjugacdo de proteina com ubiquitina ou SUMO (small

ubiquitin-related modifier) s&o modificagdes comuns. A ubiquitina age na regulagcéo de ABA
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(&cido abscisico) e SUMO na estabilidade, localizacéo e alterac6es em conformacéo e atividade
de proteinas (YU; WU; XIE, 2016; ZHIGUO et al., 2015).

A expressdo de proteinas relacionadas aos estresses € um importante mecanismo
adaptativo para tolerdncia. A maioria das proteinas relacionadas ao estresse sdo sollveis em
agua e, portanto, contribuem para a tolerancia provavelmente ao hidratar estruturas celulares.
O estresse por altas temperaturas induz a sintese de outras proteinas, como ubiquitina,
peroxidase (Mn-POD) e ascorbato peroxidase (APX) citosolicos e de cloroplastos, e as
proteinas superdxido dismutase (Cu/Zn-SOD), entre outras enzimas antioxidantes
(ALMESELMANI et al., 2006; STONE, 2014; TANG et al., 2006). A principal fungdo dessas
proteinas é proteger estruturas celulares e subcelulares contra o dano oxidativo e forcas
desidratantes.

As proteinas LEA (late embryogenesis abudant) sdo encontradas em diversos
organismos, como bacteérias, insetos e plantas. Como principal funcéo, essas proteinas previnem
danos celulares causados pelos estresses abidticos, sobretudo o estresse hidrico (WANG et al.,
2014). A biossintese de proteinas HSP (heat shock) € induzida para evitar a desnaturacdo de
macroparticulas. Essas proteinas se mantém estaveis por um periodo e séo, provavelmente, o
principal mecanismo de sobrevivéncia de plantas ao aumento de temperatura. As HSP sédo
encontradas no citoplasma e em organelas como o nucleo, mitocondrias, cloroplastos e reticulo
endoplasmatico. A tolerancia conferida por HSP resulta no melhor funcionamento de
fendmenos fisioldgicos como a fotossintese, eficiéncia de uso de dgua e nutrientes e estabilidade
de membranas (AL-WHAIBI, 2011; KOTAK et al., 2007; WAHID et al., 2007; WANG et al.,
2004).

As HPS juntamente com chaperonas podem estar relacionadas a sinalizacao de estresse,
ativacdo de genes e regulacdo do estado redox celular (AL-WHAIBI, 2011; WAHID et al.,
2007). Essas proteinas também interagem com outros mecanismos de resposta aos estresses

como a producdo de osmolitos e antioxidantes. Em temperaturas excessivamente altas, HSP



6
minimizam os danos as células ao protegé-las da desnaturacdo e criando ligag¢des quelantes com
ions vazando do vacuolo para o citosol (AL-WHAIBI, 2011; KOTAK et al., 2007).

A acgdo de hormonios vegetais pode também estar associada a tolerancia ao estresse
térmico. Alguns estudos sugerem que a inducdo de varias proteinas HSP é regulada por ABA
(SNYMAN; CRONJE, 2008). O aumento da liberago de etileno em altas temperaturas leva a
abscisdo de d6rgdos reprodutivos (WAHID et al., 2007) como estratégia vegetal para tolerancia
ao estresse térmico. O acido salicilico também é importante componente da sinalizacdo para
resposta por resisténcia sistémica adquirida; e resposta hipersensivel durante o estresse térmico
(KAWANO et al., 1998; WANG:; LI, 2006).

Existe correlacdo entre estresse hidrico e térmico, assim pode ser dificil de distinguir os
efeitos de cada estresse em plantas em campo e, adaptacdes aos ambientes aridos apenas sdo

efetivas quando levam a tolerancia a ambos os estresses (FITTER; HAY, 2002).

2.2. Mecanismos de tolerancia aos estresses em Erythrina velutina Willd.

As condicgdes climaticas apresentadas na Caatinga e Mata Atlantica, caracteriza os
estresses abidticos como os principais fatores limitantes para o desenvolvimento de espécies
vegetais.

Em estudo sobre os efeitos desses tipos de estresse em sementes de E. velutina (REIS,
2012) procedente de regido de Caatinga, 0 estresse térmico ocasionou reducdo na porcentagem
de germinacdo. A temperatura Otima de 25°C apresentou germinacdo de 99%, mas com o
aumento da temperatura de 35°C para 40°C houve queda de 76%. A 40°C, ocorreu o bloqueio
de mobilizacdo de reservas e degradacdo de acUcares solUveis totais e redutores, proteinas totais
e aminoacidos constituindo uma temperatura critica para germinacao. Nas sementes submetidas
ao estresse hidrico, a partir do potencial de -0,6 MPa houve dréstica queda na germinagé&o,
sendo completamente inibida a partir em -0,8 MP. Entretanto, quando as sementes submetidas

a este potencial foram retiradas desta condicdo e colocadas em condigdes ideias de
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disponibilidade de &gua, houve 100% de germinacdo. Esse resultado indica a capacidade
osmocondicionante deste potencial. E, com o aumento do estresse hidrico, houve reducao da
concentracdo de acucares livres, provavelmente relacionado ao metabolismo inicial e
mobilizacdo de reservas. Houve também reducdo de proteinas totais e aminoacidos, sendo
atribuida a inibicdo da atividade de proteases nos cotilédones e da translocacdo de aminoacidos
para o eixo embrionério (REIS, 2012).

Para as sementes sob estresse salino, ndo houve diferenca significativa na germinagéo
comparada ao controle, e a espécie foi considerada glicofita (com moderada tolerancia ao
cloreto de sddio - NaCl), resultados corroborados pelo estudo de Bessa et al. (2017). Observou-
se uma menor mobilizacdo de agUcares soluveis, podendo indicar uma tentativa de protecéo e
tolerancia a salinidade.

Com o aumento da temperatura de 15°C a 35°C observou-se o aumento de atividade da
catalase, provavelmente relacionada a eliminacdo de ERO. Isso foi observado nos tecidos
embrionarios sob estresse térmico. Um aumento da atividade de catalase ainda mais acentuado
foi verificado em sementes sob estresse hidrico e salino, com o0 aumento em restri¢do hidrica e
concentracdo de ions. O aumento em temperatura também induziu uma maior sintese da enzima
glutationa-S-transferase (GST) no eixo embrionario da espécie. Essas enzimas podem funcionar
como glutationa peroxidases, além de promover a conjugacdo de GSH (glutationa reduzida)
com produtos enddgenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila, peroxidos
de lipidios de membrana e produtos da degradacdo oxidativa do DNA, visando sua
desintoxicacdo. Para a prolina, 0 aumento de temperatura resultou em incremento deste
osmoprotetor em embrides de E. velutina. No entanto, sob estresse salino, manteve-se constante
e sob estresse hidrico houve reducédo (REIS, 2012).

Em outro estudo, Oliveira et al. (2016) observaram maior desenvolvimento radicular e
abscisdo foliar em plantulas de E. velutina submetidas ao déficit hidrico, sugerindo um

potencial de desenvolvimento de caracteristicas xeromorficas para a espécie.
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Em estudo sobre a influéncia do ambiente da regido de brejo de altitude e Caatinga nas
sementes de E. velutina, observou-se que as plantas da Caatinga produziram sementes menores
e em menor quantidade por fruto (SILVA JUNIOR et al., 2012a). Os resultados foram
atribuidos as condicdes edafocliméticas e a menor disponibilidade de nutrientes na regido de
Caatinga. Ressaltou-se que sementes menores sdo mais eficientes na captura de dgua devido a
maior razdo superficie/ area, caracteristica vantajosa para regides de Caatinga, cuja estacao seca
dura a maior parte do ano. No entanto, caracteristicas intrinsecas, como diversidade genética
entre as plantas das duas regides devem ser consideradas.

Em relagdo germinacdo dessas sementes, as provenientes de regido de Caatinga
apresentaram velocidade de germinacdo superior, indicando uma maior eficiéncia de absorcao
de &4gua. Apesar de possuir tegumento impermeavel, sendo necessaria escarificagdo fisica para
germinacdo das sementes, a influéncia da regido hilar no balango hidrico entre a semente e o
seu exterior também foi considerada em estudo sobre a germinacao de sementes dessa espéecie
(MATHEUS et al., 2010).

Apesar de E. velutina apresentar varios mecanismos morfoldgicos e bioquimicos de
tolerancia aos estresses ambientais, ainda sdo necessarios estudos sobre a expressao génica
dessa espécie sob estresse. O conhecimento sobre os mecanismos moleculares de tolerancia aos
estresses podera auxiliar no entendimento da plasticidade da espécie aos diferentes biomas e

futuras mudancas climaticas.

2.3. Tolerancia a dessecacdo e armazenamento de sementes ortodoxas
Sementes da maioria das espécies de angiospermas toleram a desidratacdo a baixos
teores de &gua, caracterizando-se em sementes ortodoxas. Essas sementes possuem a habilidade
de tolerar a dessecacdo ao suspender o desenvolvimento até que seja provida a disponibilidade
de agua (WALTERS, 2015) para germinacdo. A sobrevivéncia nesse estaddio permite a

formacdo de bancos de sementes no solo, bem como a expansao da ocorréncia natural.
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A tolerdncia a dessecacdo aliada a longevidade das sementes sob armazenamento
permite a transmissdo de informacdo genética entre geracdes como eficaz forma de propagacéo,
garantindo — juntamente com a dorméncia — a germinacdo somente em ambientes apropriados
e ao longo do tempo. Além disso, esses mecanismos podem ser usados como em estratégia de
conservagao ex situ de sementes ortodoxas ao realizar o armazenamento (WATERWORTH,;
BRAY; WEST, 2015).

Durante a maturacdo, as sementes ortodoxas atingem de 5% a 10% de teor de &gua,
tornando-se propagulos que podem ser armazenados e resistir a condigdes ambientais adversas
como a seca e baixas temperaturas (WALTERS, 2015). Essas condi¢fes também sdo utilizadas
para 0 armazenamento dessas sementes, ao serem conservadas em camaras com controle de
umidade e temperatura, sendo temperaturas baixas benéficas para a conservagdo em longo
prazo.

Alta umidade e temperatura aceleram o processo de deterioracdo das sementes,
reduzindo a longevidade. Sementes armazenadas em condi¢Ges de alta umidade podem
apresentar maior taxa respiratoria, temperatura, susceptibilidade ao ataque de fungos de
armazenamento e reducdo na viabilidade e vigor. Com a absor¢cdo de agua pelas sementes
devido ao ambiente com alta umidade, o inicio do processo metabdlico ocasiona o consumo de
reservas pelas sementes, e ha a proliferacao de fungos associados ao tegumento. E a temperatura
elevada ocasiona a deterioracdo ao influenciar nos processos metabdlicos e degradagdo de
enzimas (ZHOU et al., 2019).

Essa capacidade das sementes ortodoxas em tolerar tais condi¢cdes indicam, ainda, a
existéncia de mecanismos genéticos para se adaptar aos fatores ambientais apropriados ou ndo
para germinacdo, mas também para reparar 0s danos causados pela dessecacdo e durante o
periodo de armazenamento. Entre os danos celulares causados durante 0 armazenamento e,
consequente, deterioracdo das sementes, estdo os danos causados a integridade das membranas

pela peroxidacdo e mudancas de lipideos — causando a exsudagéo de solutos e danos genéticos
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— como aberragdes cromossomicas, danos ao DNA causados por estresse oxidativo e expresséo
génica anormal (CASTRO; GUIMARAES; FARIA, 2017; EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019; FLEMING; HILL; WALTERS, 2019).

As sementes ortodoxas adquirem tolerancia a dessecacdo por meio da sintese de
proteinas LEA , HSP e aglcares (WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015) e mantendo baixa
atividade metabolica, permitindo uma maior longevidade sob armazenamento. Ainda, essas
proteinas agem para o reparo de danos causados por estresses abioticos.

No entanto, a acdo de genes individuais pode ndo causar efeito substancial no
melhoramento para tolerancia ao estresse em todas espécies, sendo necessaria a acdo em
conjunto com outros genes. A identificacdo de outros agentes que possam influenciar a rota
biossintética de elementos cruciais para a toleréncia adquirida € essencial. O acido abscisico
(ABA) é um dos principais fitohormonios vegetais responsaveis por regular o desenvolvimento
das plantas e a tolerancia a perda de agua, participando da regulacdo do desenvolvimento de
embrides, sementes, dorméncia, tolerancia a dessecacdo, germinacdo, sobrevivéncia de
plantulas, desenvolvimento vegetativo e acimulo de solutos compativeis e sintese de proteinas
LEA durante estresse hidrico. O acido abscisico é responsavel por mudangas no processamento
e estabilidade durante a expressdo génica (SANO et al., 2016).

O estudo da tolerdncia a dessecacdo tem sido um recurso importante para o
desenvolvimento de novas cultivares resistentes ao estresse hidrico através do melhoramento
genético. Além disso, o avanco no melhoramento de plantas para tolerancia ao estresse hidrico
pode ser identificado pela caracterizacdo de genes de tolerancia a dessecacao.

2.4. Avaliacdo da expressao génica por RT-gPCR

Expressdo génica é o processo no qual a informacdo genética é convertida em um
produto. Esse processo usa uma molécula intermediaria, 0 RNA, que € transcrita do DNA e
usada com molde para traducdo em proteina. Para a quantificacdo dessa expressdo génica foi

desenvolvida a técnica de PCR real-time. Essa técnica consiste na coleta de dados durante o
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processo de PCR. Tem-se entdo, a combinacdo da amplificacdo de &cidos nucleicos, que se
consiste na PCR (Reagdo em Cadeia Polimerase), com a deteccdo de sua quantidade em um
unico processo (HUGGETT; BUSTIN, 2011).

Isso é possivel devido ao uso de substancias fluorescentes que se relacionam com o
produto da PCR indicando a concentracdo através da intensidade da fluorescéncia (Figura 1).
As reacOes sdo caracterizadas por ciclos de PCR onde o alvo da amplificacdo € detectado

(NAVARRO et al., 2015).

a) Ensaio com SYBR Green b) Ensaio com TagMan (5° nuclease)
SYBR Green Primer e anelamento da sonda
livre - sem emissdo Supressio do
Mold de fluorescéncia . sinal do fluoréforo
olde -
dsDNA m Foward ¥ Soadn A
i!]mc]’
Desnaturagio ” I I I I II Molde
ssDNA

TITTTTTTT SYBR Green

. A Extensdo e separagdo do fluoroforo
livre - sem emissdo

de fluorescéncia

LLLLLLLLL
Amplificagio PCR }‘i’:f‘e’f;i” fluorescente
(anelamento e extensdo) F
Produtos da ' Taqg polimerase
rcx @ono [IETHTT  [CECTICTT
5" - marcador fluorescente
57 - marcador fluorescente . supresser 3°

Figura 1. Compostos quimicos da PCR real-time: a) Deteccdo por SYBR Green. SYBR Green
se liga a todo DNA de fita dupla e emite um sinal fluorescente. No seu estado livre, 0 SYBR
ndo produz fluorescéncia. Portanto, a amplificacdo é medida a cada ciclo pelo aumento
correspondente em fluorescéncia. b) Ensaio TagMan (5' nuclease) usando sonda TagMan.
Durante o anelamento, a sonda TagMan e os primers se ligam a fita. Quando a sonda esta
intacta, a energia é transferida entre o supressor e o reportador; como resultado, o sinal
fluorescente ndo é detectado. Com a sintese de uma nova fita pela Taqg polimerase, a atividade
da enzima 5' exonuclease corta o nucleotideo 5 marcado da sonda, liberando o reportador. Uma
vez distante, o sinal fluorescente da sonda € detectado e a amplificacdo identificada com o
aumento correspondente em fluorescéncia. Fonte: Smith e Osborn (2009).

A partir do resultado das reacdes tem-se o C; (Cycle threshold, Limiar do ciclo), valor
definido como o ciclo de PCR no qual a fluorescéncia ultrapassa um limiar determinado. O

valor de C; garante que a PCR atingiu a fase exponencial e a intensidade de fluorescéncia do

corante associado ao gene é maior do que a fluorescéncia de fundo (Figura 2).
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Consequentemente, quanto maior a quantidade de acidos nucleicos no material inicial, mais

rapido o aumento em fluorescéncia, resultando em um baixo valor de C; (GINZINGER, 2002).

Curva de amplificagdo

10 ~ Plato___ |
1] Fase /
exponenci TN
£ 0.1 il . Threshold
< H ]NTC
0.01
[ Fluorescéncia
0.001 LK B 8 de fundo

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Numero de ciclos

Figura 2. Curva de amplificacdo ilustrando o aumento de fluorescéncia (eixo y em logaritmo -
ARy, representa valores normalizados em relagdo a uma referéncia) a cada ciclo de PCR (eixo
X). As curvas com NTC (no-template control) sdo amostras sem acidos nucleicos, mostram que
apenas os primers ndo geram sinal e que 0s reagentes usados ndo possuem contaminantes com
DNA. Fonte: Valasek e Repa (2005).

Esta técnica é considerada uma das mais precisas e confiaveis, sendo usada também para
validar dados obtidos por outros métodos (CHEN et al., 2014). A PCR real-time produz dados
quantitativos e sem a necessidade de manipulacdo do material ap6s a amplificagdo. Além disso,
as vantagens da técnica sao a sensibilidade, a deteccdo em tempo real do progresso da reacéo e

a rapidez de analise (DERVEAUX; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).

As etapas gerais de PCR real-time estdo descritas na Figura 3:
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Extragdo e Avaliacao da
tratamento do Sintese do cDNA qualr]gdgd%e
RNA qualidade do

cDNA

Normalizacéo dos
dados

Teste de eficiéncia

PCR real-time dos primers

Analise dos dados

Figura 3. Passos para o processo de quantificacdo de expressdo génica por PCR real-time.

Fonte: Autor.

A quantificacdo da expressdo génica pode ser determinada de forma absoluta ou relativa.
A quantificacdo absoluta € o0 método de quantificacdo usado para a determinacdo do nimero
exato de coOpias do gene sob investigacdo. Por meio do uso de uma curva padrdo com
concentracgdes de acidos nucleicos conhecida, gera-se uma relacao linear entre o C; e quantidade
inicial de RNA ou cDNA total, permitindo a determinacéo de concentracdes desconhecidas das
amostras. A quantificacdo absoluta é considerada mais dificil e trabalhosa do que a relativa
devido a necessidade de criar padrbes confiaveis para a quantificacdo e inclusdo desses padrdes
em todas as reaces de PCR (SIVAGANESAN et al., 2010).

Para a quantificacdo relativa, a expressdo dos genes nas amostras é medida com base
em uma amostra referéncia, também conhecida como calibrador. Ao usar um calibrador, os
resultados sdo expressos pela razdo entre a expressdo do gene alvo/referéncia (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001). Existem varios modelos matematicos para calcular a expressao génica
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média normalizada por meio de quantificacdo relativa. Cada metodo gera resultados e desvios
padrdes diferentes.

Entre os modelos matematicos mais utilizados para a quantificacao relativa da expressao
génica, tem-se 0 método do C: comparativo. Com este método se faz uso de um modelo
matematico que calcula as mudancgas em expressdo génica em uma diferenca relativa (fold = n
vezes) entre uma amostra experimental e um calibrador (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001,
SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Apesar do método possuir uma correcdo para eficiéncias de
amplificacdo ndo ideais, como por exemplo, 1 ou 100%, a cinética do gene alvo e do gene de
referéncia devem ser aproximadamente iguais para evitar erros. Consequentemente, um ensaio
de validacéo deve ser realizado com uma série de dilui¢cdes para o gene alvo e o de referéncia.

Para uso desse método, o produto da PCR deve ser pequeno, com menos de 150 pares
de bases, e a reacdo rigorosamente otimizada. Por ndo usar uma curva padrdo, esse método é
vantajoso para experimentos com grande numero de amostras, pois todos 0s po¢os de reacédo
de PCR estdo ocupados com amostras experimentais e ndo amostras padréo.

A quantificacdo relativa é utilizada na maioria das analises em experimentos cientificos,
sendo mais pratica por comparar as amostras experimentais diretamente com os controles, 0s
genes de referéncia. No entanto, ao se realizar essa técnica de quantificacdo, os dados (C)
usados para comparacdo sdo valores de abundancia relativa e ndo o nimero exato de copias.
Além disso, para comparar amostras de duas corridas de PCR diferentes, é necessario incluir
um controle como referéncia em cada placa ou corrida. Assim, a quantificacao relativa é o

método mais usado para experimentos de expressdo génica (BOULTER et al., 2016).
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RESUMO

As plantas possuem varios usos biotecnolégicos, como farmacéuticos, alimenticios,
combustivel, inseticida e como fonte de sequéncias génicas para a engenharia genética. O
objetivo nesse estudo foi identificar o potencial biotecnologico de Erythrina velutina, uma
planta nativa brasileira altamente utilizada na medicina tradicional. A analise foi baseada na
prospeccdo de dados cientificos em bases de dados reconhecidas de artigos, patentes, e
sequéncias de nucleotideos. As propriedades medicinais de fitocompostos extraidos de E.
velutina sdo evidentes em varios estudos, apesar da eficiéncia e seguranca do uso desses
compostos quimicos ainda estarem sendo testadas. E relatado o potencial para outros usos
quimicos, como antibacteriano e bioinseticida. Na analise de informacgdes moleculares os em
barcodes para estudos filogenéticos sdo citados; e, em patentes, essa espécie é fonte de
polinucleotideos e polipeptidios. O numero de patentes e nucleotideos sequenciados para E.
velutina ainda € baixo (21 e 10, respectivamente), porém, os dados cientificos estabelecem essa
espécie como proeminente e com alto potencial biotecnologico.

Palavras-chave: mulungu; dados cientificos; patentes; genémica

ABSTRACT

Title: Biotechnological potential of medicinal plant Erythrina velutina Willd.

Plants have several biotechnological uses, such as pharmaceuticals, food, fuel, insecticide and
as a source of gene sequences for genetic engineering. The aim of this study was to identify the

biotechnological potential of Erythrina velutina, a native Brazilian plant highly used in
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traditional medicine. The analysis was based on the prospecting of scientific data in recognized
databases of articles, patents, and nucleotide sequences. The medicinal properties of
phytocomposites extracted from E. velutina are evident in several studies, although the
efficiency and safety of using these chemical compounds are still being tested. The potential
for other chemical uses, such as antibacterial and bioinsecticide, is reported. In the analysis of
molecular information, barcodes for phylogenetic studies are mentioned; and, in patents, this
species is a source of polynucleotides and polypeptides. The number of patents and nucleotides
sequenced for E. velutina is still low (21 and 10, respectively), however, scientific data establish
this species as prominent and with high biotechnological potential.

Keywords: mulungu; scientific data; patents; genomic

4.1. Introdugéo

As plantas sao historicamente fonte de compostos com propriedades medicinais, ainda
sendo a fonte priméria de tratamento para diversas enfermidades para a maioria da populacéo
global (ROMANELLLI et al., 2015). VVarios compostos com propriedades farmacologicas foram
isolados de plantas, apresentando propriedades no tratamento e cura de vérias doencas e levado
ao desenvolvimento de medicamentos clinicamente eficientes (WANGCHUK, 2018).

A flora brasileira é rica em biodiversidade e potencial medicinal amplamente explorado
por comunidades tradicionais. No entanto, o numero de produtos herbais licenciados por
agéncias de saude, principalmente aqueles compostos de plantas nativas, ainda € pequeno
quando comparado a outros paises (CECILIA et al., 2014).

Além do uso farmacoldgico, outros potenciais biotecnolégicos da flora nacional provém
da fonte de material genético para o desenvolvimento de cultivares. Seja para a producéo de
alimentos (ANDRADE et al., 2016), biocombustiveis (HOANG et al., 2015) na producao de

madeira e celulose (SILVA et al., 2019), o material genético nativo ou naturalizado tem sido
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usando em programas de melhoramento e conservado como valiosa fonte de recursos bioldgicos
(ALVES; AZEVEDO, 2018).

As plantas da familia Fabaceae estdo entre as mais importantes pelas suas propriedades
medicinais, 11,2% das plantas dessa familia — mais de 2000 espécies, fazem parte da medicina
tradicional. Essa familia possui alcaloides como seu componente principal (WILLIS, 2017).

O género Erythrina, da familia Fabaceae, € composto por mais de 120 espécies
ocorrendo em éareas tropicais e subtropicais. A origem do epiteto Erythrina vem da palavra
grega “erythros”, que significado vermelho, e esta relacionado a a¢cdo do pigmento presente em
sementes e flores. No Brasil, existem oito espécies dentro desse género: Erythrina crista-galli
L., E. falcata Benth., E. fusca Lour., E. mulungu Mart., E. speciosa Andrews, E poeppigigiana
(Walp.) O.F. Cook, E. verna Vell. e. velutina Willd. A este género tem sido relatadas a¢bes
atribuidas a alta producéo de alcaloides e compostos fenolicos, como flavonoides, flavonas,
isoflavonoides e pterocarpanos, produzidos em sementes, folhas, casca e flores (HUSSAIN et
al., 2016; SOTO-HERNANDEZ et al., 1996).

Erythrina velutina Willd. € uma espécie nativa das Antilhas, Brasil, Coldmbia, Equador,
Galapagos e Venezuela. No Brasil, ocorre de maneira ampla, principalmente na Caatinga e
Mata Atlantica. A medicina popular tem atribuido a esta espécie propriedades calmantes,
sedativas, anestésicas e analgésicas a casca e sementes, relacionadas a acdo do alcaloide eritrina
(PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016). Outros compostos também tem sido relatados,
como auronas, chalconas, catequinas, esteréis, flavonois, flavonas, flavononas, flavonoides,
fenois, leucoantocianinas, saponinas, taninos, triterpendides e xantonas em extratos de folhas e
inflorescéncias (CARVALHO et al., 2009; PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016).

O objetivo desse estudo foi identificar o potencial biotecnoldgico da Erythrina velutina

por meio de prospecgdo de dados cientificos em artigos, patentes e sequéncias de nucleotideos.
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4.2. Material e Métodos

Dados cientificos foram coletados em revistas cientificas indexadas nas bases
internacionais: Scientific Eletronic Library Online (SciELO), Web of Science e Scopus. Os
dados também foram prospectados em patentes depositadas nas bases World Intellectual
Property Organization (WIPO), United States Patent and Trademark Office (USPTO),
European Patent Office (EPO), Espacenet-Latipat e o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI). Para a pesquisa de dados moleculares, as bases de dados Barcode of Life Data
System (BOLD) e National Center for Biotechnology Information (NCBI) foram usadas para
as pesquisas de sequéncias de genes, genoma e proteinas.

Os termos usados foram “Erythrina”, “Erythrina velutina”, “Erythrina medicinal” e
“Erythrina velutina medicinal” em todas as bases para publica¢des que apresentaram os termos
no titulo, resumo, descricdo ou palavras-chave.

Todos os dados foram coletados em maio de 2018.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Artigos cientificos

Existe grande numero de dados cientificos para as publicacdes relacionadas ao género
Erythrina comparado a espécie Erythrina velutina (Tabela 1.1). Esse resultado é esperado
devido ao numero de espécies dentro do género, muitas com propriedades medicinais.

As bases de dados Scopus, Web of Science e CAPES apresentaram resultados similares,
exceto para o termo “Erythrina medicinal” em Scopus, que apresentou um resultado muito
maior, enquanto a base SCiELO apresentou 0s menores valores para todos 0s termos. 1sso pode
ser explicado pelo fato das bases Scopus e Web of Science serem colec¢des de artigos cientificos

publicados mundialmente. A base de dados ScieELO, no entanto, € restrita a paises em
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desenvolvimento, principalmente na América Latina, contribuindo para os menores valores de

dados cientificos disponiveis.

Erythrina velutina medicinal P]

Erythrina medicinal |

Erythrina velutina ﬁ

Erythrina |

0 500 1000 1500 2000 2500
SciELO DO Web of Science DO Scopus

Figura 1.1. Namero de artigos cientificos publicados por termo nas bases de dados Scopus,
Web of Science e SciELO.

A maioria das publicacfes relacionadas a espécie Erythrina velutina sdo do Brasil,
sendo uma espécie nativa, porém ndo endémica, no pais. Entretanto, existem alguns artigos do
Japdo que buscam elucidar a composicdo quimica da espécie, enfatizando o interesse
internacional na flora brasileira e seu potencial.

Em relacdo aos campos de publicacdo, os artigos com o género Erythrina estavam bem
distribuidos entre agricultura e ciéncias biologicas; biologia molecular e quimica; farméacia e
farmacologia. Publicaces mais recentes estdo relacionadas a restauracdo de florestas,
agroecossistemas, producdo de foragem e sequestro de carbono, quando ndo mencionam
propriedades quimicas medicinais. No género, a espécie E. crista-galli L. foi usada na avaliacao
da tolerancia e ao potencial de biorremediacdo em solo contaminado com petréleo. A
germinacdo foi maior e mais evidente em concentracdes elevadas de contaminante e 0s
individuos apresentaram diferengas na anatomia das raizes. E. crista-galli € potencialmente

recomendada para solos contaminados com petroleo (FARIAS et al., 2009).
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Especificamente para Erythrina velutina, a maioria das publicacfes estd associada aos
campos de agricultura e ciéncias bioldgicas; biologia molecular; farmacia e farmacologia e
bioguimica. E. velutina é uma espécie pioneira muito recomendada para o reflorestamento
devido ao seu crescimento rapido, adaptabilidade e plasticidade a diferentes climas e ambientes
(HOLANDA et al., 2010; SOUZA et al., 2016), como resultado hd um nimero expressivo de
publicacdes em agricultura e ciéncias biologicas.

Em estudo sobre flutuacbes da umidade do ar, E. velutina foi estabelecida como uma
espécie indicadora de mudancas climéaticas. Foram avaliadas as variagBes fenoldgicas em
resposta a disponibilidade de agua em escala sazonal (BUTZ et al., 2016).

Além disso, a ocorréncia de E. velutina em ambientes Umidos e secos a torna uma
espécie de interesse para estudos de tolerancia aos estresses abidticos em niveis fisioldgicos,
bioquimicos (RIBEIRO et al., 2014) e moleculares. Existem também estudos sobre a
diversidade genética dessa espécie, uma preocupacédo de pesquisadores que identificaram areas
onde a ocorréncia natural e biodiversidade dessa espécie estd ameacada pelo uso alternativo do
solo (AZEVEDO et al., 2013; GONGALVES et al., 2014; SOUZA,; SILVA-MANN; MELO,
2014).

As publicacdes nas areas de farméacia e farmacologia, bioquimica e quimica medicinal
estdo relacionadas aos varios compostos bioativos com propriedades medicinais encontrados
nessa espécie, e que atualmente estdo sendo estudados para determinar sua eficacia e seguranca.

Os alcaloides eritrinicos, compostos que caracterizam esse género, possuem uma
conformacdo Unica em espiroamina tetraciclica, apresentando vérias propriedades bioldgicas

(Figura 1.1) (MAERTENS; HOMME; CANESI, 2015).
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Figura 1.2. Estrutura de composigao principal de compostos eritrinicos. Fonte: Maertens et al.
2015.

Esses compostos sdo de grande interesse industrial como alvos para a sintese sintética
total (MOSTOWICZ, 2015). O alcaloide indolico hipaforina e quatro alcaloides eritrinicos
foram isolados de sementes de E. velutina (OZAWA,; KISHIDA; OHSAKI, 2011) e a
hipaforina apresenta potencial industrial como indutora de sono, como demonstrado em estudos
com animais (OZAWA et al., 2008). Além disso, E. mulungu tem uso comercial em um
fitoterapico indutor de sono e ansiolitico (RECH et al., 2017). Outros alcaloides eritrinicos, tais
como: erisotrina-N-oxido, eritralina, 8-oxo-eritralina, erisotrina, erisovina, glicoerisotrina e
erimelantina também foram isolados de sementes de E. velutina. Esses compostos, juntamente
com hipaforina, foram testados em terapias de tratamento de céancer, agindo sinergicamente
com Fator de Necrose de Tumor Relacionado a Apoptose (TRAIL) para a inducao de apoptose
seletiva em ceélulas cancerigenas (OZAWA et al., 2009). Outro composto purificado de E.
velutina é a faseolidina, identificada como scavenger de radicais livres (RABELO et al., 2001).
A faseolidina também foi extraida de E. droogmansiana e apresentou propriedades medicinais.
Esse composto também ocorre em E. burana, E. crista-galli, E. sandwicensis, E. sigmoidea e
E. variegata. antioxidantes (EMMANUEL et al., 2016).

Catequinas, esteroides, flavanois, flavanonas, flavanoides, fenois, saponinas, taninos,
triterpenoides e xantonas também foram identificadas em extratos aquosos de E. velutina,
grupos quimicos conhecidos por apresentarem propriedades medicinais (CARVALHO et al.,
2009). Extratos hidroalcodlicos de E. velutina e E. mulungu apresentaram atividade ansiolitica,

antinoceptiva e anticonvulsiva quando testados em ratos, confirmando o uso popular desta
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espécie como sedativo, analgésico e anestésico (RAUPP et al., 2008; TEIXEIRA-SILVA et al.,
2008; VASCONCELOS et al., 2003, 2007).

O extrato etanolico de E. velutina apresentou efeitos neuroprotetores em ratos tratados
contra o déficit de memaria causado por isquemia (SOUSA et al., 2017). Esses efeitos também
foram avaliados em cultura in vitro. O extrato de E. velutina composto de hesperidina,
homohesperidina, abissina, sigmoidina C e &cido rizbnico agiu como antioxidante, sugerindo
que esses compostos possuem potencial terapéutico contra doencas degenerativas como
Alzheimer e Parkinson (SILVA et al., 2016). Outra analise in vitro sobre o efeito de extrato
aquoso de E. velutina rico em alcaloides e hexanos, com propriedades anticolinesterasicas
indicadas para o tratamento de Alzheimer (ALMEIDA, CASTRO et al., 2016; SANTOS et al.,
2012b). A partir de sementes de E. velutina também foram purificados inibidores de tripsina,
tripsina Kunitzs e quimiotripsina, identificados como antitumorais, anti-inflamatorios,
anticoagulantes, antielastase e gastroprotetores (MACHADO et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2017).

Além das propriedades medicinais, outros usos quimicos foram estudados para
compostos extraidos de espécies de Erythrina. Os alcaloides encontrados em Erythrina inibem
a sintese de proteinas e DNA em plantas (PARSONS; WILLIAMS, 2000) e apresentam agéo
genotoxica em ceélulas de raizes de cebola (Allium cepa L.), formando anormalidades celulares
(SILVA et al., 2011). A acdo alelopética de extratos de sementes de E. velutina influenciaram
a germinacao e desenvolvimento de alface (Lactuca sativa L.), espécie modelo para este tipo
de anélise (CENTENARO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, foi encontrada
evidéncia de atividade antibacteriana de componentes da casca de E. velutina contra
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes (VIRTUOSO et al., 2005). As propriedades
bioinseticidas foram observadas em vicilinas extraidas de sementes de E. velutina contra Plodia

interpunctella e Ceratis capitata (Wied) (AMORIM et al., 2008; MACEDO et al., 2008).
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4.3.2. Patentes

Assim como para 0 numero de artigos cientificos publicados, o nimero de patentes foi
maior para o género Erythrina (Figura 1.2).

A base de dados WIPO ¢é referéncia mundial como fonte de dados de propriedade
intelectual. Esta base apresentou o mais alto nimero de depoésitos, com uma quantidade
expressiva sob o termo “Erythrina”. Outros depdsitos, com um nimero muito mais baixo estao
relacionados aos termos “Erythrina medicinal”, “Erythrina velutina” e “Erythrina velutina
medicinal”.

A base de dados americana, USPTO, pertencente a agéncia federal responsavel por
conceder patentes e registrar marcas e apresentou 0s maiores resultados para patentes
relacionadas ao termos “Erythrina” e “Erythrina medicinal”.

O escritorio de patentes europeu, EPO, apresentou apenas resultados para o género
Erythrina e suas propriedades medicinais. E o Espacenet-Latipat — base de dados para a
América Latina e Espanha — e o INPI — autarquia brasileira para a concessao e garantia de
propriedade intelectual para a industria — apresentaram os menores resultados, com apenas seis
e dois depdsitos para o género, e apenas um em cada base de dados para a espécie, ndo sendo

registrados resultados para fins medicinais.
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Figura 1.3. Numero de depdsitos de patentes por termo nas bases World Intellectual Property
Organization (WIPO), United States Patent and Trademark Office (USPTO), European Patent
Office (EPO), Espacenet-Latipat e Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI).

A maioria das patentes relacionadas ao género Erythrina sdo de Israel, Bélgica, Estados
Unidos e Japdo (Figura 1.3) e para E. velutina, as patentes sdo de projetos americanos e

brasileiros.
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Figura 1.4. Principais empresas depositarias de patentes do género Erythrina. Fonte: Autor.
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No entanto, ndo ha um numero alto de publicagcfes de artigos desses paises que sdo 0s
maiores depositarios de patentes usando Erythrina. Contrariamente, o nimero de patentes
provenientes de projetos brasileiros € muito menor do que artigos publicados, demonstrado a
falta de conexdo entre a pesquisa e a geracdo de produtos economicamente viaveis. No Japéao,
por exemplo, os artigos publicados s&o mais bem relacionados as patentes geradas, indicando
uma pesquisa mais voltada para a criacdo produtos. Isso ressalta o interesse internacional em
desenvolver produtos usando compostos da flora brasileira, considerando que a maioria dos
depositarios de patentes na area farmacéutica sdo estrangeiros (MOREIRA et al., 2005).

Vaérias patentes com E. velutina estdo associadas a protocolos e usos medicinais em
potencial. No entanto, a aplicacdo de compostos extraidos de plantas em medicamentos
industriais € um processo moroso devido a necessidade de testes extensivos para verificar a
eficiéncia e seguranca. A maioria das patentes com E. velutina na maior base de dados, WIPO,
estdo associadas a composicdo de lectinas e métodos para modular a resposta imune a um
antigeno (SEGAL; YOUNG, 2018). Outras estdo diretamente relacionadas a extratos da planta
com propriedades medicinais. Por exemplo, uma patente para um indutor de sono usando
hipaforina, dos mesmos pesquisadores japoneses mencionados anteriormente (OSAKI;
HONDA, 2008; OZAWA et al., 2008).

Ha, também, um novo interesse industrial em usar plantas medicinais nativas em
patentes de protocolos moleculares avangados, em consonancia com os artigos publicados na
area (HAO; XIAO, 2015; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; WILSON; ROBERTS,
2014). Analises genbmicas sdo capazes de elucidar caracteristicas importantes das plantas,
como os genes envolvidos em rotas bioguimicas de fitocompostos ativos e como intensifica-
los. Descobertas, como a capacidade de estresses abioticos potencializarem a producdo de
metabolitos secundarios, sdo usadas como ferramentas de producéo industrial desses compostos

(CASTELLARIN et al., 2007).
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Apesar do crescimento exponencial no sequenciamento de DNA de plantas, estudos

com plantas medicinais ainda compbe 2% desses sequenciamentos. (CHAUDHARY;
SHARMA, 2016; WILLIS, 2017). O sequenciamento do DNA dessas espécies pode contribuir
ndo somente para a melhoria da sobrevivéncia em campo, mas também para programas
avancados de melhoramento genético, usando-se ferramentas como a edi¢do génica. Plantas do
género Erythrina estdo entre as mais recomendadas em protocolos patenteados (EVOGENE,
2018) como fontes de polinucleotideos e polipeptidios para aumentar a eficiéncia de uso de
nitrogénio, a sobrevivéncia em campo, a taxa de crescimento, vigor, producdo de biomassa,
contetido de 6leo e/ou toleréncia a estresses abioticos (Figura 1.4). Consequentemente, estudos
sobre genoma podem contribuir para a melhoria na produgdo e minimizar os impactos de uma

maior demanda por compostos de plantas medicinais, ainda atendendo as necessidades da
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Figura 1.5. Agrupamentos conceituais para os termos mais citados em patentes relacionadas

com plantas do género Erythrina. Fonte: Autor empregando o sistema Orbit (Questel, 2018).

4.3.3. Genes, Genoma e Proteinas
A plataforma online BOLD é uma base de dados que retne barcodes de DNA, para
identificacdo de especies, baseando-se em similaridade de nucleotideos a amostras de

taxonomia conhecida e comprovada. No seu portal Public Data, foram encontrados 57 registros
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mencionando o termo “Erythrina” e seis para “Erythrina velutina”. Para o género, todos 0s
resultados estavam distribuidos em nove paises, a maioria na Costa Rica e para a espécie E.
gibbosa e E. lanceolata. Os resultados para E. velutina foram metade para estudos brasileiros e
metade para paises nao identificados.

Os dados para “Erythrina” estéo relacionados a barcodes em estudos de filogenia (DE
LUCA et al., 2018), como as relagdes entre leguminosas faseoloide — baseados em sequéncias
de nucleotideos de cloroplastos (PFEIL et al., 2009) e; em estudos sobre a eficacia de barcodes
de DNA no processo de identificagdo de materiais vegetais processados ou mal conservados
comumente usados na medicina tradicional da Africa do Sul (MANKGA; YESSOUFOU;
MOTEETEE, 2013).

Todos os resultados para “Erythrina velutina” sdo para subunidades de Ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco) de diferentes tamanhos de pares de bases.
Considerando o genoma da Rubisco é de heranca extracromossomal, ndo-recombinante e
estruturalmente estavel, € um dos melhores genes para barcodes de DNA de plantas (GANIE
etal., 2015).

A outra base de dados usada nessa categoria, NCBI, fornece acesso a dados biomédicos
e gendbmicos. Nessa base, para o termo “Erythrina” foram encontrados 175 nucleotideos, 35
popsets (sequéncias de DNA derivadas de estudos de populacdes, filogenéticos, mutacoes e
ecossistemas), 92 grupos de proteinas idénticas, 157 proteinas e 17 estruturas proteicas. E para
“Erythrina velutina” os resultados foram 10 nucleotideos, 3 popsets, 4 grupos de proteinas
idénticas e 5 proteinas. Ndo foram feitas distingbes entre os paises depositarios dessas
informacBes. A maioria dos resultados sdo de sequéncias de nucleotideos para 0 genoma de
cloroplasto de E. velutina e os dados de popset estdo relacionados a estudos filogenéticos, como
encontrado na base de barcodes (TRIPATHI et al., 2013). Os resultados de proteinas estdo

associados aos genes de nucleotideos e popsets.
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4.4. Conclus6es

Erythrina velutina possui alto potencial biotecnologico provado pelos diversos

estudos que identificaram compostos bioativos extraidos dessa planta com propriedades
medicinais, apesar de medicamentos resultantes desses estudos ainda estarem em fase de
desenvolvimento. Existe também um potencial para essa espécie como fonte de compostos para
solucBes antibacterianas e inseticidas. E, apesar de incipiente, patentes e informacfes genéticas
incluindo o género e a espécie também apresentam um forte potencial para uso dessas plantas

em programas genéeticos avangados devido a sua plasticidade.
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RESUMO

Sementes ortodoxas toleram o armazenamento prolongado, sendo este uma estratégia de
conservacdo da biodiversidade. No entanto, o tempo sob armazenamento pode afetar a
viabilidade e o vigor das sementes, que pode ser monitorado por meio de analises de qualidade.
Assim, objetivou-se avaliar dois lotes armazenados em camara fria de Erythrina velutina,
espécie nativa ortodoxa, usando-se a analise de imagens de raios-x visando avaliar a viabilidade
e o vigor. O lote 1 foi composto de sementes de Pernambuco, coletadas em 2008 e o lote 2 de
sementes da Bahia, coletadas em 2016. Foram avaliados o peso de 1.000 sementes, teor de agua,
condutividade elétrica, analise de imagens de raios-x, morfometria, germinagédo, tamanho de
plantula e relacdo parte aérea/radicula de plantulas. O lote 1 apresentou maior condutividade
elétrica, menor teor de d4gua e menor germinacdo e vigor. Ainda para esse lote, foram
identificadas na analise das imagens de raios-x 18% de sementes com espacos vazios. E usando-
se a associacdo da analise de raios-X, por meio da avaliacao da densidade interna das sementes,
com os resultados de germinacdo identificaram-se as sementes com melhor vigor para o lote 2.
Os lotes apresentaram germinacdo de 17% e 43% de germinacdo, sendo o lote 1 altamente
deteriorado ap6s o longo periodo de armazenamento. A analise da densidade interna das
sementes por raios-x diferencia sementes com maior capacidade germinativa em lotes com

moderada deterioracéo.

Palavras-chave: mulungu. ImageJ, germinag&o, analise de imagens
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ABSTRACT
Title: Erythrina velutina Willd. seed quality by physiological analysis and x ray images
Orthodox seeds tolerate prolonged storage, which is a strategy for biodiversity conservation.
However, the time under storage can affect the viability and vigor of the seeds, which can be
monitored through quality analysis. Thus, the objective was to evaluate two lots stored in a cold
chamber of Erythrina velutina, a native orthodox species, using the analysis of x-ray images in
order to quantify the viability and vigor. Lot 1 consisted of seeds from Pernambuco, collected
in 2008 and lot 2 from seeds from Bahia, collected in 2016. The weight of 1,000 seeds, water
content, electrical conductivity, analysis of x-ray images, morphometry, germination, seedling
size and seedling shoot/root ratio were evaluated. Lot 1 showed higher electrical conductivity,
lower water content and less germination and vigor. Also, for this lot, 18% x-ray images of
seeds with empty spaces were identified in the analysis of the x-ray images. And using the
association of the x-ray analysis, through the evaluation of the internal density of the seeds,
with the germination results, the seeds with the best vigor for lot 2 were identified. The lots had
germination of 17% and 43% % germination, lot 1 being highly deteriorated after the long
period of storage. The analysis of the internal density of the seeds by x-rays differentiates seeds
with greater germination capacity in lots with moderate deterioration.

Keywords: mulungu; ImageJ; germination; image analysis

5.1. Introducéo
As sementes ortodoxas sao caracteristicas de espécies pioneiras e apresentam tolerancia
a dessecacdo e baixos potenciais hidricos adquiridas durante a formacdo (WALTERS, 2015).
Essas sementes, no periodo de maturagdo, passam por um processo de secagem e sdo dispersas
com baixos teores de agua. Assim, as sementes ortodoxas possuem a capacidade de permanecer

no banco de sementes do solo por bastante tempo, variando de acordo com a espécie.
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Essas sementes podem ser coletadas e armazenadas para a posterior producéo de mudas
em ou mesmo na semeadura direta. O armazenamento de sementes é, também, uma das
melhores estratégias para conservacdo ex situ da biodiversidade (HAIDET; OLWELL, 2015).
No entanto, o armazenamento pode causar a deterioracdo do material vegetal devido ao
continuo metabolismo celular.

Para assegurar a qualidade das sementes, é necessario avaliar o vigor dos lotes. Sob
armazenamento, as sementes devem ser periodicamente monitoradas para a manutencdo da
capacidade de germinacdo e o vigor (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015). Os aspectos
fisioldgicos, os atributos fisicos, a composicao quimica e o ataque de patdgenos e insetos afetam
diretamente a germinagéo. E, enquanto algumas analises de sementes sdo demoradas, como o
obrigatorio teste de germinacéo, e reduzem o volume de sementes no lote, outros métodos séo
mais rapidos e simples e podem complementar a avaliacdo dos lotes.

A analise de imagens radiografadas de sementes € um método nao destrutivo, rapido e
simples para avaliar a qualidade (MARCHI; GOMES JUNIOR, 2017). Os aspectos
morfoldgicos associados a viabilidade de sementes podem ser avaliados por meio da densidade
interna dos tecidos, observada atraves de imagens de raios-x. Geralmente, essa analise é usada
para a observacdo de danos internos causados por impactos, mal formacao ou infestacdo por
insetos (MENEZES et al., 2012; ROSENBERG; NORDLANDER; WESLIEN, 2015).

Erythrina velutina é uma espécie ortodoxa nativa, popularmente conhecida como
mulungu e com ocorréncia principalmente na Caatinga, mas também na Mata Atlantica e
Cerrado (SILVA JUNIOR et al., 2012a). Essa espécie pioneira é bastante recomendada para o
reflorestamento de areas degradadas, devido ao seu rapido crescimento e capacidade de fixacdo
de nitrogénio (HOLANDA et al., 2010; SANTOS et al., 2012a). Portanto, as sementes de
mulungu podem ser armazenadas como fontes de propagulos para a produgdo de mudas ou
semeadura direta. Entretanto, foi identificada a baixa producdo de sementes em areas de

ocorréncia natural, além da reducéo dessas areas pelo uso alternativo do solo (GONCALVES
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et al., 2014). Objetivou-se por meio deste trabalho, avaliar a qualidade de dois lotes de E.
velutina usando o teste de raios-x associado a parametros de viabilidade e vigor de sementes

armazenadas.

5.2. Material e Métodos

As analises foram realizadas no Laboratério de Sementes (Centro de Ciéncias Agrarias
Aplicadas) da Universidade Federal de Sergipe, em 2017. Os lotes de sementes de Erythrina
velutina foram compostos por sementes coletadas em Afranio, Pernambuco em 2008 (lote 1)
em area de Caatinga e na regido Baixo-Sul, no estado da Bahia em 2016 (lote 2) em area de
Mata Atlantica (sementes comerciais da empresa Biosementes). As sementes de ambos os lotes
foram armazenadas em camara fria a 6°C com 60% de umidade relativa, em embalagens
plasticas impermeéaveis (1,5 mm).

Para a determinacdo da qualidade dos lotes foram avaliados aspectos fisicos e
fisiolégicos relacionados a viabilidade e vigor de sementes por meio dos parametros: peso de
1.000 sementes, teor de agua, condutividade elétrica, analise de imagens de raios-X,
morfometria, germinacédo, tamanho de plantulas e relacdo parte aérea/radicula das plantulas.

O peso de 1.000 sementes foi determinado usando-se oito amostras de 100 sementes de
cada lote. Cada amostra foi pesada, a média da massa determinada em gramas e multiplicada
por 10, de acordo com as Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

O teor de &gua foi determinado usando-se quatro subamostras de 10 sementes inteiras e
com quebra de dorméncia. Cada subamostra foi pesada, colocada em uma capsula de aluminio
e seca em estufa com circulacdo de ar a 105 + 3°C por 24 horas. Os resultados foram expressos
em porcentagem de contetido de 4gua (BRASIL, 2009).

O teste de condutividade elétrica foi conduzido com quatro repeticdes de 25 sementes
inteiras e com quebra de dorméncia, escarificando-se mecanicamente usando-se lixa n° 60,

totalizando 100 sementes por lote, colocadas em 75 mL de agua destilada por 24 horas em
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camara do tipo BOD a 25°C sem luz (GUEDES et al., 2009b). Os valores de condutividade
foram obtidos e expressos em pmhoms cm™g™ a 25°C.

Para o teste de raios-x, 100 sementes por lote foram radiografadas em aparelho Faxitron
HP MX-20 (Faxitron Corp) a 28 kv com tempo de exposi¢do de 5 segundos. Por meio das
imagens obtidas, as sementes foram classificadas em cheias, sem formag&o ou deterioradas
(BRASIL, 2009). As imagens foram, entéo, analisadas com o programa ImageJ para determinar
amorfometria e a densidade integrada de pixels individualmente. Apds a obtencdo das imagens,
as mesmas sementes foram germinadas para a avaliacdo de viabilidade e vigor.

Realizou-se a assepsia das sementes em hipoclorito de sédio 2% por 5 minutos, depois
estas foram lavadas com agua destilada, escarificadas mecanicamente usando-se lixa n° 60 para
a quebra de dorméncia (SANTOS et al., 2013) e germinadas em substrato de papel, umedecido
com agua destilada com volume 2,5 vezes o0 peso. A germinacao ocorreu em camara do tipo
BOD, a 25°C com fotoperiodo de 12h/luz durante 14 dias e os parametros avaliados foram
porcentagem de germinacdo (G%) determinado pelo numero de plantulas normais,
porcentagem de emissdo de radicula (germinacéo fisiologica por protrusdo radicular) (ER%),
primeira contagem de germinacdo (PCG%), porcentagem de sementes deterioradas (De%),
porcentagem de sementes duras (Du%), tamanho de plantulas, relacdo parte aérea/radicula e
massa seca determinada (SILVA et al., 2011).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado (DIC) com 4 repeticdes de 25
sementes, compondo 100 sementes por lote. As varidveis analisadas foram testadas quando a
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos a

analise de variancia telo tese F e a comparacao das medias pelos testes t Student (p < 0,05).

5.3. Resultados e discussao
O peso das sementes é determinado pelo desenvolvimento do embrido, endosperma e

tegumento, podendo atribuir diferentes capacidades germinativas e vigor entre espécies ou entre
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lotes da mesma espécie. O acumulo de massa seca nos tecidos de reserva durante o
desenvolvimento confere caracteristicas benéficas as sementes, proporcionando maior
longevidade sob armazenamento. Assim como os demais aspectos morfoldgicos das sementes,
0 peso esta relacionado a caracteristicas intrinsecas a planta, como a composi¢do genética, mas
também a interacdo da planta matriz com o ambiente (LABRA et al., 2017).

O peso de 1.000 sementes para os lotes de E. velutina foi de 539,20 g para o lote 1
(2008) e 552,26 g para o lote 2 (2016) ap6s o armazenamento. Ambos o0s resultados séo
superiores aos valores de sementes coletadas durante época seca em Sergipe (427,33 Q)
(SANTOS et al., 2012a). E considerando o peso de 100 sementes, os resultados também s&o
superiores aos valores determinados para esse especie em regides semiaridas (42,179 e 46,76
g) (BENTO et al., 2010). Entretanto, para sementes coletadas durante a estagdo chuvosa na
regido do semiarido de Areia, na Paraiba, os resultados foram similares (57,14) (GUEDES et
al., 2009a).

Para sementes ortodoxas, a dessecacdo durante a maturacdo € importante para sua
viabilidade, vigor e longevidade, podendo influenciar também diretamente no peso das
sementes. O conteudo de agua celular é reduzido durante a maturacao, consequentemente, a
capacidade metabolica também declina. Contudo, apos a dispersdo, as sementes continuam a
perder dgua durante o periodo de armazenamento, apesar da temperatura e umidade em
ambientes controlados minimizarem a reducéo do teor de agua (WALTERS, 2015).

O teor de &gua nas sementes de mulungu do lote 1 foi de 7,61%, resultados mais
elevados do que as sementes de regido semiarida na Paraiba, (6,88%, 5,98% e 5,00) (GUEDES
et al., 2009a). No entanto, os resultados foram similares a outro lote de sementes de Areia,
Paraiba (7,82%) e dois lotes de regido semiarida de Carnauba dos Dantas, Rio Grande do Norte
(7,40% e 7,60%) (BENTO et al.,, 2010). As sementes do lote 02 apresentaram 8,91% de
conteudo de agua, valor similar ao outro lote de Areia, Paraiba (8,17%), 0 mesmo que

apresentou peso similar. Porém, em todos os demais estudos, as sementes passaram apenas
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poucos meses sob armazenamento e apresentaram altos indices de germinacdo (~100%). Entre
os dois lotes, houve diferenca significativa para o teor de &gua das sementes (1,30%) e a
diferenca constada manteve-se dentro do recomendado (< 2%) (MARCOS-FILHO, 2015).

Durante o armazenamento, pode ocorrer a perda de vigor das sementes devido danos
causados a integridade das membranas celulares decorrentes do lento metabolismo. A
condutividade elétrica € um teste que, indiretamente, avalia a extensdo da deterioracdo das
sementes pelos danos causados as membranas por meio da quantidade de lixiviados exsudados
pelas sementes.

A condutividade elétrica para as sementes do lote 1 consistiu em 2603,00 pmhoms cm-
191 a 25°C e para o lote 2, 1491,00 pmhoms cmg?, apresentando diferenca significativa entre
os lotes. A exsudacdo de solutos devidos aos danos a integridade da membrana celular
decorrentes do maior periodo de armazenamento podem ter contribuido para a maior
condutividade elétrica do lote 1. O aumento na condutividade elétrica também foi associado a
perda de vigor de sementes dessa espécie (GUEDES et al., 2009b).

Por meio da avaliagdo das imagens de raios-x determinou-se a morfometria das
sementes com o programa ImageJ. As sementes do lote 1 possuem tamanho médio de 15,56
mm de comprimento, 10,34 mm de largura e 161,29 mm2 de area. E as sementes do lote 2
possuem média de 16,64 mm de comprimento, 10,24 mm de largura e 171,53 mm2 de area
(Figura 2.1). Ambos os lotes foram compostos por sementes maiores do que as sementes de um

lote de Areia, Paraiba (SILVA et al., 2008).
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Figura 2.1. Gréfico box-plot para o comprimento, largura (cm) e area (cm2) de 100 sementes
dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd.

N&o houve diferenca significativa de tamanho entre as sementes que apresentaram
plantulas normais, emissdo de radicula ou sementes deterioradas nos dois lotes. Entretanto
houve diferenca significativa para os parametros morfométricos entre os dois lotes, exceto para
a largura das sementes. Em comprimento e area, as menores sementes sdo do lote 1, coletado
em regido de Caatinga. Ressalta-se que sementes menores sao mais eficientes na embebicdo de
agua devido a maior razdo superficie/ area, caracteristica vantajosa para regides de Caatinga,
cuja estacdo seca dura a maior parte do ano. No entanto, caracteristicas intrinsecas, como
diversidade genética e fatores fisioldgicos entre as plantas das duas regides devem ser
considerados.

Ainda, através das imagens de raios-x, as sementes foram classificadas de acordo com
a sua formacao interna. Todas as sementes do lote 2 foram classificadas como cheias, entretanto
o lote 1 apresentou 18% de sementes com espacos vazios entre 0s cotilédones e o tegumento.
Embora visiveis, os danos observados nas sementes foram inferiores a 50% da area total, assim
ndo foi possivel inferir visualmente quanto a capacidade de germinacdo das sementes sem a

analise da densidade interna obtida pelo programa ImageJ (Figuras 2.2 e 2.3).



48

-

255

10 mm

-

255

-

255

10 mm

10 mm

Figura 2.2. Imagens de raios-X, projecdo 3D e histograma das sementes de Erythrina velutina
Willd. lote 1. A) Semente cheia originando plantula normal, B) semente cheia com emissdo de

radicula, C) semente cheia deteriorada, D) semente com danos deteriorada durante o teste de

germinacao do lote 1.
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Figura 2.3. Imagens de raios-x, projecdo 3D e histograma das sementes de Erythrina velutina
Willd. lote 2. A) Semente cheia originando plantula normal, B) semente cheia com emissédo de

radicula, C) semente cheia deteriorada durante o teste de germinacao do lote 2.

A primeira contagem de germinacdo ocorreu apds sete dias e o lote 1 apresentou 23%
de emissdo de radicula e 76% de sementes deterioradas pela acdo de fungos e,
consequentemente, mortas. Ao final da germinagdo, apos 14 dias, esse lote apresentou 7% de
emissao de radicula e 17% de plantulas normais. E para o lote 2, a primeira contagem, 54% das
sementes haviam emitido radicula e 46% estavam mortas. Ao final do teste, houve 10% de
emissao de radicula, 43% de plantulas normais e 47% de sementes mortas. Sementes recém

coletadas dessa espécie, provenientes de regido de Caatinga no estado de Sergipe, apresentaram
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44% de germinacdo e 51% de emissdo de radicula em teste de germinacdo (Capitulo 4). Néao
houve sementes duras em ambos os lotes. Esses resultados demonstram a qualidade dos dois
lotes, que foram altamente susceptiveis a agdo de fungos associados ao tegumento, sendo os de
maior ocorréncia Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Cladosporium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp e Botritis sp identificados anteriormente por
Oliveira et al., 2009.

Em relacdo a germinacdo de sementes dessa espécie, identificou-se que as sementes
provenientes de regido de Caatinga apresentaram velocidade de germinacao superior, indicando
uma possivel maior eficiéncia de absorcédo de agua (SILVA JUNIOR et al., 2012a). Apesar de
possuir tegumento impermeavel, sendo necessaria escarificacdo fisica para germinacdo das
sementes, a influéncia da regido hilar (envolvendo rafe e micrépila) no balanco hidrico entre a
semente e o seu exterior também foi considerada em estudo sobre a germinacédo de E. velutina
(MATHEUS et al., 2010; SILVA et al., 2008).

Depois da germinacdo, analisou-se a densidade de pixels nas imagens de raios-x
associada a viabilidade das sementes. Identificou-se que as sementes deterioradas do lote 1,
apesar de ndo apresentarem diferencas na formacdo interna, possuem menor densidade,
avaliada pela variavel densidade integrada (IntDen) (Figura 2.4). A medida do IntDen avalia a
relacdo pixels/tamanho da estrutura e estabelece como vazio valores de 255 pixels. Portanto
sementes que apresentaram os maiores valores dessa variavel possuem menor densidade. N&o
houve diferenca significativa para densidade de sementes quanto as plantulas normais, emissao
de radicula e sementes deterioradas para o lote 2. Lote este que apresentou baixa porcentagem

de germinacdo e emissdo de radicula e alta deterioracéo.
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Figura 2.4. Densidade das sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd., entre as classes
de Plantulas Normais (PN), Emissdo de Radicula (ER) e sementes Deterioradas (De),
estabelecida pelo pardmetro IntDen, por meio da densidade de pixels em imagens de raios-x

avaliadas no programa ImageJ.

As plantulas do lote 1 apresentaram parte area de 25,84 mm, radicula com 155,07 mm
e razdo parte aérea/radicula 0,16. E para o lote 2, as plantulas apresentaram parte aérea com
18,80 mm, radicula com 161,08 mm e razédo de 0,11 (Figura 2.5). O comprimento das plantulas
foi menor em comparagdo a outros trabalhos, indicando o baixo vigor desses lotes apos 0

armazenamento (BENTO et al., 2010).
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Figura 2.5. Gréafico box-plot para o tamanho da parte aérea (PA), radicula (R) e relacéo parte

aérea/radicula (PA/R) para as plantulas dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina.

A média da massa seca foi avaliada usando-se quatro plantas por repeticdo. Foram

apresentados resultados similares para ambos os lotes, com 2,07 g de massa seca e 18,80% de
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umidade nas plantulas para o lote 1 e 2,02 g de massa seca e 19,15% de umidade nas plantulas
para o lote 2.

Na tabela a seguir traz-se o resumo da analise de variancia para os parametros avaliados
(Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Peso de 1.000 sementes (Peso), condutividade elétrica (CE), teor de agua (TA),
comprimento, largura e area de sementes, germinacao (%), primeira contagem de germinacao
(PCG%), tamanho da parte aérea (PA), radicula (R), relacdo parte aérea/radicula (PA/R) e
massa seca de plantulas dos lotes 1 e 2 de sementes de Erythrina velutina Willd.

Semente
Lote Compri- A % %
Peso CE TA mento Largura  Area G PCG

1 539,2a 2603,0a 7,61b 15,56 b 10,34a 161,29b 17a Oa
2 552,26 a 14910b 8,92a 16,64 a 10,24a 17153a 43a Oa

CV(%) 6,08 10,72 6,27 8,17 9,24 14,79 28,05 0,00
Plantula
Lote PA R PA/R Massa seca
1 25,84 a 155,07 a 0,16 a 2,07 a
2 18,80 a 161,08 a 0,11a 2,02 a
CV(%) 32,90 16,60 28,51 0,01

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t Student.

5.4. Concluséo
Ambos os lotes apresentaram viabilidade e vigor afetados pelo tempo de
armazenamento, porém o lote 1 encontra-se altamente deteriorado devido ao maior periodo sob
armazenamento. A andlise de densidade interna de sementes por meio da avaliacdo de imagens
de raios-x é capaz de diferenciar sementes dessa espécie com maior capacidade germinativa em

lotes com moderada deterioracao.
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RESUMO

O estresse abidtico causado por condi¢cGes ambientais rigorosas, tais como restricdo hidrica,
causa efeitos negativos em plantas. Espécies de areas aridas e semiaridas possuem mecanismos
para manter a viabilidade das sementes. Analisou-se a qualidade inicial, resposta a restricao
hidrica e integridade de RNA de dois lotes de sementes de Erythrina velutina coletadas em
Sergipe em 2012 (lote 1) e em Pernambuco, em 2008 (lote 2) sob restrig&o hidrica. A viabilidade
e 0 vigor foram avaliados por testes de germinacao e condutividade elétrica. As sementes foram
submetidas a embebicdo por 0, 24, 48 e 72 horas em substrato de papel com solucdo de
polietilenoglicol (PEG) a -0,8MPa e foram coletados embrifes para extracdo de RNA. Apds
essas condicgdes de estresse ndo houve germinacao para nenhum dos tempos de embebicdo e as
sementes foram colocadas para germinar em substrato de papel umedecido com agua. O lote 1
possui sementes mais vigorosas que o lote 2. A embebicdo por 24h em solucdo PEG
proporcionou melhor germinacdo para o lote 2. A quantidade de RNA para sementes sob
restricdo hidrica indica comprometimento da sintese de RNA; contudo o vigor ndo €
completamente afetado, indicando mecanismos de tolerancia que contribuem para a

manutencdo da viabilidade.

Palavras-chave: déficit hidrico; vigor de sementes; viabilidade de sementes; mulungu
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ABSTRACT
Title: Seed viability and RNA integrity of Erythrina velutina Willd. under drought stress
Abiotic stress caused by harsh environmental conditions, such as water stress, has negative
effects on plants. Species from arid and semi-arid areas have mechanisms to maintain seed
viability. The initial quality, response to drought stress and RNA integrity of two lots of
Erythrina velutina seeds collected in Sergipe in 2012 (lot 1) and in Pernambuco (2008) under
drought stress were analyzed. Viability and vigor were evaluated by germination and electrical
conductivity tests. The seeds were subjected to imbibition for 0, 24, 48 and 72 hours on paper
substrate with polyethylene glycol solution (PEG) at -0.8MPa and embryos were collected for
RNA extraction. After these stress conditions, there was no germination for any of the
imbibition times and the seeds were germinated on paper substrate moistened with water. Lot
1 has more vigorous seeds than lot 2. Immersion for 24h in PEG solution provided better
germination for lot 2. The amount of RNA for seeds under drought stress indicates impairment
of RNA synthesis; however, vigor is not completely affected, indicating tolerance mechanisms
contributing to maintaining viability.

Keywords: water deficit; seed vigor; seed viability; mulungu

6.1. Introducéo
A seca € um fendbmeno frequente em areas tropicais, ocorrendo em regibes aridas e
semiaridas com altas temperaturas e baixa pluviosidade. Além das condicdes climaticas
naturais, as mudancas climaticas induzidas pelo aquecimento global tem expandido as areas
afetadas pela seca e criado novas regides com déficit hidrico (DAI, 2013). No Nordeste
brasileiro, uma grande regido semiarida constitui a Caatinga, area com médias anuais de
temperatura de 28°C e 500 mm de precipitacdo, compondo uma condic¢do climética rigorosa

(MARENGO, 2008a, 2008b).
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As condigdes ambientais durante a seca expdem as plantas ao estresse abidtico, causado
principalmente pelo déficit hidrico associado a altas temperaturas (ARANDA et al., 2012;
CLAEYS; INZE, 2013). Os efeitos do estresse podem induzir a producdo de substancias
enddgenas toxicas as plantas, como as ERO (Espécies Reativas de Oxigénio), muito prejudiciais
a moléculas de RNA, como consequéncia de sua estrutura de fita simples e possivel falta de
mecanismos de reparo (SANO et al., 2016). Para a avaliacdo em laborat6rio da resposta de
sementes a tratamentos que envolvam o restri¢ao hidrica foram realizados diversos estudos com
testes de germinac&o (JI et al., 2014; O’DONNELL et al., 2013; PATANE; SAITA; SORTINO,
2013). A solugdo mais usada nessas simulagdes € a solucao aquosa osmética de polietilenoglicol
(PEG), um composto quimicamente inerte e atoxico, que simula eficazmente o déficit hidrico
sem penetrar na célula vegetal (AZEREDO; DE PAULA; VALERI, 2016; PELEGRINI et al.,
2013).

Além da elucidacdo das limitacdes das plantas sob restricdo hidrica, as simulagdes de
déficit hidrico podem ser usadas em técnicas para estimular a tolerancia em sementes ou dar
subsidio para a padronizacdo de tratamentos pré-germinativos, como o condicionamento
osmotico. Esta € uma técnica que visa a germinacdo parcial de sementes sob condicdes
moderadas de estresse, sem a protrusdo da radicula. Essa técnica induz a resposta aos estresses
em sementes como a mobilizacdo de reservas, ativacao e sintese de DNA, producdo de ATP e
reparo em membranas celulares (JISHA; VIJAYAKUMARI; PUTHUR, 2013; PAPARELLA
etal., 2015; VENTURA et al., 2012). Sementes sob condicionamento apresentaram resultados
de germinacdo mais rapida e uniforme, com maior tolerancia aos estresses abioticos
(WOJTYLA etal., 2016).

Erythrina velutina Willd. é espécie arbdrea nativa do Brasil com alto potencial
biotecnoldgico. As folhas e casca de E. velutina sdo usados na medicina tradicional como
sedativos, caracteristica atribuida a acdo de alcaloides eritrinicos (ALBUQUERQUE et al.,

2007); e a seguranca e a eficicia do suas propriedades medicinais foram testadas em animais
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(CRAVEIRO et al., 2008; MARCHIORO et al., 2005). Essa espécie ocorre, principalmente na

regido Nordeste, em florestas riparias da Caatinga, mas também é encontrada em brejo de

altitude, florestas ombrofilas e campos rupestres. Essa arvore tolera indices pluviométricos

entre 326 e 2.500 mm e temperaturas entre 22,4°C e 26,6°C, adaptando-se tanto a climas mais

Umidos quanto mais secos, possuindo alta plasticidade de ocorréncia. Consequentemente,

estudar as respostas de E. velutina a restri¢do hidrica contribui para a elucidacéo de mecanismos
de tolerancia envolvidos nas adaptagdes das espécies a diferentes condi¢des climaticas.

O objetivo deste estudo foi analisar a resposta de sementes armazenadas de E. velutina

a tratamentos de restricdo hidrica, avaliar a qualidade e integridade de RNA apds o tratamento

e determinar o tempo de tratamento pré-germinativo indicado para a espécie.

6.2. Material e Métodos

As analises foram realizadas no Laboratorio de Sementes e no Laboratorio de
Melhoramento e Biotecnologia (Centro de Ciéncias Agrarias Aplicadas) da Universidade
Federal de Sergipe, em 2016. As sementes de dois lotes de E. velutina foram coletadas em areas
de Caatinga em Lagarto, Sergipe, em 2012 (lote 1) e em Afranio, Pernambuco, em 2008 (lote
2) e armazenadas em camara fria (6°C e 60% de umidade relativa em embalagem impermeavel).
Para a avaliacdo da qualidade das sementes apds o armazenamento, foram avaliadas a
germinacdo e condutividade elétrica.

A germinacdo foi realizada em substrato de papel e em areia devido a alta ocorréncia de
fungos associados ao tegumento das sementes. As sementes foram submetidas a assepsia em
hipoclorito de sodio 2% por 5 minutos, lavadas em &gua destilada e escarificadas
mecanicamente usando-se lixa n° 60 para a quebra de dorméncia (SANTOS et al., 2013) e
germinadas em papel e areia estéril com 60% de umidade. Os parametros avaliados foram
porcentagem de germinacdo (G%) para determinar a viabilidade das sementes, indice de

Velocidade de Germinacdo (IVG) (IVG = G1/N1 + G2/N2 +...+ GnNy; sendo: Gi, G2, Gn =
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numero de sementes germinadas computadas na primeira, segunda e enésima contagem, N1, N>
e Nn =namero de dias da semeadura a primeira, segunda e a enésima contagem) para determinar
o0 vigor das sementes (MAGUIRE, 1962).

O teste de condutividade elétrica foi conduzido com 4 repeticdes de 25 sementes,
totalizando 100 sementes por lote, colocadas em 75 mL de &gua destilada por 24 horas. Os
valores de condutividade elétrica foram expressos em umhoms cm™g™.

Amostras de sementes foram mantidas em papel umedecido em solugdo PEG 6000 a -
0,8MPa por 0, 24, 48 e 72 horas e depois foram germinadas em condicGes ideais em substrato
de papel umedecido em &gua (REIS; DANTAS; PELACANI, 2012).

O RNA foi extraido de embriBes de sementes sob restricdo hidrica por 0, 24, 48 e 72
horas usando-se dois protocolos de extragdo, com Trizol e com o kit comercial Nucleospin®
RNA Il (Macherey-Nagel), de acordo com as instru¢des do fabricante. Como controle, foram
usados embrides de sementes secas. A quantidade e qualidade de RNA foram determinadas por
nanoespectrofotometria a 260, 230 e 280 nm. Para avaliar a integridade realizou-se a analise
eletroforética em gel de agarose 1% com 1 pug de RNA com Gel Ready™ e visualizagdo com
transiluminador UV. O RNA quantificado foi tratado usando-se a enzima DNase |, RNase Free
(Thermo Scientific ™) de acordo com o protocolo do fabricante.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado (DIC) com 4 repeticdes de 25
sementes, compondo 100 sementes por tratamento e 0s dados analisados em esquema fatorial
2x4, sendo dois lotes e 4 tratamentos pré-germinativos em solucdo de PEG 6000 a -0,8MPa (0,
24, 48 e 72 horas). As variaveis analisadas foram testadas quando a normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia telo tese
F e a comparagdo das médias pelos testes t Student e Tukey (p < 0,05). A comparagdo das
médias da qualidade inicial com as dos tratamentos resultantes do fatorial foi realizada pelo

teste de Dunnet (p < 0,05).
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6.3. Resultados e Discusséo

Os testes de viabilidade e vigor permitem a identificagéo de lotes de sementes com maior
probabilidade de germinacdo, sobrevivéncia em campo e/ou conservagdo em condicOes de
armazenamento. Por meio desses testes € possivel identificar as diferencas fisiologicas entre
lotes de sementes e avaliar a qualidade inicial do material vegetal.

Para a andlise da qualidade dos lotes, as sementes do lote 1 apresentaram resultados
melhores para pardmetros de germinacéo e vigor quando comparado ao lote 2 (Figura 3.1).
Esses resultados indicam a maior deterioracdo das sementes do lote 2 devido ao longo tempo
de armazenamento. Em outro estudo, as semente de E. velutina apresentaram redugéo de 25%

em germinagdo com apenas 1 ano de armazenamento (PEREIRA et al., 2014).
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Figura 3.1. Porcentagem de germinacéo (G%) e indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)
de sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd. germinadas em papel e areia. Letras
mindsculas diferem significativamente entre métodos e letras mailsculas diferem

significativamente entre lotes pelo teste t (p < 0,05).

Ambos os lotes apresentaram porcentagem de germinacao superior para a germinacao
em areia, resultados esperados devido a proliferacdo de fungos na germinacao em papel. Outros
estudos com espécies de Erythrina também mostraram melhor desenvolvimento e germinacao
em areia (ALVES et al., 2008).

O resultado de condutividade elétrica foi 67% maior para o lote 2 (2681,00 umhoms cm’

g1) quando comparado ao lote 1 (1602,00 pmhoms cm™g™), indicando uma maior exsudagéo
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em sementes, provavelmente relacionada ao maior periodo de armazenamento que contribui
para 0 comprometimento da integridade de membranas celulares. Um estudo de
envelhecimento acelerado demonstrou a relacdo direta entre 0 aumento na condutividade
elétrica e a perda de vigor pelo envelhecimento das sementes de E. velutina (GUEDES et al.,
2009c).

Os resultados de germinagdo mostram um menor vigor para o lote 2. A perda de vigor
em sementes armazenadas € atribuida a alteracfes no metabolismo e sintese de DNA, afetando
0 desenvolvimento do embrido e tornando-o susceptivel ao estresse abidtico (VENTURA et al.,
2012; WANG et al., 2014).

Os testes de restricdo hidrica em substrato de papel e o condicionamento de sementes
buscam simular em laboratorio as condi¢des naturais de restricdo hidrica, como o observado
em regides aridas e semiaridas, para avaliar a resposta fisiologica das sementes ao estresse
abiotico. As sementes de E. velutina apresentaram respostas de vigor variadas sob diferentes

periodos em restri¢do hidrica em papel com solucdo de PEG a -0,8 MPa (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Porcentagem de germinacdo (G%) e indice de Velocidade de Germinagio de
sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd. apds restricdo hidrica em solucdo de PEG
(6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras minusculas diferem significativamente entre
lotes e letras mailsculas diferem significativamente entre tratamentos pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Para o lote 1, 0 aumento no tempo sob restri¢do hidrica em papel com solugdo de PEG
a -0,8 MPa resultou no aumento da germinagdo com a porcentagem mais alta em 72 horas. Os
resultados foram iguais a germinacao sob condigdes plenas de disponibilidade de &gua. O lote
2 apresentou os maiores resultados para germinacdo e IVG com 24 horas sob restri¢ao hidrica,
resultados melhores que em condicdes plenas de disponibilidade de &gua. Esse resultado
também é confirmado pelo teste de Dunnet (p < 0,05), sendo constatado resultado superior a
qualidade inicial. Em sementes de Sesbania virgata (CAV.) PERS a embebi¢do em solugéo de
PEG (8000) por 24 horas também resultou em melhores valores de germinacdo (MASETTO et
al., 2013).

Ambos os lotes germinaram quando levados ao substrato com agua apds o tratamento,
mesmo com 72 horas de restri¢do hidrica, demonstrando a tolerancia de E. velutina a condic¢des
de déeficit hidrico.

Apesar de existirem mecanismos de reparo de danos para 0 DNA, as moléculas de RNA
ndo possuem mecanismos de reparo identificados e sdo vulneraveis a oxidacdo causada pelo
estresse, afetando a germinacdo. Estudos demonstram também a degradacdo de transcritos
devido ao armazenamento prolongado (FLEMING et al., 2018; FLEMING; HILL; WALTERS,
2019; FLEMING; RICHARDS; WALTERS, 2017) e as sementes dos lotes desses trabalhos
apresentaram menor vigor. Portanto, realizou-se a avaliacdo da quantidade e qualidade de RNA
de embribes de sementes do lote 2 sob restricdo hidrica em papel com solucédo de PEG -0,8
MPa por 0, 24, 48 e 72 horas.

A extracdo com Trizol apresentou concentragdes mais altas de RNA (Figura 3.3). No
entanto, houve baixa qualidade do material, indicada pelas relac6es A260/280 e A260/230, com

contaminacdo por proteinas e/ou polissacarideos.
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Figura 3.3. Quantificacdo de RNA de embrides de Erythrina velutina Willd. ap6s restricao
hidrica em solugdo de PEG (6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras minusculas
diferem significativamente entre métodos e letras maidsculas diferem significativamente entre

tratamentos pelo teste Tukey (p < 0,05).

Para a extracdo de RNA com o Kkit, apesar da quantidade ter sido menor, a relacdo

A260/280 indicou um material com maior pureza (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Qualidade de RNA de embribes de Erythrina velutina Willd. apds restricdo hidrica
em solucdo de PEG (6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras mindsculas diferem
significativamente entre tratamentos e letras mailsculas diferem significativamente entre

métodos pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Durante a maturacdo, as sementes possuem altos niveis de transcritos de RNA,
determinante na sintese de proteinas durante a germinagdo (NELSON; ARIIZUMI; STEBER,
2017). Portanto, a quantidade de RNA foi menor em todas as sementes sob restricdo hidrica
quando comparadas ao controle. Exceto para 48h, onde a quantidade de RNA foi
estatisticamente igual ao controle, como demonstrado pela extragdo com o Kit.
Independentemente de tratamento, ndo houve diferenca para a qualidade do RNA pela relacéo
A260/280.

Os géis de integridade continham as bandas para subunidades ribossomais 18S e 28S
para todas as amostras, sob restri¢cdao hidrica e o controle, e ambos os métodos, Trizol e Kit de
extracdo. Bandas mais robustas foram visiveis em amostras controle, indicando a presenca de
RNA ndo-degradado no material. Esses resultados corroboram a resiliéncia de E. velutina ao
estresse abidtico como demonstrado pelos resultados de germinacéo.

6.4. Conclusdes

As sementes toleram a restricdo hidrica como comprovado pela avaliacdo da viabilidade
e vigor. E o tempo de embebicdo em solucdo PEG 6000 a -0,8 MPa por 24 horas proporciona
incremento na germinacdo de lote com sementes de menor vigor, sendo indicado como
tratamento pré-germinativo.

A quantidade de RNA em sementes sob restricdo hidrica indica que ha
comprometimento da sintese; entretanto ndo afeta completamente a viabilidade e vigor das
sementes. A determinacdo da quantidade e qualidade de RNA pode auxiliar na avaliacdo da

qualidade de sementes e determinar tratamentos pré-germinativos.
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RESUMO

Erythrina velutina é uma espécie nativa com tolerancia ao déficit hidrico, em parte, devido a
suas sementes ortodoxas. Essa sementes possuem mecanismos de resisténcia ao estresse como
a sintese de proteinas LEA e sHSP para a preservacao da capacidade germinativa, influenciando
longevidade e vigor. Para o estimulo da tolerancia pode ser usado o condicionamento osmotico,
ativando-se a acdo de genes para a sintese de proteinas que agem na protecdo de membranas,
outras proteinas e &cidos nucleicos, sem que ocorra a protrusdo radicular. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a expressdo génica em sementes de E. velutina submetidas ao
condicionamento osmotico usando-se RT-gPCR. Sementes coletadas em Pernambuco, em 2008
(lote 1), Bahia em 2016 (lote 2) e Sergipe em 2018 (lote 3) foram avaliadas pela germinacgéo e
vigor, amostras foram submetidas a restri¢do hidrica em quatro potenciais (0; -0,4; -0,8 e -1,2
MPa), e outras osmocondiocionadas. Os embriGes das sementes osmocondicionadas foram
extraidos para a avaliacdo da expressdo génica por RT-gPCR. Houve diferenca entre os
resultados de germinacao e vigor entre os trés lotes, sendo o lote 3 0 mais vigoroso. E os dois
lotes com maior tempo de armazenamento (lotes 1 e 2) responderam positivamente ao
condicionamento osmético. Houve diferenca em expressao génica entre os lotes para Em6
(LEA grupo 1) e sSHSP 18.2. Os genes Em6 e sHSP18.2 sdo expressos em sementes com alto e

intermediario vigor ap6s osmocondicionamento.

Palavras-chave: RT-qPCR; mulungu; LEA; HSP; restricdo hidrica
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ABSTRACT
Title: Gene expression of LEA and sHSP in Erythrina velutina seeds under osmopriming
Erythrina velutina is a native species with tolerance to water deficit, in part, due to its orthodox
seeds. These seeds have stress resistance mechanisms such as the synthesis of LEA and sHSP
proteins for the preservation of germination capacity, influencing longevity and vigor. To
stimulate tolerance, osmotic conditioning can be used, activating the action of genes for the
synthesis of proteins that act in the protection of membranes, other proteins and nucleic acids,
without radicle protrusion. The objective of this work was to evaluate gene expression in E.
velutina seeds submitted to osmotic conditioning using RT-gPCR. Seeds collected in
Pernambuco in 2008 (lot 1), Bahia in 2016 (lot 2) and Sergipe in 2018 (lot 3) were evaluated
for germination and vigor, samples were subjected to water restriction in four potentials (0; -
0.4 ; -0.8 and -1.2 MPa), and other osmoconditioned. The embryos of the osmoconditioned
seeds were extracted for the evaluation of the gene expression by RT-gPCR. There was a
difference between the results of germination and vigor between the three lots, with lot 3 being
the most vigorous. And the two lots with the longest storage time (lots 1 and 2) responded
positively to osmotic conditioning. There was a difference in gene expression between the lots
for Em6 (LEA group 1) and sHSP18.2. The Em6 and sHSP18.2 and genes are expressed in

seeds with high and intermediate vigor after conditioning.

Keywords: RT-gPCR; mulungu; LEA; HSP; drought stress.
7.1. Introducéo
Erythrina velutina é uma arvore nativa pertencente a familia Fabaceae com alta
plasticidade de ocorréncia no Brasil. Adaptada a regides de Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado,
essa espécie desenvolve-se tanto em climas mais Umidos quanto aridos (OLIVEIRA et al.,
2016; SILVA JUNIOR et al., 2012b). Essa tolerancia é devida, em parte, a suas sementes
ortodoxas com resisténcia ao déficit hidrico (REIS; DANTAS; PELACANI, 2012). Em

sementes ortodoxas, a atividade de genes que sintetizam proteinas como as acumuladas nos
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ultimos estadios de desenvolvimento - late embryogenesis abudant (LEA) e as proteinas de
choque térmico - heat shock proteins (HSP), que conferem tolerancia a dessecacao e estresses
abidticos, preservando a capacidade germinativa (SANO et al., 2016). Nessas sementes, 0 vigor
e longevidade estdo diretamente relacionados ao acimulo dessas moléculas protetoras.

As proteinas LEA sdo encontradas em diversas plantas e tecidos vegetais. Essas
proteinas sdo membros de um grande grupo de proteinas hidrofilicas, estaveis e sintetizadas em
varias plantas sob situacdes de estresse abiotico, principalmente o déficit hidrico (KE et al.,
2016). Os genes que as sintetizam s&o diversos, estdo localizados em muitas organelas, como
nacleo, cloroplastos e mitocéndrias, e possuem ampla fungdo na tolerancia aos estresses
(MAGWANGA et al., 2018). Durante o estresse, as LEA estabilizam membranas, lipossomos
e conferem aspecto vitreo protegendo os tecidos vegetais de danos celulares (LI et al., 2015).

Entre as HSP, o grupo de small heat shock proteins (SHSP) é expresso durante a
embriogénese, maturacdo — presentes no eixo embrionario e cotilédones - e no inicio da
germinacdo das sementes, além de sob condicOes de estresse. As SHSP, assim como as LEA
sdo hidrofilicas, estaveis e encontradas em varias organelas. Para evitar a agregacdo e
desnaturacéo de proteinas, as SHSP ligam-se a outras proteinas em tecidos vegetais sob estresses
térmico, hidrico, salino e oxidativo.

Para o estimulo da tolerancia a restri¢do hidrica em plantas, um dos melhores métodos
é o condicionamento osmotico com solucdo de polietilenoglicol (PEG), o qual consiste no
estabelecimento da toleréncia ao se aplicar um moderado estresse osmético (SHETEIWY et al.,
2016). Nas plantas, o condicionamento osmotico com a embebicdo em PEG confere a
habilidade de tolerar a restricdo hidrica ao inibir a protrusdo radicular e regular a expressao de
genes relacionados ao metabolismo, modificagcfes na membrana plasmatica, sintese de ABA
(&cido abscisico), respostas aos estresses, mecanismos antioxidantes, sintese de LEA, sHSP

(GOSWAMI; BANERJEE; RAHA, 2013; GUO et al., 2012; SAHU et al., 2018).
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Os transcritos de LEA e sHSP reduzem progressivamente com a perda da toleréncia a
dessecacdo; e, sdo novamente acumulados durante a inducdo a tolerdncia em sementes de
Medicago truncatula Gaertn., Arabidopsis thaliana, Sesbania virgata (Cav.) Pers. (MASETTO
etal., 2013) tratadas com PEG e germinadas. A submiss&o de plantas a uma condicdo de estresse
moderado pode ativar mecanismos de toleréncia cruzada, preparando as plantas para reagir a
diversos tipos de estresse e formando uma memaria genética como resposta a esse estimulo. Os
fatores relacionados com o efeito memdria estdo potencialmente ligados a ativacdo de genes
relacionados aos mecanismos de acumulacdo de proteinas sinalizadoras ou osmoprotetoras.
(HOSSAIN et al., 2018; TABASSUM et al., 2017).

Os padrdes de expressdo génica indicam os mecanismos de acao e regulagdo molecular.
Para a quantificacdo dessa expressdo, uma das técnicas mais utilizadas € a transcricdo reversa
associada a PCR quantitativa em tempo real (RT gPCR), um método com alta sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade e acuracia (DIE; ROMAN, 2012; LE; PAGTER; HINCHA,
2015). Por meio de resultados de RT-qPCR é possivel comparar a expressdo génica entre
plantas sob diferentes condicdes.

Objetivou-se, por meio desse trabalho, avaliar a expressdo de genes que codificam para
proteinas LEA e sHSP em sementes de Erythrina velutina submetidas ao condicionamento
osmatico.

7.2. Material e Métodos

As analises foram realizadas no Laboratorio de Sementes (Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Sergipe, Brasil e no Laboratério de Analise de RNA e Proteinas do
grupo Genética Molecular de Plantas (Instituto de Ciéncias de Plantas e Microbiologia) da
Universidade de Hamburgo, Alemanha, em 2018. As sementes de E. velutina foram coletadas
em Afranio, Pernambuco em 2008 (lote 1) em area de Caatinga; na regido Baixo-Sul, no estado
da Bahia em 2016 (lote 2) em area de Mata Atlantica (sementes comerciais da empresa

Biosementes); e em Pinhdo, Sergipe em 2018 (lote 3) em area de Caatinga. Foram armazenadas
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em camara fria a 6°C com 60% de umidade relativa, em embalagens plasticas impermeéveis
(2,5 mm).

Para as avaliacGes fisioldgicas dos lotes, realizou-se a assepsia das sementes em
hipoclorito de sddio 2% por 5 minutos, depois lavadas com agua destilada, escarificadas
mecanicamente (SANTOS et al., 2013) e germinadas em substrato de papel, umedecido com
volume 2,5 vezes o peso. A simulacéo da restricdao hidrica ocorreu com a germinagdo em papel
embebido em solugdes de polietilenoglicol (PEG) 6000 com diferentes potenciais osmoticos
(0; -0,4, -0,8 € -1,2 MPa) (VILLELA; DONI FILHO; SEQUEIRA, 1991), com 4 repeticGes de
25 sementes por lote. Sementes ndo submetidas aos tratamentos foram denominadas controle.
A germinag&o ocorreu em camara do tipo BOD, a 25°C com fotoperiodo de 12h/luz durante 14
dias.

Os parametros avaliados foram germinagdo (G%), emissdo de radicula (germinagéo
fisiolégica por protrusdo radicular) (ER%), sementes deterioradas (De%), sementes duras
(Du%) e tamanho e massa seca do epicotilo e hipocotilo. Além disso, obteve-se a curva de
embebicdo em agua e curva de restricdo hidrica em diferentes potenciais osmoticos (0; -0,4, -
0,8 e -1,2 MPa) avaliando o incremente em peso das sementes com a absorc¢ao de agua e inicio
das atividades metabdlicas até a protrusao da radicula.

A partir dos resultados da curva de restricdo, determinou-se o potencial osmético para
a realizacdo do condicionamento, onde 100 sementes por lote foram submersas em solucao de
PEG por 24 horas com aeragdo constante. Apos esse periodo, as sementes foram germinadas
em substrato de papel umedecido com dgua e mantidas em cadmara do tipo BOD, como descrito
acima.

Os embrides de sementes osmocondicionadas foram extraidos para avaliacdo da
expressdo génica. A extracdo de RNA foi realizada com o kit comercial Monarch Total RNA
Miniprep (New England BioLabs Inc.) de acordo com as instruc¢des do fabricante e utilizando-

se maceracao em nitrogénio liquido para auxiliar na quebra da parede celular. A quantidade e
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qualidade do RNA extraido foi mensurada e avaliada usando-se nanoespectrofotémetro do tipo
Nano Drop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thremo Scientific™), aferindo-se
a concentracdo de RNA (ng/ul) e as relagdes A260/280 e A260/230. A integridade do RNA
extraido foi determinada usando-se o Bioanalyzer RNA 6000 (Agilent Technologies), com o
parametro RNA Integrity Number (RIN). Apenas amostras que apresentaram RIN satisfatorio
(> 6,0) foram utilizadas.

A partir do RNA extraido, as amostras foram tratadas com DNase |, RNase Free
(Thermo Scientific™) para remoc&o de contaminantes residuais. Depois, ocorreu a sintese de
cDNA com RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific™). Para a avaliagdo
da integridade do cDNA, realizou-se PCR convencional com desnaturacgéo inicial a 95° C por
60 s., 40 ciclos de 95°C por 30 s., 55°C por 30 s. e 72°C por 60 s. e extensao final a 72°C por 5
min. usando o PCR Master Mix (Thermo Scientific™) e os primers de estudo. As amplificacées
foram avaliadas em gel de agarose 1% com Gel Ready™.

As amplificacbes em PCR em tempo real foram realizadas usando-se triplicatas
bioldgicas e triplicatas técnicas para o controle e os tratamentos (embrides com ou sem
osmocondiconamento). As reacdes ocorreram com agente fluorescente intercalante (Luna
Universal g°PCR Master Mix — New England BiolLabs Inc.) e constituidas de desnaturacéo
inicial a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 15 s. e 60°C por 30 s. e curva de dissociacdo no
QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). O software Data Assist
(v3.01 Applied Biosystemas™) foi utilizado para calcular a variagdo de amplificacdo (fold
change) entre as amostras e 0 método do C; Comparativo para determinar a quantificacéo
relativa da expressdo génica entre o gene de referéncia e os genes alvo. Foram realizados
também, testes de eficiéncia para cada primer e utilizados apenas 0s que apresentaram valores

entre 80% e 120%.
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Os primers testados foram desenvolvidos para os genes a partir das espécies modelo

Arabidopsis thaliana e Medicago truncatula, esta Ultima também pertencente a familia
Fabaceae (Tabela 4.1):

Tabela 4.1. Lista de sequéncias génicas para a determinacdo da expressao génica em embrides
de Erythrina velutina Willd. (FARIA, 2006).

Organismo ]
Gene Funcéo Primer
modelo
185 Subunidade Medicago TGACGGAGAATTAGGGTTCG (F)
ribossomal truncatula CCTCCAATGGATCCTCGTTA (R)
Actina — Arabidopsis TTCCGCTCTTTCTTTCCAAGCTCA (F)
ACT tolerancia a hali
Late GGCAAAGCAAGGAGAGACTG (F)
Embryogenesis
Abudant (LEA) Medicago
Em6 .
protein — truncatula
tolerancia a
small Heat Shock CACGTGTGGACTGGAAAGAA (F)
SHSP Protein — Medicago
18.2 tolerancia ao truncatula
estresse térmico TCTCTCAACACGATGCCACT (R)
Peroxirredoxina — . GCACATACTCCAGGTGCAAA (F)
N Medicago
PER1 tolerancia a
. truncatula
estresse oxidativo ACCACCCTCAGCACTTCATC (R)
da semente truncatula AAACCCAAGGCCAAGTAACA (R)

As médias dos resultados dos parametros fisiologicos foram comparadas e o desenho
experimental foi inteiramente casualizado (DIC).
7.3. Resultados e discussao
A primeira fase da embebicdo, caracterizada pela alta entrada de agua para o inicio do
processo germinativo, ocorreu nas 10 primeiras horas nas sementes de E. velutina (Figura 4.1).

Apesar de apresentar dorméncia tegumentar, E. velutina apresenta alta absor¢ao de &gua durante
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a fase | quando a dorméncia é rompida, assim como outras espécies do género (MATHEUS et
al., 2010; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2007).

A alta absor¢do de &4gua na fase | é determinada pelo potencial matricial das sementes,
estabelecido no periodo de dessecacdo durante as maturagdo. E, por ser um processo fisico e
independente de atividade metabdlica, a fase | da embebicdo ocorreu em 10 horas para todos
os lotes, independentemente do vigor. Sementes ortodoxas, como Poincianella pyramidallis e
Anadenanthera colubrina, com ocorréncia também na Caatinga, apresentam rapida absorcao
de &gua na fase | da germinacdo como estratégia de colonizacdo de ambientes com climas aridos
(CASTRO; GUIMARAES; FARIA, 2017; SILVA; DANTAS, 2016).

Todos os lotes apresentaram incremento no ganho de peso e absorc¢ao de agua nas horas
seguintes. Para o lote 3 (2018), a fase 11 durou entre 10 e 60 horas, a partir de entdo entrando
na fase Il evidenciada pela protrusdo da radicula. As sementes dos lotes 1 (2008) e 2 (2016)
apresentaram protrusdo apenas com 72 horas sob embebicdo, em porcentagem bastante

reduzida.

35

Fase I

30
Fase 11

Incremento da massa fresca (g)

0 2 4 6 8 10 24 28 32 36 48 52 56 60 72 84 144 156

——Lotel ——Lote2 ——Lote3d

Figura 4.1. Curva de embebicdo em &gua por incremento de massa fresca de trés lotes de

sementes de Erythrina velutina Willd.
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De acordo com as diversas condi¢fes ambientais, as sementes determinam o momento
ideal para a protruséo radicular e formac&o de plantula. E um momento critico para as sementes,
devido a dependéncia de agua para a sobrevivéncia das plantas. Em estudos foi identificada a
relacdo direta entre 0 aumento no estresse e a reducdo do potencial germinativo de lotes de
sementes (CHAMORRO; PARRA; MORENO, 2016; LIU et al., 2015).

Os testes de germinacéo realizados sob condicGes de estresse permitem a previsao da
germinacdo de sementes sob condi¢bes ndo ideais de desenvolvimento. Os lotes 1 e 2
apresentaram baixa protrusao de radiculas sob restricao hidrica a -0,4 MPa e nenhuma protrusao
para os demais potenciais até o final do teste, com 252 horas (Figuras 4.2 e 4.3). E ndo houve
sementes duras em nenhuma das condigdes de germinacao.

A fase | durou 10 horas para todos os lotes sob todos os potenciais de restricdo (Figuras
4.2,4.3e4.4). O comportamento de embebicéo foi proporcional para o lote 3 entre os diferentes
potenciais, sendo maior a -0,4 MPa e menor a -1,2 MPa. Para esse lote, houve protrusdo
radicular a partir de 60 horas em todos os potenciais, mas em maior porcentagem para 0S

potenciais menos restritivos (Figura 4.5).
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Figura 4.2. Curva de restricdo hidrica em solucgéo de polietilenoglicol por incremento de agua
do lote 1 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osméticos -0,4 MPa, -0,8
MPa e -1,2 MPa.
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Figura 4.3. Curva de restricao hidrica em solucéo polietilenoglicol por incremento de agua do
lote 2 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osméticos -0,4 MPa, -0,8
MPa e -1,2 MPa.
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Figura 4.4. Curva de restricao hidrica em solucéo polietilenoglicol por incremento de agua do
lote 3 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osméticos -0,4 MPa, -0,8
MPa e -1,2 MPa.

As sementes sob restricdo hidrica que ndo germinaram foram colocadas em condicGes
ideais de germinacdo em agua e observou-se protrusdo de radicula para o potencial -0,8 MPa
em todos lotes; e para -1,2 MPa apenas para os lotes 2 e 3 (Figura 4.5). Portanto, o potencial
osmotico de -0.8 MPa foi utilizado para o condicionamento osmotico de todos os lotes de

sementes.
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Figura 4.5. Porcentagem de germinacao (%G), emissao de radicula (%ER), emissao de radicula
apos restricdo hidrica (%ER (RH)) e sementes deterioradas (%De) de trés lotes de sementes de

Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osmoticos -0,4 MPa, -0,8 MPa e -1,2 MPa.

O condicionamento osmatico é uma técnica que propicia 0 processo germinativo sem a
protrusdo da radicula, evitando-se a perda da tolerancia ao estresse. Os beneficios da técnica
dependem de varios fatores como, o grau de deterioracdo, tamanho e capacidade de absorcao
de &gua das sementes e a duracdo do tratamento. A embebicdo lenta e ativacdo de mecanismos
de sobrevivéncia proporcionados pelo condicionamento osmético podem levar a recuperacao
do vigor em lotes de sementes deterioradas durante o armazenamento (XIA et al., 2016, 2017).

As sementes de E. velutina ap6s o osmocondicionamento apresentaram incremento na
emissao de radicula em 11% para lote 1 e 13% para o lote 2. O lote 3 ndo apresentou maior
germinacdo apos o condicionamento osmotico (40%), com resultados proximos a germinacao
em agua (44%).

O efeito benéfico do condicionamento osmético apenas em sementes com menor vigor
também foi relatado para a espécie Digitalis purpurea. As sementes dessa espécie

demonstraram resultados semelhantes aos observados para E. velutina, com efeitos negativos
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para sementes de alto vigor e positivos para sementes de baixo vigor, que foram armazenadas
por um periodo mais longo, demonstrando a relacdo entre a deterioracdo de sementes e 0s
beneficios do condicionamento (BUTLER et al., 2009). Sementes com vigor reduzido requerem
mais tempo para reparos ao dano celular, intensificado durante o armazenamento
(WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015), e podem ser favorecidas pela absorcéo lenta durante
0 condicionamento.

Para a determinagédo da expressao génica, extraiu-se 0 RNA de embrides de sementes
de E. velutina condicionadas osmoticamente em solugdo de PEG -0,8MPa por 24 horas sob
aeracdo constante. A relacdo A260/280 indica a pureza das amostras de RNA em relacdo a
contaminacdo com DNA e proteinas e valores acima de 1,8 indicam materiais com alta
qualidade (TAYLOR et al., 2010). E a relagdo A260/230 esta relacionada a concentracéo de
contaminantes como sais, polissacarideos e polifenois e amostras com valores acima de 1,6 séo
consideradas com alta qualidade. As concentracdes de RNA e a relacdo A260/280 e A260/230

indicaram amostras com boa qualidade para a sintese cDNA (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Quantificacdo (ng/pl) e qualidade de RNA extraido de embrides de sementes de
trés lotes de Erythrina velutina.
Lote Tratamento [1 ng/ul A260/280 A260/230

PE 1 Controle 355,4 2,1 2,0
Tratada 1010,9 2,1 2,3
BA 2 Controle 429,1 2,1 1,8
Tratada 948,9 2,1 2,1
SE 3 Controle 284,2 2,0 1.4
Tratada 154,8 2,1 2,2

A andlise da integridade das amostras avaliada pelo Bioanalyzer RNA 6000 apresentou
as subunidades ribossomais 18S e 28S em todas as amostras, indicando a presenca de RNA
integro. Entretanto, os numeros RIN (RNA Integrity Number) resultados dessas amostras foram
entre 6,0 e 6,5 — indicando degradacéo parcial do material e podendo ser considerados baixos

para andlises que requerem longos fragmentos de RNA. Contudo, avaliagdes utilizando RT-
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gPCR analisam regides menores do RNA, sendo mais tolerantes a RNA parcialmente
degradado (DIE; ROMAN, 2012; FLEIGE; PFAFFL, 2006), e valores acima de 5 sio
considerados apropriados. Portanto, o material foi utilizado para a sintese de cCDNA,
apresentando resultados satisfatorios para concentragdo e pureza de acidos nucleicos (Tabela

4.3).

Tabela 4.3. Quantificacdo (ng/ul) e qualidade de cDNA sintetizado de embrides de sementes
de trés lotes de Erythrina velutina.
Lote Tratamento [] ng/ul A260/280 A260/230

PE 1 Controle 1550,0 15 1,9
Tratada 1635,5 1,8 2,2
BA 2 Controle 1927,3 1,6 2,0
Tratada 1671,8 1,8 2,2
SE 3 Controle 1995,8 1,7 2,1
Tratada 1692,3 1,8 2,2

O cDNA obtido foi utilizado para a avaliagdo da expressdo génica por meio de RT-
gPCR. Os primers foram testados quanto a eficiéncia de amplificacdo para o gene especifico.
Apenas 0s primers 18S, Em6 e sHSP 18.2 apresentaram eficiéncia de amplificacdo (100%,
119% e 120%). O primer 18S apresentou expressdo estavel entre controle e tratamento, sendo
usado como gene de referéncia e Em6 e SHSP 18.2 como genes alvo para a analise pelo método
do C; Comparativo.

O lote 1 apresentou a menor expressao génica para todos os genes alvo, sob
condicionamento osmético as sementes desse lote apresentaram expressao do gene Em6
reduzida, demonstrando o efeito negativo do condicionamento em sementes de baixo vigor
(Figura 4.6). Porém, a expressdo do gene sHSP foi levemente aumentada apés o
condicionamento osmotico, indicando um potencial de recuperacdo molecular. O lote 2
apresentou maior expressao de ambos 0s genes ap6s o condicionamento osmatico, sendo mais
expressivo o aumento de sHSP. E o lote 3 também apresentou maior expressdo de ambos 0s
genes apo6s o condicionamento em solugdo de PEG -0,8 MPa. Porém o gene com maior

expressédo foi Eme.
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Figura 4.6. Expressao relativa dos genes Em6 e SHSP em embrides de trés lotes de sementes
osmocondicionadas de Erythrina velutina, em solucédo de polietilenoglicol -0,8 MPa.

Esses resultados indicam que em sementes com menor vigor, a acdo de HSP ¢ ativada
como mecanismo de tolerancia a estresses abidticos. Enquanto, em sementes como maior vigor,
a acdo de genes LEA do grupo 1, como o Em6, é maior. Em sementes de Brassica oleracea a
expressdo de Em6, outros genes do grupo LEA e genes relacionados a estresses contribuiram
para a tolerancia nessas sementes completamente maduras e osmocondicionadas (SOEDA et
al., 2005). A regulacdo da expressao desse gene para a tolerancia a restricdo hidrica e salino foi
também observada em Arabidopsis e alfafa (CABELLO et al., 2016). Em estudos com
diferentes espécies de Coffea e Medicago truncatula, a expressdo de Em6 e dois genes sHSP
foi observada em espécies tolerantes a dessecacdo, participando na protecdo de membranas e
proteinas, além de realizar o controle de perda de agua devido as propriedades hidrofilicas de
suas proteinas (CHATELAIN et al., 2012; STAVRINIDES et al., 2019). E em sementes de
Pisum sativum, o tratamento com PEG resultou na reinducdo da tolerancia a dessecacdo, 0
aumento na taxa de viabilidade do lote de sementes e nos niveis de transcritos associados a

proteinas LEA e sHSP (SAHU et al., 2018).
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7.4. Conclusdes
O condicionamento osmotico com solucdo de polietilenoglicol -0,8 MPa induz o
reestabelecimento do vigor em sementes deterioradas de E. velutina.
As sementes dessa espécie com alto e intermediario vigor apresentam maior expressao
dos genes Em6 e sHSP 18.2 quando osmocondicionadas, demonstrando oS mecanismos

moleculares ativados que podem promover a tolerancia aos estresses abioticos.
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8. CONCLUSAO GERAL
Erythrina velutina é um recurso vegetal nativo com alto potencial biotecnoldgico. As
suas propriedades bioquimicas s&o de grande relevancia para a medicina, agricultura e quimica.
Entretanto, é necessaria a transformac&o dessas propriedades em produtos por meio de patentes.
Em um processo produtivo, E. velutina tem o potencial de integrar biofabricas de compostos
ativos. E em campo, a espécie é um bioindicador de mudangas climéticas e altamente
recomendada para recuperacdo de areas degradadas. Porém, a pressdo antrépica em areas
naturais tem reduzido a ocorréncia dessa espécie. Além disso, a producdo de sementes também
tem reduzido, dificultando a conservacéo tanto in situ, quanto ex situ. E para otimizar o uso dos
recursos disponiveis sob conservacao ex situ — com o armazenamento em camaras frias —
métodos de avaliagdo da qualidade das sementes, como a andlise de imagens de raios-X
associada a mensuragdo da densidade interna das sementes, tornam-se cada vez mais
importantes. Essa e outras técnicas, como ressonancia magnética e microscopia de varredura
podem contribuir para a elucidacdo dos fenémenos que ocorrem durante o armazenamento e,
consequente, deterioracdo de sementes de E. velutina. Sementes estas, que por serem ortodoxas,
toleram a dessecacdo e a restri¢do hidrica por meio da ativacao e de genes especificos. Apesar
da expressdo de genes Em6 e sHSP ndo ser alta em lotes de sementes deteriorados, devido ao
longo tempo sob armazenamento, lotes com deterioracdo de moderada a baixa, apresentam alta
expressdo de genes de tolerancia a estresses quando as sementes sdo condicionadas. Essa
estratégia, além de poder melhorar o desempenho da espécie em campo, confere resisténcia a
futuras mudancas climaticas e identifica materiais com potencial para a engenharia genética.
Os estudos sobre a expressdo de genes relacionados a qualidade e vigor de sementes de E.
velutina, sob estresses abidticos, podem ainda contribuir para o incremento da producdo de
compostos bioativos, sendo diversos deles influenciados por condi¢Ges ambientais. Sendo

assim, essa espécie possui uma ampla base de potenciais e os trabalhos aqui desenvolvidos
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contribuem relevantemente para o desenvolvimento de estudos e tecnologias a partir desse

importante recurso da flora brasileira.



