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RESUMO 

SOUZA, Juliana Lopes. Potencial biotecnológico e tolerância à restrição hídrica de 

sementes de Erythrina velutina Willd. São Cristóvão: UFS, 2020. 88 p. (Tese – Doutorado em 

Agricultura e Biodiversidade).* 
 

Erythrina velutina Willd. é espécie arbórea nativa do Brasil com ampla ocorrência em regiões 

áridas e úmidas, sendo encontrada na Caatinga, Mata Atlântica e Cerrado. Por ser uma espécie 

pioneira, é altamente recomendada para o reflorestamento de áreas degradas e suas sementes 

ortodoxas possuem tolerância à dessecação e ao déficit hídrico. As sementes são armazenadas 

como principal fonte de conservação ex situ, além de serem bastante utilizadas pela medicina 

popular. Esses aspectos enfatizam a alta relevância da conservação e estudo desse recurso 

natural, principalmente frente aos impactos causados ao ambiente pelas mudanças climáticas. 

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar as características fisiológicas de sementes de 

E. velutina sob restrição hídrica, visando identificar níveis de deterioração, mecanismos de 

tolerância e o potencial biotecnológico. Para a avaliação do potencial biotecnológico da espécie, 

realizou-se prospecção de dados científicos entre artigos, patentes e sequências nucleotídicas. 

Apesar do baixo número de patentes e nucleotídeos sequenciados para a espécie, os dados 

científicos a estabelecem como relevante e com alto potencial biotecnológico nos campos 

farmacêutico, por seus compostos bioativos, e como fonte de polinucleotídeos e polipeptídios 

para a inserção de tolerância a estresses abióticos. Mesmo sendo ortodoxas e longevas, as 

sementes de E. velutina são susceptíveis ao deterioramento durante o armazenamento. Ao se 

avaliar a viabilidade e o vigor de lotes da espécie, foi identificado que o método de avaliação 

de imagens de raios-x, associado a análise da densidade interna das sementes diferencia aquelas 

com maior capacidade germinativa em lotes de moderada deterioração. Assim, é possível 

selecionar e otimizar a propagação da espécie usando-se um método de análise não-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 restrição hídrica, 

observou-se capacidade de tolerância ao estresse pela germinação sob diferentes potenciais 

osmóticos. Para a recuperação dos danos causados às sementes e criar condição de tolerância 

cruzada, estimula-se a síntese de proteína protetoras como LEA e sHSP por meio do 

condicionamento osmótico. Em sementes de E. velutina osmocondicionadas, identificou-se por 

meio de RT-qPCR o incremento em expressão dos genes Em6 (LEA grupo 1) e sHSP, 

caracterizando uma condição de resistência a restrição hídrica. Erythrina velutina é espécie com 

várias propriedades biotecnológicas, capacidade de recuperação germinativa após a 

deterioração e tolerância a restrição hídrica, sendo um importante recurso genético vegetal com 

potencial adaptabilidade a mudanças climáticas.     

 

Palavras-chave: mulungu; RT-qPCR; estresse abiótico; armazenamento; potencial 

biotecnológico. 
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ABSTRACT 
SOUZA, Juliana Lopes. Biotechnological potential and drought stress tolerance of 

Erythrina velutina Willd. seeds. São Cristóvão: 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-qPCR 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-qPCR; abiotic stress; storage; biotechnological potential. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

As previsões para os cenários de mudanças climáticas preveem o aumento da 

temperatura global e, consequentemente, expansão de áreas secas no mundo. O aquecimento 

global possui maior impacto nessas áreas. No último século, o aquecimento da superfície 

terrestre em zonas áridas foi de 20 a 40% maior do que em áreas úmidas, caracterizando um 

possível aumento de 3 a 4ºC nessas zonas, caso a temperatura média global suba 2ºC (HUANG 

et al., 2017).  

O aumento de áreas com clima extremo altera as condições do ambiente, podendo 

ocasionar a redução da biodiversidade e produtividade de ecossistemas florestais (MORIN et 

al., 2018). A seca é considerada o principal componente para os efeitos negativos nos cenários 

climáticos futuros, ocorrendo períodos mais longos e intensos de estresse hídrico (CHOAT et 

al., 2012). Esse fenômeno é resultado da combinação das variáveis precipitação, temperatura, 

umidade, evaporação e transpiração, ocasionado baixa disponibilidade hídrica. 

As previsões das alterações climáticas criam uma crescente necessidade de se estudar 

espécies tolerantes as condições de estresses abióticos. Isso é intensificado em países em 

desenvolvimento de regiões tropicas, devido a necessidade de manter a produção para atender 

a demanda, conservar a biodiversidade remanescente e evitar a expansão do uso alternativo do 

solo.   

Sementes ortodoxas podem ser usadas como modelos para o entendimento de vários 

fatores relacionados a tolerância ao déficit hídrico, fato em regiões semiáridas. Considerando-

se que essas sementes são tolerantes à dessecação; e, possuem a mesma capacidade de tolerar 

o estresse hídrico, os genes que conferem essas características podem ser identificados e obtidos 

a partir de organismos adaptados a condições variáveis e extremas. Portanto, a conservação de 

plantas com sementes ortodoxas é importante para manutenção de recursos vegetais com 

potencial para adaptação às mudanças climáticas futuras. 
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O principal método de conservação de sementes ortodoxas é por meio da conservação 

ex situ por armazenamento em câmaras frias (WALTERS, 2015). Para a eficácia do método é 

necessário o conhecimento sobre características intrínsecas às sementes - como morfologia, 

fisiologia e genética - relacionadas ao vigor e viabilidade do lote sob armazenamento.  

Como estratégia para recuperar os danos causados devido ao armazenamento, a técnica 

de condicionamento osmótico é utilizada para ativar sob condições de laboratório os 

mecanismos de reparo das sementes. Ao simular uma situação de estresse controlado, a técnica 

possibilita a ação de mecanismos para a manutenção da qualidade fisiológica e a expressão de 

genes relacionados a tolerância aos estresses abióticos. Durante o condicionamento osmótico 

ocorre embebição controlada das sementes sem a protrusão radicular. Assim, propicia-se a 

mobilização de reservas, síntese de proteínas e DNA, reparos aos danos na membrana 

plasmática, entre outros mecanismos que permitem uma germinação mais rápida, uniforme e 

com melhor resistência aos estresses abióticos (NAWAZ et al., 2013; VENTURA et al., 2012).   

Erythrina velutina Willd. é uma espécie arbórea nativa da família Fabaceae que 

apresenta sementes ortodoxas. Essa espécie possui ampla plasticidade de ocorrência, sendo 

encontrada na Caatinga, Mata Atlântica e Cerrado, adaptando-se aos climas secos e úmidos 

(SILVA JUNIOR et al., 2012a). É uma espécie pioneira, bastante recomendada para a 

recuperação de áreas degradas e um bioindicador de mudanças climáticas (BUTZ et al., 2016). 

Além disso, a espécie possui alto potencial bioquímico, 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 restrição 

hídrica de sementes armazenadas e, ainda, avaliar a resposta da expressão gênica ao 

condicionamento osmótico, como estratégias para a conservação e identificação do potencial 

biotecnológico da espécie.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Tolerância aos estresses abióticos em plantas 

As plantas desenvolveram evolutivamente mecanismos para identificação, tradução e 

resposta aos vários estresses ambientais com a finalidade de manter a homeostase metabólica 

vital. Os estresses são caracterizados como condições climáticas adversas ao desenvolvimento 

normal das plantas, como a indisponibilidade de água, causando estresse o hídrico; temperaturas 

extremas, o estresse térmico; a alta concentração de sais, o estresse salino. 

Essas respostas constituem ajustes para lidar com os estresses, em diferentes níveis 

organizacionais - moleculares, celulares, em tecidos, órgãos, sistemas, na anatomia e 

morfologia – nas plantas que desenvolvem diversos mecanismos de tolerância. 

Mecanismos de sinalização e regulação (fatores de transcrição, fosfatases, cinases) são 

ativados sob estresse (KRASENSKY; JONAK, 2012). Vários processos de sinalização 

envolvendo cálcio, espécies reativas de oxigênio (ERO) e quinases são induzidos para tradução 

de sinais (XIONG; ZHU, 2001). Em nível molecular, além da expressão de genes relacionados 

aos estresses, ocorre também a ativação de proteínas ligadas a atividades de transporte, 

detoxificação, proteases e chaperonas, e a produção de metabólitos osmoprotetores (também 

denominados de osmólitos ou solutos compatíveis) (WANG et al., 2004). Essas mudanças 

levam a respostas específicas aos estresses, resultando em adaptações e tolerância aos mesmos.  

É necessário que as plantas otimizem o uso de recursos energéticos celulares para 

sobreviver sob estresse. Portanto, processos que consomem muita energia, como tradução, 

reprodução e algumas vias biossintéticas (fotossíntese, síntese de aminoácidos) são 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 é a produção de 

biomoléculas solúveis que protegem as plantas de estresses abióticos ao proteger células e 

membranas. Estes incluem metabólitos quimicamente diversos, como prolina, asparagina, 

poliaminas, glicina betaína, ácido γ-4-aminobutírico (GABA), rafinose, trealose, sacrose e 
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polióis, a exemplo do sorbitol e mioinositol (KRASENSKY; JONAK, 2012). O acúmulo de 

prolina foi relatado em diversos tipos de estresses, como salino, hídrico, temperaturas extremas, 

metais pesados etc. (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Além de osmoprotetora, a prolina 

também age como crioprotetora, eliminadora de ERO e molécula de sinalização. Os genes 

ligados ao metabolismo de prolina estão sujeitos à regulação da transcrição sob estresse 

(VERSLUES; SHARMA, 2010).  

A tolerância ao estresse hídrico é definida como a capacidade da planta em lidar com o 

potencial hídrico reduzido nos tecidos. Os mecanismos de tolerância ao estresse hídrico 

permitem que a planta mantenha suas funções, ou que pelo menos sobreviva, em potencial 

hídrico interno reduzido (ASHRAF; HARRIS, 2013; MOORE et al., 2008). 

Ao passar por estresses abióticos, incluindo o estresse hídrico, as plantas produzem 

vários tipos de ERO em compartimentos intracelulares, podendo levar a danos oxidativos ou a 

sinalização de estresse. ERO são espécies reativas de oxigênio molecular, que incluem o radical 

hidroxila (HO-), superóxido (O2
-) e oxigênio singleto (1O2), com destaque para o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). ERO são acumuladas nas células por mecanismos como o transporte de 

elétrons para o cloroplasto e mitocôndria ou por vias enzimáticas, como peroxidase da parede 

celular e oxidase de nicotinamida adenina dinucleotído fosfato – NADPH (conhecidos em 

plantas como oxidases homólogas da explosão respiratória RBOH) em espaços extracelulares 

e peroxissomos (WRZACZEK; BROSCHÉ; KANGASJÄRVI, 2013). As RBOH em plantas 

estão envolvidas em várias rotas de sinalização, incluindo crescimento de pelos radiculares, 

fechamento de estômatos, interação pólen estigma e defesa e aclimatação aos estresses abióticos 

(TORRES; DANGL, 2005).  

Além dos mecanismos mencionados, modificações pós-tradução influenciam na 

tolerância ao estresse hídrico. A conjugação de proteína com ubiquitina ou SUMO (small 

ubiquitin-related modifier) são modificações comuns. A ubiquitina age na regulação de ABA 
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(ácido abscísico) e SUMO na estabilidade, localização e alterações em conformação e atividade 

de proteínas (YU; WU; XIE, 2016; ZHIGUO et al., 2015). 

 A expressão de proteínas relacionadas aos estresses é um importante mecanismo 

adaptativo para tolerância. A maioria das proteínas relacionadas ao estresse são solúveis em 

água e, portanto, contribuem para a tolerância provavelmente ao hidratar estruturas celulares. 

O estresse por altas temperaturas induz a síntese de outras proteínas, como ubiquitina, 

peroxidase (Mn-POD) e ascorbato peroxidase (APX) citosólicos e de cloroplastos, e as 

proteínas superóxido dismutase (Cu/Zn-SOD), entre outras enzimas antioxidantes 

(ALMESELMANI et al., 2006; STONE, 2014; TANG et al., 2006). A principal função dessas 

proteínas é proteger estruturas celulares e subcelulares contra o dano oxidativo e forças 

desidratantes. 

As proteínas LEA (late embryogenesis abudant) são encontradas em diversos 

organismos, como bactérias, insetos e plantas. Como principal função, essas proteínas previnem 

danos celulares causados pelos estresses abióticos, sobretudo o estresse hídrico (WANG et al., 

2014). A biossíntese de proteínas HSP (heat shock) é induzida para evitar a desnaturação de 

macropartículas. Essas proteínas se mantêm estáveis por um período e são, provavelmente, o 

principal mecanismo de sobrevivência de plantas ao aumento de temperatura. As HSP são 

encontradas no citoplasma e em organelas como o núcleo, mitocôndrias, cloroplastos e retículo 

endoplasmático. A tolerância conferida por HSP resulta no melhor funcionamento de 

fenômenos fisiológicos como a fotossíntese, eficiência de uso de água 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 sinalização de estresse, 

ativação de genes e regulação do estado redox celular (AL-WHAIBI, 2011; WAHID et al., 

2007). Essas proteínas também interagem com outros mecanismos de resposta aos estresses 

como a produção de osmólitos e antioxidantes. Em temperaturas excessivamente altas, HSP 
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minimizam os danos às células ao protegê-las da desnaturação e criando ligações quelantes com 

íons vazando do vacúolo para o citosol (AL-WHAIBI, 2011; KOTAK et al., 2007).  

A ação de hormônios vegetais pode também estar associada a tolerância ao estresse 

térmico. Alguns estudos sugerem que a indução de várias proteínas HSP é regulada por ABA 

(SNYMAN; CRONJÉ, 2008). O aumento da liberação de etileno em altas temperaturas leva a 

abscisão de órgãos reprodutivos (WAHID et al., 2007) como estratégia vegetal para tolerância 

ao estresse térmico. O ácido salicílico também é importante componente da sinalização para 

resposta por resistência sistêmica adquirida; e resposta hipersensível durante o estresse térmico 

(KAWANO et al., 1998; WANG; LI, 2006).  

Existe correlação entre estresse hídrico e térmico, assim pode ser difícil de distinguir os 

efeitos de cada estresse em plantas em campo e, adaptações aos ambientes áridos apenas são 

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

 

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

As condições climáticas apresentadas na Caatinga e Mata Atlântica, caracteriza os 

estresses abióticos 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 região de Caatinga, o estresse térmico ocasionou redução na porcentagem 

de germinação. A temperatura ótima de 25ºC apresentou germinação de 99%, mas com o 

aumento da temperatura de 35ºC para 40ºC houve queda de 76%. À 40ºC, ocorreu o bloqueio 

de mobilização de reservas e degradação de açúcares solúveis totais e redutores, proteínas totais 

e aminoácidos constituindo uma temperatura crítica para germinação. Nas sementes submetidas 

ao estresse hídrico, a partir do potencial de -0,6 MPa houve drástica queda na germinação, 

sendo completamente inibida a partir em -0,8 MP. Entretanto, quando as sementes submetidas 

a este potencial foram retiradas desta condição e colocadas em condições ideias de 
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disponibilidade de água, houve 100% de germinação. Esse resultado indica a capacidade 

osmocondicionante deste potencial. E, com o aumento do estresse hídrico, houve redução da 

concentração de açúcares livres, provavelmente relacionado ao metabolismo inicial e 

mobilização de reservas. Houve também redução de proteínas totais e aminoácidos, sendo 

atribuída a inibição da atividade de proteases nos cotilédones e da translocação de aminoácidos 

para o eixo embrionário (REIS, 2012).  

Para as sementes sob estresse salino, não houve diferença significativa na germinação 

comparada ao controle, e a espécie foi considerada glicófita (com moderada tolerância ao 

cloreto de sódio - NaCl), resultados corroborados pelo estudo de Bessa et al. (2017). Observou-

se uma menor mobilização de açúcares solúveis, podendo indicar uma tentativa de proteção e 

tolerância à salinidade. 

Com o aumento da temperatura de 15ºC a 35ºC observou-se o aumento de atividade da 

catalase, provavelmente relacionada à eliminação de ERO. Isso foi observado nos tecidos 

embrionários sob estresse térmico. Um aumento da atividade de catalase ainda mais acentuado 

foi verificado em sementes sob estresse hídrico e salino, com o aumento em restrição hídrica e 

concentração de íons. O aumento em temperatura também induziu uma maior síntese da enzima 

glutationa-S-transferase (GST) no eixo embrionário da espécie. Essas enzimas podem funcionar 

como glutationa peroxidases, além de promover a conjugação de GSH (glutationa reduzida) 

com produtos endógenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila, peróxidos 

de lipídios de membrana e produtos da degradação oxidativa do DNA, visando sua 

desintoxicação. Para a prolina, o aumento de temperatura resultou em incremento deste 

osmoprotetor em embriões de E. velutina. No entanto, sob estresse salino, manteve-se constante 

e sob estresse hídrico houve redução (REIS, 2012).   

Em outro estudo, Oliveira et al. (2016) observaram maior desenvolvimento radicular e 

abscisão foliar em plântulas de E. velutina submetidas ao déficit hídrico, sugerindo um 

potencial de desenvolvimento de características xeromórficas para a espécie. 
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Em estudo sobre a influência do ambiente da região 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 

atribuídos às condições edafoclimáticas e a menor disponibilidade de nutrientes na região de 

Caatinga. Ressaltou-se que sementes menores são mais eficientes na captura de água devido à 

maior razão superfície/ área, característica vantajosa para regiões de Caatinga, cuja estação seca 

dura a maior parte do ano. No entanto, características intrínsecas, como diversidade genética 

entre as plantas das duas regiões devem ser consideradas.  

Em relação germinação dessas sementes, as provenientes de região de Caatinga 

apresentaram velocidade de germinação superior, indicando uma maior eficiência de absorção 

de água. Apesar de possuir tegumento impermeável, sendo necessária escarificação física para 

germinação das sementes, a influência da região hilar no balanço hídrico entre a semente e o 

seu exterior também foi considerada em estudo sobre a germinação de sementes dessa espécie 

(MATHEUS et al., 2010).  

Apesar de E. velutina apresentar vários mecanismos morfológicos e bioquímicos de 

tolerância aos estresses ambientais, ainda são necessários estudos sobre a expressão gênica 

dessa espécie sob estresse. O conhecimento sobre os mecanismos moleculares de tolerância aos 

estresses poderá auxiliar no entendimento da plasticidade da espécie aos diferentes biomas e 

futuras mudanças climáticas.     

 

2.3.  Tolerância à dessecação e armazenamento de sementes ortodoxas 

Sementes da maioria das espécies de angiospermas toleram a desidratação a baixos 

teores de água, caracterizando-se em sementes ortodoxas. Essas sementes possuem a habilidade 

de tolerar a dessecação ao suspender o desenvolvimento até que seja provida a disponibilidade 

de água (WALTERS, 2015) para germinação. A sobrevivência nesse estádio permite a 

formação de bancos de sementes no solo, bem como a expansão da ocorrência natural.  
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A tolerância à dessecação aliada a longevidade das sementes sob armazenamento 

permite a transmissão de informação genética entre gerações como eficaz forma de propagação, 

garantindo – juntamente com a dormência – a germinação somente em ambientes apropriados 

e ao longo do tempo. Além disso, esses mecanismos podem ser usados como em estratégia de 

conservação ex situ de sementes ortodoxas ao realizar o armazenamento (WATERWORTH; 

BRAY; WEST, 2015).  

Durante a maturação, as sementes ortodoxas atingem de 5% a 10% de teor de água, 

tornando-se propágulos que podem ser armazenados e resistir a condições ambientais adversas 

como a seca e baixas temperaturas (WALTERS, 2015). Essas condições também são utilizadas 

para o armazenamento dessas sementes, ao serem conservadas em câmaras com controle de 

umidade e temperatura, sendo temperaturas baixas benéficas para a conservação em longo 

prazo.  

Alta umidade e temperatura aceleram o processo de deterioração das sementes, 

reduzindo a longevidade. Sementes armazenadas em condições de alta umidade podem 

apresentar maior taxa respiratória, temperatura, susceptibilidade ao ataque de fungos de 

armazenamento e redução na viabilidade e vigor. Com a absorção de água pelas sementes 

devido ao ambiente com alta umidade, o início do processo metabólico ocasiona o consumo de 

reservas pelas sementes, e há a proliferação de fungos associados ao tegumento. E a temperatura 

elevada ocasiona a deterioração ao influenciar nos processos metabólicos e degradação de 

enzimas  (ZHOU et al., 2019).  

Essa capacidade das sementes ortodoxas em tolerar tais condições indicam, ainda, a 

existência de mecanismos genéticos para se adaptar aos fatores ambientais apropriados ou não 

para germinação, mas também para reparar os danos causados pela dessecação e durante o 

período de armazenamento. Entre os danos celulares causados durante o armazenamento e, 

consequente, deterioração das sementes, estão os danos causados a integridade das membranas 

pela peroxidação e mudanças de lipídeos – causando a exsudação de solutos e danos genéticos 
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– como aberrações cromossômicas, danos ao DNA causados por estresse oxidativo e expressão 

gênica anormal (CASTRO; GUIMARÃES; FARIA, 2017; EBONE; CAVERZAN; 

CHAVARRIA, 2019; FLEMING; HILL; WALTERS, 2019). 

As sementes ortodoxas adquirem tolerância à dessecação por meio da síntese de 

proteínas LEA , HSP e açúcares (WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015) e mantendo baixa 

atividade metabólica, permitindo uma maior longevidade sob armazenamento. Ainda, essas 

proteínas agem para o reparo de danos causados por estresses abióticos.  

No entanto, a ação de genes individuais pode não causar efeito substancial no 

melhoramento para tolerância ao estresse em todas espécies, sendo necessária a ação em 

conjunto com outros genes. A identificação de outros agentes que possam influenciar a rota 

biossintética de elementos cruciais para a tolerância adquirida é essencial. O ácido abscísico 

(ABA) é um dos principais fitohormônios vegetais responsáveis por regular o desenvolvimento 

das plantas e a tolerância a perda de água, participando da regulação do desenvolvimento de 

embriões, sementes, dormência, tolerância à dessecação, germinação, sobrevivência de 

plântulas, desenvolvimento vegetativo e acúmulo de solutos compatíveis e síntese de proteínas 

LEA durante estresse hídrico. O ácido abscísico é responsável por mudanças no processamento 

e estabilidade durante a expressão gênica (SANO et al., 2016). 

O estudo da tolerância à dessecação tem sido um recurso importante para o 

desenvolvimento de novas cultivares resistentes ao estresse hídrico através do melhoramento 

genético. Além disso, o avanço no melhoramento de plantas para tolerância ao estresse hídrico 

pode ser identificado pela caracterização de genes de tolerância à dessecação.  

2.4. Avaliação da expressão gênica por RT-qPCR 

Expressão gênica é o processo no qual a informação genética é convertida em um 

produto. Esse processo usa uma molécula intermediária, o RNA, que é transcrita do DNA e 

usada com molde para tradução em proteína. Para a quantificação dessa expressão gênica 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 então, a combinação da amplificação de ácidos nucleicos, que se 

consiste na PCR (Reação em Cadeia Polimerase), com a detecção de sua quantidade em um 

único processo (HUGGETT; BUSTIN, 2011).  

Isso é possível devido ao uso de substâncias fluorescentes que se relacionam com o 

produto da PCR indicando a concentração através da intensidade da fluorescência (Figura 1). 

As reações são caracterizadas por ciclos de PCR onde o alvo da amplificação é detectado 

(NAVARRO et al., 2015).  

 

Figura 1. Compostos químicos da PCR real-time: a) Detecção por SYBR Green. SYBR Green 

se liga a todo DNA de fita dupla e emite um sinal fluorescente. No seu estado livre, o SYBR 

não produz fluorescência. Portanto, a amplificação é medida a cada ciclo pelo aumento 

correspondente em fluorescência. b) Ensaio TaqMan (5' nuclease) usando sonda TaqMan. 

Durante o anelamento, a sonda TaqMan e os primers se ligam a fita. Quando a sonda está 

intacta, a energia é transferida entre o supressor e o reportador; como resultado, o sinal 

fluorescente não é detectado. Com a síntese de uma nova fita pela Taq polimerase, a atividade 

da enzima 5' exonuclease corta o nucleotídeo 5' marcado da sonda, liberando o reportador. Uma 

vez distante, o sinal fluorescente da sonda é detectado e a amplificação identificada com o 

aumento correspondente em fluorescência. Fonte: Smith e Osborn (2009).    

 

A partir do resultado das reações tem-se o Ct (Cycle threshold, Limiar do ciclo), valor 

definido como o ciclo de PCR no qual a fluorescência ultrapassa um limiar determinado. O 

valor de Ct garante que a PCR atingiu a fase exponencial e a intensidade de fluorescência do 

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

rápido o aumento em fluorescência, resultando em um baixo valor de Ct (GINZINGER, 2002).  

 

Figura 2. Curva de amplificação ilustrando o aumento de fluorescência (eixo y em logaritmo - 

ΔRn representa valores normalizados em relação a uma referência) a cada ciclo de PCR (eixo 

x). As curvas com NTC (no-template control) são amostras sem ácidos nucleicos, mostram que 

apenas os primers não geram sinal e que os reagentes usados não possuem contaminantes com 

DNA. Fonte: Valasek e Repa (2005). 

 

Esta técnica é considerada uma das mais precisas e confiáveis, 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 manipulação do material após a amplificação. Além disso, 

as vantagens da técnica são a sensibilidade, a detecção em tempo real do progresso da reação e 

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

As etapas gerais de PCR real-time estão descritas na Figura 3: 



13 

 

Figura 3. Passos para o processo de quantificação de expressão gênica por PCR real-time. 

Fonte: Autor.  

 

A quantificação da expressão gênica pode ser determinada de forma absoluta ou relativa. 

A quantificação absoluta é o método de quantificação usado para a determinação do número 

exato de cópias do gene sob investigação. Por meio do uso de uma curva padrão com 

concentrações de ácidos nucleicos conhecida, gera-se uma relação linear entre o Ct e quantidade 

inicial de RNA ou cDNA total, permitindo a determinação de concentrações desconhecidas das 

amostras. A quantificação absoluta é considerada mais difícil e trabalhosa do que a relativa 

devido à necessidade de criar padrões confiáveis para a quantificação e inclusão desses padrões 

em todas as reações de PCR (SIVAGANESAN et al., 2010).  

Para a quantificação relativa, a expressão dos genes nas amostras é medida com base 

em uma amostra referência, também conhecida como calibrador. Ao usar um calibrador, os 

resultados são expressos pela razão entre a expressão do gene alvo/referência (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). Existem vários modelos matemáticos para calcular a expressão gênica 

Extração e 
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RNA
Síntese do cDNA

Avaliação da 
quantidade e 
qualidade do 

cDNA

Teste de eficiência 
dos primers

PCR real-time
Normalização dos 
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Análise dos dados
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média normalizada por meio de quantificação relativa. Cada método gera resultados e desvios 

padrões diferentes. 

Entre os modelos matemáticos mais utilizados para a quantificação relativa da expressão 

gênica, tem-se o método do Ct comparativo. Com este método se faz uso de um modelo 

matemático que calcula as mudanças em expressão gênica em uma diferença relativa (fold = n 

vezes) entre uma amostra experimental e um calibrador (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; 

SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Apesar do método possuir uma correção para eficiências de 

amplificação não ideais, como por exemplo, 1 ou 100%, a cinética do gene alvo e do gene de 

referência devem ser aproximadamente iguais para evitar erros. Consequentemente, um ensaio 

de validação deve ser realizado com uma série de diluições para o gene alvo e o de referência. 

Para uso desse método, o produto da PCR deve ser pequeno, com menos de 150 pares 

de bases, e a reação rigorosamente otimizada. Por não usar uma curva padrão, esse método é 

vantajoso para experimentos com grande número de amostras, pois todos os poços de reação 

de PCR estão ocupados com amostras experimentais e não amostras padrão. 

 A quantificação relativa é utilizada na maioria das análises em experimentos científicos, 

sendo mais prática por comparar as amostras experimentais diretamente com os controles, os 

genes de referência. No entanto, ao se realizar essa técnica de quantificação, os dados (Ct) 

usados para comparação são valores de abundância relativa e não o número exato de cópias. 

Além disso, para comparar amostras de duas corridas de PCR diferentes, é necessário incluir 

um controle como referência em cada placa ou corrida. Assim, a quantificação relativa é o 

método mais usado para experimentos de expressão gênica (BOULTER et al., 2016). 
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RESUMO 

As plantas possuem vários usos biotecnológicos, como farmacêuticos, alimentícios, 

combustível, inseticida e como fonte de sequências gênicas para a engenharia genética. O 

objetivo nesse estudo foi identificar o potencial biotecnológico de Erythrina velutina, uma 

planta nativa brasileira altamente utilizada na medicina tradicional. A análise foi baseada na 

prospecção de dados científicos em bases de dados reconhecidas de artigos, patentes, e 

sequências de nucleotídeos. As propriedades medicinais de fitocompostos extraídos de E. 

velutina são evidentes em vários estudos, apesar da eficiência e segurança do uso desses 

compostos químicos ainda estarem sendo testadas.  É relatado o potencial para outros usos 

químicos, como antibacteriano e bioinseticida. Na análise de informações moleculares os em 

barcodes para estudos filogenéticos são citados; e, em patentes, essa espécie é fonte de 

polinucleotídeos e polipeptídios. O número de patentes e nucleotídeos sequenciados para E. 

velutina ainda é baixo (21 e 10, respectivamente), porém, os dados científicos estabelecem essa 

espécie como proeminente e com alto potencial biotecnológico.  

Palavras-chave: mulungu; dados científicos; patentes; genômica 

 

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. Introdução 

As plantas são historicamente  fonte de compostos com propriedades medicinais, ainda 

sendo a fonte primária de tratamento para diversas enfermidades para a maioria da população 

global (ROMANELLI et al., 2015). Vários compostos com propriedades farmacológicas foram 

isolados de plantas, apresentando propriedades no tratamento e cura de várias doenças 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 número de produtos herbais licenciados por 

agências de saúde, principalmente aqueles compostos de plantas nativas, ainda é pequeno 

quando comparado a outros países (CECÍLIA et al., 2014). 

Além do uso farmacológico, outros potenciais biotecnológicos da flora nacional provêm 

da fonte de material genético para o desenvolvimento de cultivares. Seja para a produção de 

alimentos (ANDRADE et al., 2016), biocombustíveis (HOANG et al., 2015) na produção 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 biológicos 

(ALVES; AZEVEDO, 2018).  

As plantas da família Fabaceae estão entre as mais importantes pelas suas propriedades 

medicinais, 11,2% das plantas dessa família – mais de 2000 espécies, fazem parte da medicina 

tradicional. Essa família possui alcaloides como seu componente principal (WILLIS, 2017). 

O gênero Erythrina, da família Fabaceae, é composto por mais de 120 espécies 

ocorrendo em áreas tropicais e subtropicais. A origem do epíteto Erythrina vem da palavra 

grega “erythros”, que significado vermelho, e está relacionado a ação do pigmento presente em 

sementes e flores. No Brasil, existem oito espécies dentro desse gênero: 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 gênero tem sido relatadas ações 

atribuídas a alta produção de alcaloides e compostos fenólicos, como flavonoides, flavonas, 

isoflavonóides e pterocarpanos, produzidos em sementes, folhas, casca e flores (HUSSAIN et 

al., 2016; SOTO-HERNÁNDEZ et al., 1996).  

Erythrina velutina Willd. é uma espécie nativa das Antilhas, Brasil, Colômbia, Equador, 

Galápagos e Venezuela. No Brasil, ocorre de maneira ampla, principalmente na Caatinga e 

Mata Atlântica. A medicina popular tem atribuído a esta espécie propriedades calmantes, 

sedativas, anestésicas e analgésicas a casca e sementes, relacionadas a ação do alcaloide eritrina 

(PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016). Outros compostos também tem sido relatados, 

como auronas, chalconas, catequinas, esteróis, flavonóis, flavonas, flavononas, flavonoides, 

fenóis, leucoantocianinas, saponinas, taninos, triterpenóides e xantonas em extratos de folhas e 

inflorescências (CARVALHO et al., 2009; PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016).  

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

por meio de prospecção de dados científicos em artigos, patentes e sequências de nucleotídeos.  
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4.2. Material e Métodos 

Dados científicos foram coletados em revistas científicas 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 sequências de genes, genoma e proteínas. 

Os termos usados foram “Erythrina”, “Erythrina velutina”, “Erythrina medicinal” e 

“Erythrina velutina medicinal” em todas as bases para publicações que apresentaram os termos 

no título, resumo, descrição ou palavras-chave. 

Todos os dados foram coletados em maio de 2018.  

 

4.3. Resultados e Discussão 

4.3.1. Artigos científicos 

Existe grande número de dados científicos para as publicações relacionadas ao gênero 

Erythrina comparado a espécie Erythrina velutina (Tabela 1.1). Esse resultado é esperado 

devido ao número de espécies dentro do gênero, 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 os menores valores para todos os termos. Isso pode 

ser explicado pelo fato das bases Scopus e Web of Science serem coleções de artigos científicos 

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

dados científicos disponíveis.   

 

Figura 1.1. Número de artigos científicos publicados por termo nas bases de dados Scopus, 

Web of Science e SciELO.  

A maioria das publicações relacionadas a espécie Erythrina velutina são do Brasil, 

sendo uma espécie nativa, porém não endêmica, no país. Entretanto, existem alguns artigos do 

Japão que buscam elucidar a composição química da espécie, enfatizando o interesse 

internacional na flora brasileira e seu potencial. 

Em relação aos campos de publicação, os artigos com o gênero Erythrina estavam bem 

distribuídos entre agricultura e ciências biológicas; biologia molecular e química; farmácia e 

farmacologia. Publicações mais recentes estão relacionadas a restauração de florestas, 

agroecossistemas, produção de foragem e sequestro de carbono, quando não mencionam 

propriedades químicas medicinais. No gênero, a espécie E. crista-galli L. foi usada na avaliação 

da tolerância e ao potencial de biorremediação em solo contaminado com petróleo. A 

germinação foi maior e mais evidente em concentrações elevadas de contaminante e os 

indivíduos apresentaram diferenças na anatomia das raízes. E. crista-galli é potencialmente 

recomendada para solos contaminados com petróleo (FARIAS et al., 2009). 
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Especificamente para Erythrina velutina, a maioria das publicações está associada aos 

campos de agricultura e ciências biológicas; biologia molecular; farmácia e farmacologia e 

bioquímica. E. velutina é uma espécie pioneira muito recomendada para o reflorestamento 

devido ao seu crescimento rápido, adaptabilidade e plasticidade a diferentes climas e ambientes 

(HOLANDA et al., 2010; SOUZA et al., 2016), como resultado há um número expressivo de 

publicações em agricultura e ciências biológicas.  

Em estudo sobre flutuações da umidade do ar, E. velutina foi estabelecida como uma 

espécie indicadora de mudanças climáticas. Foram avaliadas as variações fenológicas em 

resposta a disponibilidade de água em escala sazonal (BUTZ et al., 2016).  

Além disso, a ocorrência de E. velutina em ambientes úmidos e secos a torna uma 

espécie de interesse para estudos de tolerância aos estresses abióticos em níveis fisiológicos, 

bioquímicos (RIBEIRO et al., 2014) e moleculares. Existem também estudos sobre a 

diversidade genética dessa espécie, uma preocupação de pesquisadores que identificaram áreas 

onde a ocorrência natural e biodiversidade dessa espécie está ameaçada pelo uso alternativo do 

solo (AZEVEDO et al., 2013; GONÇALVES et al., 2014; SOUZA; SILVA-MANN; MELO, 

2014). 

As publicações nas áreas de farmácia e farmacologia, bioquímica e química medicinal 

estão relacionadas aos vários compostos bioativos com propriedades medicinais encontrados 

nessa espécie, e que atualmente estão sendo estudados para determinar sua eficácia e segurança.  

Os alcaloides eritrínicos, compostos que caracterizam esse gênero, possuem uma 

conformação única em espiroamina tetracíclica, apresentando várias propriedades biológicas 

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

2015. 

 

Esses compostos são de grande interesse industrial como alvos para a síntese sintética 

total (MOSTOWICZ, 2015). O alcaloide indolico hipaforina e quatro alcaloides eritrínicos  

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 

fitoterápico indutor de sono e ansiolítico (RECH et al., 2017). Outros alcaloides eritrínicos, tais 

como: erisotrina-N-óxido, 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 câncer, agindo sinergicamente 

com Fator de Necrose de Tumor Relacionado a Apoptose (TRAIL) para a indução de apoptose 

seletiva em células cancerígenas (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 extraída 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 químicos conhecidos por apresentarem propriedades medicinais (CARVALHO et al., 

2009). Extratos hidroalcoólicos de E. velutina e E. mulungu apresentaram atividade ansiolítica, 

antinoceptiva e anticonvulsiva quando testados em ratos, confirmando o uso popular desta 



27 

espécie como sedativo, analgésico e anestésico (RAUPP et al., 2008; TEIXEIRA-SILVA et al., 

2008; VASCONCELOS et al., 2003, 2007).  

O extrato etanólico de E. velutina apresentou efeitos neuroprotetores em ratos tratados 

contra o déficit de memória 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 ácido rizônico agiu como antioxidante, sugerindo 

que esses compostos possuem potencial terapêutico contra doenças degenerativas como 

Alzheimer e Parkinson (SILVA et al., 2016).  Outra análise in vitro sobre o efeito de extrato 

aquoso de E. velutina rico em alcaloides e hexanos, com propriedades anticolinesterásicas 

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-inflamatórios, 

anticoagulantes, antielastase e gastroprotetores (MACHADO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 

2017).  

Além das propriedades medicinais, outros usos químicos foram estudados para 

compostos extraídos de espécies de Erythrina. Os alcaloides encontrados em Erythrina inibem 

a síntese de proteínas e DNA em plantas (PARSONS; WILLIAMS, 2000) e apresentam ação 

genotóxica em células de raízes de cebola (Allium cepa L.), formando anormalidades celulares 

(SILVA et al., 2011). A ação alelopática de extratos de sementes de E. velutina influenciaram 

a germinação e desenvolvimento de alface (Lactuca sativa L.), espécie modelo para este tipo 

de análise (CENTENARO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, foi encontrada 

evidência 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 extraídas 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 o número de artigos científicos publicados, o número de patentes foi 

maior para o gênero Erythrina (Figura 1.2).  

A base de dados WIPO é referência mundial como fonte de dados de propriedade 

intelectual. Esta base apresentou o mais alto número de depósitos, com uma quantidade 

expressiva sob o termo “Erythrina”. Outros depósitos, com um número muito mais baixo estão 

relacionados aos termos “Erythrina medicinal”, “Erythrina velutina” e “Erythrina velutina 

medicinal”. 

A base de dados americana, USPTO, pertencente a agência federal responsável por 

conceder patentes e registrar marcas e apresentou os maiores resultados para patentes 

relacionadas ao termos “Erythrina” e “Erythrina medicinal”. 

O escritório de patentes europeu, EPO, apresentou apenas resultados para o gênero 

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 concessão e garantia de 

propriedade intelectual para a indústria – apresentaram os menores resultados, com apenas seis 

e dois depósitos para o gênero, e apenas um em cada base de dados para a espécie, não sendo 

registrados resultados para fins medicinais.  
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Figura 1.3. Número de depósitos 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 gênero Erythrina são de Israel, Bélgica, Estados 

Unidos e Japão (Figura 1.3) e para E. velutina, as patentes são de projetos americanos e 

brasileiros. 
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Figura 1.4. Principais empresas depositárias de patentes do gênero Erythrina. Fonte: Autor.  
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No entanto, não há um número alto de publicações de artigos desses países que são os 

maiores depositários de patentes usando Erythrina. Contrariamente, o número de patentes 

provenientes de projetos brasileiros é muito menor do que artigos publicados, demonstrado a 

falta de conexão entre a pesquisa e a geração de produtos economicamente viáveis. No Japão, 

por exemplo, os artigos publicados são mais bem relacionados as patentes geradas, indicando 

uma pesquisa mais voltada para a criação produtos. Isso ressalta o interesse internacional em 

desenvolver produtos usando compostos da flora brasileira, considerando que a maioria dos 

depositários de patentes na área farmacêutica são estrangeiros (MOREIRA et al., 2005). 

Várias patentes com E. velutina estão associadas a protocolos e usos medicinais em 

potencial. No entanto, a aplicação de compostos extraídos de plantas em medicamentos 

industriais é um processo moroso devido a necessidade de testes extensivos para verificar a 

eficiência e segurança. A maioria das patentes com E. velutina na maior base de dados, WIPO, 

estão associadas a composição de lectinas e métodos para modular a resposta imune a um 

antígeno (SEGAL; YOUNG, 2018). Outras estão 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).    

Há, também, um novo interesse industrial em usar plantas medicinais nativas em 

patentes de protocolos moleculares avançados, em consonância com os artigos publicados na 

área (HAO; XIAO, 2015; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; WILSON; ROBERTS, 

2014). Análises genômicas são capazes de elucidar características importantes das plantas, 

como os genes envolvidos em rotas bioquímicas de fitocompostos ativos e como intensificá-

los. Descobertas, como a capacidade de estresses abióticos potencializarem a produção de 

metabólitos secundários, são usadas como ferramentas de produção 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 compõe 2% desses sequenciamentos. (CHAUDHARY; 

SHARMA, 2016; WILLIS, 2017). O sequenciamento do DNA dessas espécies pode contribuir 

não somente para a melhoria da sobrevivência em campo, mas também para programas 

avançados de melhoramento genético, usando-se ferramentas como a edição gênica. Plantas do 

gênero Erythrina estão entre as mais recomendadas em protocolos patenteados (EVOGENE, 

2018) como fontes de polinucleotídeos e polipeptídios para aumentar a eficiência de uso de 

nitrogênio, a sobrevivência em campo, a taxa de crescimento, vigor, produção de biomassa, 

conteúdo de óleo e/ou tolerância a estresses abióticos (Figura 1.4). Consequentemente, estudos 

sobre genoma podem contribuir para a melhoria na produção e minimizar os impactos de uma 

maior demanda por compostos de plantas medicinais, ainda atendendo as necessidades da 

indústria.  

 

Figura 1.5. Agrupamentos conceituais para os termos mais citados em patentes relacionadas 

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

  

4.3.3. Genes, Genoma e Proteínas 

A plataforma online BOLD é uma base de dados que reúne barcodes de DNA, para 

identificação de espécies, baseando-se em similaridade de nucleotídeos 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 gênero, todos os 

resultados estavam distribuídos em nove países, 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 países não identificados. 

Os dados para “Erythrina” estão relacionados a barcodes em estudos de filogenia (DE 

LUCA et al., 2018), como as relações entre leguminosas faseoloide – baseados em sequências 

de nucleotídeos de cloroplastos (PFEIL et al., 2009) e; em estudos sobre a eficácia de barcodes 

de DNA no processo de identificação de materiais vegetais processados ou mal conservados 

comumente usados na medicina tradicional da África do Sul (MANKGA; YESSOUFOU; 

MOTEETEE, 2013).  

Todos os resultados para “Erythrina velutina” são para subunidades de Ribulose-1,5-

bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco) de diferentes tamanhos de pares de bases. 

Considerando o genoma da Rubisco é de herança extracromossomal, não-recombinante e 

estruturalmente estável, é um dos melhores genes para barcodes de DNA de plantas (GANIE 

et al., 2015).  

A outra base de dados usada nessa categoria, NCBI, fornece acesso a dados biomédicos 

e genômicos. Nessa base, para o termo “Erythrina” foram encontrados 175 nucleotídeos, 35 

popsets (sequências de DNA derivadas de estudos de populações, filogenéticos, mutações e 

ecossistemas), 92 grupos de proteínas idênticas, 157 proteínas e 17 estruturas proteicas. E para 

“Erythrina velutina” os resultados foram 10 nucleotídeos, 3 popsets, 4 grupos de proteínas 

idênticas e 5 proteínas. Não foram feitas distinções entre os países depositários dessas 

informações. A maioria dos resultados são de sequências de nucleotídeos para o genoma de 

cloroplasto de E. velutina e os dados de popset estão relacionados a estudos filogenéticos, como 

encontrado na base de barcodes (TRIPATHI et al., 2013). Os resultados de proteínas estão 

associados aos genes de nucleotídeos e popsets.  
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4.4. Conclusões 

Erythrina velutina possui alto potencial biotecnológico provado pelos diversos 

estudos que identificaram compostos bioativos extraídos 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 

soluções antibacterianas e inseticidas. E, apesar de incipiente, patentes e informações genéticas 

incluindo o gênero e a espécie também apresentam um forte potencial para uso dessas plantas 

em programas genéticos avançados devido a sua plasticidade.  
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RESUMO 

Sementes ortodoxas toleram o armazenamento prolongado, sendo este uma estratégia de 

conservação da biodiversidade. No entanto, o tempo sob armazenamento pode afetar a 

viabilidade e o vigor das sementes, que pode ser monitorado por meio de análises de qualidade. 

Assim, objetivou-se avaliar dois lotes armazenados em câmara fria de Erythrina velutina, 

espécie nativa ortodoxa, usando-se a análise 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 água, 

condutividade elétrica, análise de imagens de raios-x, morfometria, germinação, tamanho de 

plântula e relação parte aérea/radícula de plântulas. O lote 1 apresentou maior condutividade 

elétrica, menor teor de água e menor germinação e vigor.  Ainda para esse lote, foram 

identificadas na análise das imagens de raios-x 18% de sementes com espaços vazios. E usando-

se a associação da análise de raios-x, por meio da avaliação da densidade interna das sementes, 

com os resultados de germinação identificaram-se as sementes com melhor vigor para o lote 2. 

Os lotes apresentaram germinação de 17% e 43% de germinação, sendo o lote 1 altamente 

deteriorado após o longo período de armazenamento. A análise da densidade interna das 

sementes por raios-x diferencia sementes com maior capacidade germinativa em lotes com 

moderada deterioração. 

 

Palavras-chave: mulungu. ImageJ, germinação, análise 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. Introdução 

As sementes ortodoxas são características de espécies pioneiras e apresentam tolerância 

a dessecação e baixos potenciais hídricos adquiridas durante a formação (WALTERS, 2015). 

Essas sementes, no período de maturação, passam por um processo de secagem e são dispersas 

com baixos teores de água. 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 produção de mudas 

em ou mesmo na semeadura direta. O armazenamento de sementes é, também, uma das 

melhores estratégias para conservação ex situ da biodiversidade (HAIDET; OLWELL, 2015). 

No entanto, o armazenamento pode causar a deterioração do material vegetal devido ao 

contínuo metabolismo celular.  

Para assegurar a qualidade das sementes, é necessário avaliar o vigor dos lotes. Sob 

armazenamento, as sementes devem ser periodicamente monitoradas para a manutenção da 

capacidade de germinação e o vigor (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015).  Os aspectos 

fisiológicos, os atributos físicos, a composição química e o ataque de patógenos e insetos afetam 

diretamente a germinação. E, enquanto algumas análises de sementes são demoradas, como o 

obrigatório teste de germinação, e reduzem o volume de sementes no lote, outros métodos são 

mais rápidos e simples e podem complementar a avaliação dos lotes.  

A análise de imagens radiografadas de sementes é um método não destrutivo, rápido e 

simples para avaliar a qualidade (MARCHI; GOMES JUNIOR, 2017). Os aspectos 

morfológicos associados a viabilidade de sementes podem ser avaliados por meio da densidade 

interna dos tecidos, observada através de imagens de raios-x. Geralmente, essa análise é usada 

para a observação de danos internos causados por impactos, mal formação ou infestação por 

insetos (MENEZES et al., 2012; ROSENBERG; NORDLANDER; WESLIEN, 2015).  

Erythrina velutina é uma espécie ortodoxa nativa, popularmente conhecida como 

mulungu e com ocorrência principalmente na Caatinga, mas também na Mata Atlântica e 

Cerrado (SILVA JUNIOR et al., 2012a). Essa espécie pioneira é bastante recomendada para o 

reflorestamento de áreas degradadas, devido ao seu rápido crescimento e capacidade de fixação 

de nitrogênio (HOLANDA et al., 2010; SANTOS et al., 2012a). Portanto, as sementes de 

mulungu podem ser armazenadas como fontes de propágulos para a produção de mudas ou 

semeadura direta. Entretanto, foi identificada a baixa produção de sementes em áreas de 

ocorrência natural, além da redução dessas áreas pelo uso alternativo do solo (GONÇALVES 
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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 parâmetros de viabilidade e vigor de sementes 

armazenadas.  

 

5.2. Material e Métodos 

As análises foram realizadas no Laboratório de Sementes (Centro de Ciências Agrárias 

Aplicadas) da Universidade Federal de Sergipe, em 2017. Os lotes de sementes de Erythrina 

velutina foram compostos por sementes coletadas em Afrânio, Pernambuco em 2008 (lote 1) 

em área de Caatinga e na região Baixo-Sul, no estado da Bahia em 2016 (lote 2) em área de 

Mata Atlântica (sementes comerciais da empresa Biosementes). As sementes de ambos os lotes 

foram armazenadas em câmara fria a 6ºC com 60% de umidade relativa, em embalagens 

plásticas impermeáveis (1,5 mm).  

Para a determinação da qualidade dos lotes foram avaliados aspectos físicos e 

fisiológicos relacionados a viabilidade e vigor de sementes por meio dos parâmetros: peso de 

1.000 sementes, teor de água, condutividade elétrica, análise de imagens de raios-x, 

morfometria, germinação, tamanho de plântulas e relação parte aérea/radícula das plântulas. 

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 Análise de Sementes (BRASIL, 2009). 

O teor de água foi determinado usando-se quatro subamostras de 10 sementes inteiras e 

com quebra de dormência. Cada subamostra foi pesada, colocada em uma cápsula de alumínio 

e seca em estufa com circulação de ar a 105 ± 3ºC por 24 horas. Os resultados foram expressos 

em porcentagem de conteúdo de água (BRASIL, 2009). 

O teste de condutividade elétrica foi conduzido com quatro repetições de 25 sementes 

inteiras e com quebra de dormência, escarificando-se mecanicamente usando-se lixa nº 60, 

totalizando 100 sementes por lote, colocadas em 75 mL de água destilada por 24 horas em 
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câmara do tipo BOD a 25ºC sem luz (GUEDES et al., 2009b). Os valores de condutividade 

foram obtidos e expressos em μmhoms cm-1g-1 a 25ºC. 

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 exposição de 5 segundos. Por meio das 

imagens obtidas, as sementes foram classificadas em cheias, sem formação ou deterioradas 

(BRASIL, 2009). As imagens foram, então, analisadas com o programa ImageJ para determinar 

a morfometria e a densidade integrada de pixels individualmente. Após a obtenção das imagens, 

as mesmas sementes foram germinadas para a avaliação de viabilidade e vigor.  

Realizou-se a assepsia das sementes em hipoclorito de sódio 2% por 5 minutos, depois 

estas foram lavadas com água destilada, escarificadas mecanicamente usando-se lixa nº 60 para 

a quebra de dormência (SANTOS et al., 2013) e germinadas em substrato de papel, umedecido 

com água destilada  com volume 2,5 vezes o peso. A germinação ocorreu em câmara do tipo 

BOD, a 25ºC com fotoperíodo de 12h/luz durante 14 dias e os parâmetros avaliados foram 

porcentagem de germinação (G%) determinado pelo número de plântulas normais, 

porcentagem de emissão de radícula (germinação fisiológica por protrusão radicular) (ER%), 

primeira contagem de germinação (PCG%), porcentagem de sementes deterioradas (De%), 

porcentagem de sementes duras (Du%), tamanho de plântulas, relação parte aérea/radícula e 

massa seca determinada (SILVA et al., 2011). 

O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado (DIC) com 4 repetições de 25 

sementes, compondo 100 sementes por lote. As variáveis analisadas foram testadas quando à 

normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos à 

análise de variância telo tese F e a comparação das médias pelos testes t Student (p < 0,05).  

 

5.3. Resultados e discussão 

O peso das sementes é determinado pelo desenvolvimento do embrião, endosperma e 

tegumento, podendo atribuir diferentes capacidades germinativas e vigor entre espécies ou entre 
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lotes da mesma espécie. O acúmulo de massa seca nos tecidos de reserva durante o 

desenvolvimento confere características benéficas às sementes, proporcionando maior 

longevidade sob armazenamento. Assim como os demais aspectos morfológicos das sementes, 

o peso está relacionado a características intrínsecas à planta, como a composição genética, mas 

também a interação 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) após o armazenamento. Ambos os resultados são 

superiores aos valores de sementes coletadas durante época seca em Sergipe (427,33 g) 

(SANTOS et al., 2012a). E considerando o peso de 100 sementes, os resultados também são 

superiores aos valores determinados para esse espécie em regiões semiáridas (42,17g e 46,76 

g) (BENTO et al., 2010). Entretanto, para sementes coletadas durante a estação chuvosa na 

região do semiárido de Areia, na Paraíba, os resultados foram similares (57,14) (GUEDES et 

al., 2009a).  

Para sementes ortodoxas, a dessecação durante a maturação é importante para sua 

viabilidade, vigor e longevidade, podendo influenciar também diretamente no peso das 

sementes. O conteúdo de água celular é reduzido durante a maturação, consequentemente, a 

capacidade metabólica também declina. Contudo, após a dispersão, as sementes continuam a 

perder água durante o período de armazenamento, apesar da temperatura e umidade em 

ambientes controlados minimizarem a redução do teor de água (WALTERS, 2015).  

O teor de água nas sementes de mulungu do lote 1 foi de 7,61%, resultados mais 

elevados do que as sementes de região semiárida na Paraíba, (6,88%, 5,98% e 5,00) (GUEDES 

et al., 2009a). No entanto, os resultados foram similares a outro lote de sementes de Areia, 

Paraíba (7,82%) e dois lotes de região semiárida de Carnaúba dos Dantas, Rio Grande do Norte 

(7,40% e 7,60%) (BENTO et al., 2010). As sementes do lote 02 apresentaram 8,91% de 

conteúdo de água, valor similar ao outro lote de Areia, Paraíba (8,17%), o 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 índices de germinação (~100%). Entre 

os dois lotes, houve diferença significativa para o teor de água das sementes (1,30%) e a 

diferença constada manteve-se dentro do recomendado (< 2%) (MARCOS-FILHO, 2015).  

Durante o armazenamento, pode ocorrer a perda de vigor das sementes devido danos 

causados à integridade das membranas celulares decorrentes do lento metabolismo. A 

condutividade elétrica é um teste que, indiretamente, avalia a extensão da deterioração das 

sementes pelos danos causados às membranas por meio da quantidade de lixiviados exsudados 

pelas sementes.  

A condutividade elétrica para as sementes do lote 1 consistiu em 2603,00 μmhoms cm-

1g-1 a 25ºC e para o lote 2, 1491,00 μmhoms cm-1g-1, apresentando diferença significativa entre 

os lotes. A exsudação de solutos devidos aos danos a integridade da membrana celular 

decorrentes do maior período de armazenamento podem ter contribuído 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 avaliação 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 área. E as sementes do lote 2 

possuem média de 16,64 mm de comprimento, 10,24 mm de largura e 171,53 mm² de área 

(Figura 2.1). Ambos os lotes foram compostos por sementes maiores do que as sementes de um 

lote de Areia, Paraíba (SILVA et al., 2008).  

 



47 

 

Figura 2.1. Gráfico box-plot para o comprimento, largura (cm) e área (cm²) de 100 sementes 

dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd. 

 

Não houve diferença significativa de tamanho entre as sementes que apresentaram 

plântulas normais, emissão de radícula ou sementes deterioradas nos dois lotes. Entretanto 

houve diferença significativa para os parâmetros morfométricos entre os dois lotes, exceto para 

a largura das sementes. Em comprimento e área, as menores sementes são do lote 1, coletado 

em região de Caatinga. Ressalta-se que sementes menores são mais eficientes na embebição de 

água devido à maior razão superfície/ área, característica vantajosa para regiões de Caatinga, 

cuja estação seca dura a maior parte do ano. No entanto, características intrínsecas, como 

diversidade genética e fatores fisiológicos entre as plantas das duas regiões devem ser 

considerados. 

Ainda, através das imagens de raios-x, as sementes foram classificadas de acordo com 

a sua formação interna. Todas as sementes do lote 2 foram classificadas como cheias, entretanto 

o lote 1 apresentou 18% de sementes com espaços vazios entre os cotilédones e o tegumento. 

Embora visíveis, os danos observados nas sementes foram inferiores a 50% da área total, assim 

não foi possível inferir visualmente quanto a capacidade de germinação das sementes sem a 

análise da densidade interna obtida pelo programa ImageJ (Figuras 2.2 e 2.3).  
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Figura 2.2. Imagens de raios-x, projeção 3D e histograma das sementes de Erythrina velutina 

Willd. lote 1. A) Semente cheia originando plântula normal, B) semente cheia com emissão de 

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

germinação do lote 1. 

 

 

A 

B 

C 
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Figura 2.3. Imagens de raios-x, projeção 3D e histograma das sementes de Erythrina velutina 

Willd. lote 2. A) Semente cheia originando plântula normal, B) semente cheia com emissão de 

radícula, C) semente cheia deteriorada durante o teste de germinação do lote 2. 

 

A primeira contagem de germinação ocorreu após sete dias e o lote 1 apresentou 23% 

de emissão de radícula e 76% de sementes deterioradas pela ação de fungos e, 

consequentemente, mortas. Ao final da germinação, após 14 dias, esse lote apresentou 7% de 

emissão de radícula e 17% de plântulas normais. E para o lote 2, a primeira contagem, 54% das 

sementes haviam emitido radícula e 46% estavam mortas. Ao final do teste, houve 10% de 

emissão de radícula, 43% de plântulas normais e 47% de sementes mortas. Sementes recém 

coletadas dessa espécie, provenientes de região de Caatinga no estado de Sergipe, apresentaram 

A 

B 

C 
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44% de germinação e 51% de emissão de radícula em teste de germinação (Capítulo 4). Não 

houve sementes duras em ambos os lotes. Esses resultados demonstram a qualidade dos dois 

lotes, que foram altamente susceptíveis a ação de fungos associados ao tegumento, sendo os de 

maior ocorrência 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 relação a germinação de sementes dessa espécie, identificou-se que as sementes 

provenientes de região de Caatinga apresentaram velocidade de germinação superior, indicando 

uma possível maior eficiência de absorção de água (SILVA JUNIOR et al., 2012a). Apesar de 

possuir tegumento impermeável, sendo necessária escarificação física para germinação das 

sementes, a influência da região hilar (envolvendo rafe e micrópila) no balanço hídrico entre a 

semente e o seu exterior também foi considerada em estudo sobre a germinação de E. velutina 

(MATHEUS et al., 2010; SILVA et al., 2008).  

Depois da germinação, 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 não apresentarem diferenças na formação interna, possuem menor densidade, 

avaliada pela variável densidade integrada (IntDen) (Figura 2.4). A medida do IntDen avalia a 

relação pixels/tamanho da estrutura e estabelece como vazio valores de 255 pixels. Portanto 

sementes que apresentaram os maiores valores dessa variável possuem menor densidade. Não 

houve diferença significativa para densidade de sementes quanto as plântulas normais, emissão 

de radícula e sementes deterioradas para o lote 2. Lote este que apresentou baixa porcentagem 

de germinação e emissão de radícula e alta deterioração. 
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Figura 2.4. Densidade das sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd., entre as classes 

de Plântulas Normais (PN), Emissão de Radícula (ER) e sementes Deterioradas (De), 

estabelecida pelo parâmetro IntDen, por meio da densidade de pixels em imagens de raios-x 

avaliadas no programa ImageJ.  

 

As plântulas do lote 1 apresentaram parte área de 25,84 mm, radícula com 155,07 mm 

e razão parte aérea/radícula 0,16. E para o lote 2, as plântulas apresentaram parte aérea com 

18,80 mm, radícula com 161,08 mm e razão de 0,11 (Figura 2.5). O comprimento das plântulas 

foi menor em comparação a outros trabalhos, indicando o baixo vigor desses lotes após o 

armazenamento (BENTO et al., 2010). 

 

Figura 2.5. Gráfico box-plot para o tamanho da parte aérea (PA), radícula (R) e relação parte 

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

 

A média da massa seca foi avaliada usando-se quatro plantas por repetição. 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 plântulas para o lote 1 e 2,02 g de massa seca e 19,15% de umidade nas plântulas 

para o lote 2.  

Na tabela a seguir traz-se o resumo da análise de variância para os parâmetros avaliados 

(Tabela 2.1). 

Tabela 2.1. Peso de 1.000 sementes (Peso), condutividade elétrica (CE), teor de água (TA), 

comprimento, largura e área de sementes, germinação (%), primeira contagem de germinação 

(PCG%), tamanho da parte aérea (PA), radícula (R), relação parte aérea/radícula (PA/R) e 

massa seca de plântulas dos lotes 1 e 2 de sementes de Erythrina velutina Willd. 
 

Semente  

Lote 
Peso CE TA 

Compri-

mento 
Largura Área 

% 

G 

% 

PCG 

1 539,2 a 2603,0 a 7,61 b 15,56 b 10,34 a 161,29 b 17 a 0 a 

2 552,26 a 1491,0 b 8,92 a 16,64 a 10,24 a 171,53 a 43 a 0 a 

CV(%) 6,08 10,72 6,27 8,17 9,24 14,79 28,05 0,00 

  
Plântula 

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 0,11 a 2,02 a 

CV(%) 32,90 16,60 28,51 0,01 
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (p < 0,05) pelo teste t Student. 

 

5.4. Conclusão  

Ambos os lotes apresentaram viabilidade e vigor afetados pelo tempo de 

armazenamento, porém o lote 1 encontra-se altamente deteriorado devido ao maior período sob 

armazenamento. A análise de densidade interna de sementes por meio da avaliação de imagens 

de raios-x é capaz de diferenciar sementes dessa espécie com maior capacidade germinativa em 

lotes com moderada deterioração.  
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RESUMO 

O estresse abiótico causado por condições ambientais rigorosas, tais como restrição hídrica, 

causa efeitos negativos em plantas. Espécies de áreas áridas e semiáridas possuem mecanismos 

para manter a viabilidade das sementes.  Analisou-se a qualidade inicial, resposta a restrição 

hídrica 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 restrição hídrica. A viabilidade 

e o vigor foram avaliados por testes de germinação e condutividade elétrica. As sementes foram 

submetidas a embebição por 0, 24, 48 e 72 horas em substrato de papel com solução de 

polietilenoglicol (PEG) a -0,8MPa e foram coletados embriões para extração de RNA. Após 

essas condições de estresse não houve germinação para nenhum dos tempos de embebição e as 

sementes foram colocadas para germinar em substrato de papel umedecido com água. O lote 1 

possui sementes mais vigorosas que o lote 2. A embebição por 24h em solução PEG 

proporcionou melhor germinação para o lote 2. A quantidade de RNA para sementes sob 

restrição hídrica indica comprometimento da síntese de RNA; contudo o vigor não é 

completamente afetado, indicando mecanismos de tolerância que contribuem para a 

manutenção da viabilidade.  

 

Palavras-chave: déficit hídrico; 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. Introdução 

A seca é um fenômeno frequente em áreas tropicais, ocorrendo em regiões áridas e 

semiáridas com altas temperaturas e baixa pluviosidade. Além das condições climáticas 

naturais, as mudanças climáticas induzidas pelo aquecimento global tem expandido as áreas 

afetadas pela seca e criado novas regiões com déficit hídrico (DAI, 2013). No Nordeste 

brasileiro, uma grande região semiárida constitui a Caatinga, área com médias anuais de 

temperatura de 28ºC e 500 mm de precipitação, compondo uma condição climática rigorosa 

(MARENGO, 2008a, 2008b). 
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As condições ambientais durante a seca expõem as plantas ao estresse abiótico, causado 

principalmente pelo déficit hídrico associado a altas temperaturas (ARANDA et al., 2012; 

CLAEYS; INZÉ, 2013). Os efeitos do estresse podem induzir a produção de substâncias 

endógenas tóxicas às plantas, como as ERO (Espécies Reativas de Oxigênio), muito prejudiciais 

a moléculas de RNA, como consequência de sua estrutura de fita simples e possível falta de 

mecanismos de reparo (SANO et al., 2016). Para a avaliação em laboratório da resposta de 

sementes a tratamentos que envolvam o restrição hídrica foram realizados diversos estudos com 

testes de germinação (JI et al., 2014; O’DONNELL et al., 2013; PATANÈ; SAITA; SORTINO, 

2013). A solução mais usada nessas simulações é a solução aquosa osmótica de polietilenoglicol 

(PEG), um composto quimicamente inerte e atóxico, que simula eficazmente o déficit hídrico 

sem penetrar na célula vegetal (AZERÊDO; DE PAULA; VALERI, 2016; PELEGRINI et al., 

2013). 

Além da elucidação das limitações das plantas sob restrição hídrica, as simulações de 

déficit hídrico podem ser usadas em técnicas para estimular a tolerância em sementes ou dar 

subsídio para a padronização de tratamentos pré-germinativos, como o condicionamento 

osmótico. Esta é uma técnica que visa a germinação parcial de sementes sob condições 

moderadas de estresse, sem a protrusão da radícula. Essa técnica induz a resposta aos estresses 

em sementes como a mobilização de reservas, ativação e síntese de DNA, produção de ATP e 

reparo em membranas celulares (JISHA; VIJAYAKUMARI; PUTHUR, 2013; PAPARELLA 

et al., 2015; VENTURA et al., 2012). Sementes  sob condicionamento apresentaram resultados 

de germinação mais rápida e uniforme, com maior tolerância aos estresses abióticos 

(WOJTYLA et al., 2016). 

Erythrina velutina Willd. é espécie arbórea nativa do Brasil com alto potencial 

biotecnológico. As folhas e casca de E. velutina são usados na medicina tradicional como 

sedativos, característica atribuída a ação de alcaloides eritrínicos (ALBUQUERQUE et al., 

2007); e a segurança e a eficácia 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 

região Nordeste, em florestas ripárias da Caatinga, mas também é encontrada em brejo de 

altitude, florestas ombrófilas e campos rupestres. Essa árvore tolera índices pluviométricos 

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

úmidos quanto mais secos, possuindo alta plasticidade de ocorrência. Consequentemente, 

estudar as respostas de E. velutina a restrição hídrica contribui para a elucidação de mecanismos 

de tolerância envolvidos nas adaptações das espécies a diferentes condições climáticas.    

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

a tratamentos de restrição hídrica, avaliar a qualidade e integridade de RNA após o tratamento 

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

 

6.2. Material e Métodos  

As análises foram realizadas no Laboratório de Sementes e no Laboratório de 

Melhoramento e Biotecnologia (Centro de Ciências Agrárias Aplicadas) da Universidade 

Federal de Sergipe, em 2016. As sementes de dois lotes de E. velutina foram coletadas em áreas 

de Caatinga em Lagarto, Sergipe, em 2012 (lote 1) e em Afrânio, Pernambuco, em 2008 (lote 

2) e armazenadas em câmara fria (6ºC e 60% de umidade relativa em embalagem impermeável). 

Para a avaliação da qualidade das sementes após o armazenamento, foram avaliadas a 

germinação e condutividade elétrica. 

A germinação foi realizada em substrato de papel e em areia devido à alta ocorrência de 

fungos associados ao tegumento das sementes. As sementes foram submetidas a assepsia em 

hipoclorito de sódio 2% por 5 minutos, lavadas em água destilada e escarificadas 

mecanicamente usando-se lixa nº 60 para a quebra de dormência (SANTOS et al., 2013) e 

germinadas em papel e areia estéril com 60% de umidade. Os parâmetros avaliados foram 

porcentagem de germinação (G%) para determinar a viabilidade das sementes, Índice de 

Velocidade de Germinação (IVG) (IVG = G1/N1 + G2/N2 +...+ GnNn; sendo: G1, G2, Gn = 
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número de sementes germinadas computadas na primeira, segunda e enésima contagem, N1, N2 

e Nn = número de dias da semeadura à primeira, segunda e a enésima contagem) para determinar 

o vigor das sementes (MAGUIRE, 1962). 

O teste de condutividade elétrica foi conduzido com 4 repetições de 25 sementes, 

totalizando 100 sementes por lote, colocadas em 75 mL de água destilada por 24 horas. Os 

valores de condutividade elétrica foram expressos em μmhoms cm-1g-1. 

Amostras de sementes foram mantidas em papel umedecido em solução PEG 6000 a -

0,8MPa por 0, 24, 48 e 72 horas e depois foram germinadas em condições ideais em substrato 

de papel umedecido em água (REIS; DANTAS; PELACANI, 2012). 

O RNA foi extraído de embriões de sementes sob restrição hídrica por 0, 24, 48 e 72 

horas usando-se dois protocolos de extração, com Trizol e com o kit comercial Nucleospin® 

RNA II (Macherey-Nagel), de acordo com as instruções do fabricante. Como controle, foram 

usados embriões 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 análise 

eletroforética em gel de agarose 1% com 1 µg de RNA com Gel ReadyTM e visualização com 

transiluminador UV. O RNA quantificado foi tratado usando-se a enzima DNase I, RNase Free 

(Thermo Scientific TM) de acordo com o protocolo do fabricante. 

O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado (DIC) com 4 repetições de 25 

sementes, compondo 100 sementes por tratamento e os dados analisados em esquema fatorial 

2x4, sendo dois lotes e 4 tratamentos pré-germinativos em solução de PEG 6000 a -0,8MPa (0, 

24, 48 e 72 horas). As variáveis analisadas foram testadas quando à normalidade por meio do 

teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos à análise de variância telo tese 

F e a comparação das médias pelos testes t Student e Tukey (p < 0,05). A comparação das 

médias da qualidade inicial com as dos tratamentos resultantes do fatorial foi realizada pelo 

teste de Dunnet (p < 0,05).  

 



60 

6.3. Resultados e Discussão  

Os testes de viabilidade e vigor permitem a identificação de lotes de sementes com maior 

probabilidade de germinação, sobrevivência em campo e/ou conservação em condições de 

armazenamento. Por meio desses testes é possível identificar as diferenças fisiológicas entre 

lotes de sementes e avaliar a qualidade inicial do material vegetal. 

Para a análise da qualidade dos lotes, as sementes do lote 1 apresentaram resultados 

melhores para parâmetros de germinação e vigor quando comparado ao lote 2 (Figura 3.1). 

Esses resultados indicam a maior deterioração das sementes do lote 2 devido ao longo tempo 

de armazenamento. Em outro estudo, as semente de E. velutina apresentaram redução de 25% 

em germinação com apenas 1 ano de armazenamento (PEREIRA et al., 2014).  

 

Figura 3.1. Porcentagem de germinação (G%) e Índice de Velocidade de Germinação (IVG) 

de sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd. germinadas em papel e areia. Letras 

minúsculas diferem significativamente entre métodos e letras maiúsculas diferem 

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

 

Ambos os lotes apresentaram porcentagem de germinação superior para a germinação 

em areia, resultados esperados devido a proliferação de fungos na germinação em papel. Outros 

estudos com espécies de Erythrina também mostraram melhor desenvolvimento e germinação 

em areia (ALVES et al., 2008).  

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

1g-1) quando comparado ao lote 1 (1602,00 μmhoms cm-1g-1), indicando uma maior exsudação 
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em sementes, provavelmente relacionada ao maior período de armazenamento que contribui 

para o comprometimento da integridade de membranas celulares. Um estudo de 

envelhecimento acelerado demonstrou a relação direta entre o aumento na condutividade 

elétrica e a perda de vigor pelo envelhecimento das sementes de E. velutina (GUEDES et al., 

2009c). 

Os resultados de germinação mostram um menor vigor para o lote 2. A perda de vigor 

em sementes armazenadas é atribuída a alterações no metabolismo e síntese de DNA, afetando 

o desenvolvimento do embrião e tornando-o susceptível ao estresse abiótico (VENTURA et al., 

2012; WANG et al., 2014). 

Os testes de restrição hídrica em substrato de papel e o condicionamento de sementes 

buscam simular em laboratório as condições naturais de restrição hídrica, como o observado 

em regiões áridas e semiáridas, para avaliar a resposta fisiológica das sementes ao estresse 

abiótico. As sementes de E. velutina apresentaram respostas de vigor variadas sob diferentes 

períodos em restrição hídrica em papel com solução de PEG a -0,8 MPa (Figura 3.2). 

 

Figura 3.2. Porcentagem de germinação (G%) e Índice de Velocidade de Germinação de 

sementes dos lotes 1 e 2 de Erythrina velutina Willd. após restrição hídrica em solução de PEG 

(6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras minúsculas diferem significativamente entre 

lotes e letras maiúsculas diferem significativamente entre tratamentos pelo teste de Tukey (p < 

0,05). 
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Para o lote 1, o aumento no tempo sob restrição hídrica em papel com solução de PEG 

a -0,8 MPa resultou no aumento da germinação com a porcentagem mais alta em 72 horas. Os 

resultados foram iguais à germinação sob condições plenas de disponibilidade de água. O lote 

2 apresentou os maiores resultados para germinação e IVG com 24 horas sob restrição hídrica, 

resultados melhores que em condições plenas de disponibilidade de água. 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 embebição em solução de 

PEG (8000) por 24 horas também resultou em melhores valores de germinação (MASETTO et 

al., 2013). 

Ambos os lotes germinaram quando levados ao substrato com água após o tratamento, 

mesmo com 72 horas de restrição hídrica, demonstrando a tolerância de E. velutina a condições 

de déficit hídrico.  

Apesar de existirem mecanismos de reparo de danos para o DNA, as moléculas de RNA 

não possuem mecanismos de reparo identificados e são vulneráveis a oxidação causada pelo 

estresse, afetando a germinação. Estudos demonstram também a degradação 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 avaliação da quantidade e qualidade de RNA 

de embriões de sementes do lote 2 sob restrição hídrica em papel com solução de PEG -0,8 

MPa por 0, 24, 48 e 72 horas.  

A extração com Trizol apresentou concentrações mais altas de RNA (Figura 3.3). No 

entanto, houve baixa qualidade do material, indicada pelas relações A260/280 e A260/230, com 

contaminação por proteínas e/ou polissacarídeos. 
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Figura 3.3. Quantificação de RNA de embriões de Erythrina velutina Willd. após restrição 

hídrica em solução de PEG (6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras minúsculas 

diferem significativamente entre métodos e letras maiúsculas diferem significativamente entre 

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

 

Para a extração de RNA com o kit, apesar da quantidade ter sido menor, a relação 

A260/280 indicou um material com maior pureza (Figura 3.4). 

 

Figura 3.4. Qualidade de RNA de embriões de Erythrina velutina Willd. após restrição hídrica 

em solução de PEG (6000) a -0,8 MPa por 0, 24, 48 e 72 horas. Letras minúsculas diferem 

significativamente entre tratamentos e letras maiúsculas diferem significativamente entre 

métodos pelo teste Tukey (p < 0,05). 

 

0

200

400

600

800

1000

1200

0h 24h 48h 72h

Q
u
an

ti
d
ad

e 
n
g
/µ

l

Trizol Kit

aA aA aA aA

bA

bB

bA

bB

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Trizol Kit Trizol Kit

A260/280 A260/230

0h 24h 48h 72h

aAaA aA

aA

aA

aA

bB

bBaB aB aB 

aB 

aA aA aA 

aA 



64 

Durante a maturação, as sementes possuem altos níveis de transcritos de RNA, 

determinante na síntese de proteínas durante a germinação (NELSON; ARIIZUMI; STEBER, 

2017). Portanto, a quantidade de RNA foi menor em todas as sementes sob restrição hídrica 

quando comparadas ao controle. Exceto para 48h, onde a quantidade de RNA foi 

estatisticamente igual ao controle, como demonstrado pela extração com o kit. 

Independentemente de tratamento, não houve diferença para a qualidade do RNA pela relação 

A260/280. 

Os géis de integridade continham as bandas para subunidades ribossomais 18S e 28S 

para todas as amostras, sob restrição hídrica e o controle, e ambos os métodos, Trizol e Kit de 

extração. Bandas mais robustas foram visíveis em amostras controle, indicando a presença de 

RNA não-degradado no material. Esses resultados corroboram a resiliência de E. velutina ao 

estresse abiótico como demonstrado pelos resultados de germinação. 

6.4. Conclusões 

As sementes toleram a restrição hídrica como comprovado pela avaliação da viabilidade 

e vigor. E o tempo de embebição em solução PEG 6000 a -0,8 MPa por 24 horas proporciona 

incremento na germinação de lote com sementes de menor vigor, sendo indicado como 

tratamento pré-germinativo. 

A quantidade de RNA em sementes sob restrição hídrica indica que há 

comprometimento da síntese; entretanto não afeta completamente a viabilidade e vigor das 

sementes. A determinação da quantidade e qualidade de RNA pode auxiliar na avaliação da 

qualidade de sementes e determinar tratamentos pré-germinativos. 
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RESUMO 

Erythrina velutina é uma espécie nativa com tolerância ao déficit hídrico, em parte, devido a 

suas sementes ortodoxas. Essa sementes possuem mecanismos de resistência ao estresse como 

a síntese de proteínas LEA e sHSP para a preservação da capacidade germinativa, influenciando 

longevidade e vigor. Para o estímulo da tolerância pode ser usado o condicionamento osmótico, 

ativando-se a ação de genes para a síntese de proteínas que agem na proteção de membranas, 

outras proteínas e ácidos nucleicos, sem que ocorra a protrusão radicular. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar a expressão gênica em sementes de E. velutina submetidas ao 

condicionamento osmótico usando-se RT-qPCR. Sementes coletadas em Pernambuco, em 2008 

(lote 1), Bahia em 2016 (lote 2) e Sergipe em 2018 (lote 3) foram avaliadas pela germinação e 

vigor, amostras foram submetidas a restrição hídrica em quatro potenciais (0; -0,4; -0,8 e -1,2 

MPa), e outras osmocondiocionadas. Os embriões das sementes osmocondicionadas foram 

extraídos para a avaliação da expressão gênica por RT-qPCR. Houve diferença entre os 

resultados de germinação e vigor entre os três lotes, sendo o lote 3 o mais vigoroso. E os dois 

lotes com maior tempo de armazenamento (lotes 1 e 2) responderam positivamente ao 

condicionamento osmótico. Houve diferença em expressão gênica entre os lotes para Em6 

(LEA grupo 1) e sHSP 18.2. Os genes Em6 e sHSP18.2 são expressos em sementes com alto e 

intermediário vigor após osmocondicionamento.   

 

Palavras-chave: RT-qPCR; mulungu; LEA; HSP; restrição hídrica 
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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-qPCR. 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-qPCR. 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-qPCR; mulungu; LEA; HSP; drought stress. 

7.1. Introdução 

Erythrina velutina é uma árvore nativa pertencente à família Fabaceae com alta 

plasticidade de ocorrência no Brasil. Adaptada a regiões de Caatinga, Mata Atlântica e Cerrado, 

essa espécie desenvolve-se tanto em climas mais úmidos quanto áridos (OLIVEIRA et al., 

2016; SILVA JUNIOR et al., 2012b). Essa tolerância é devida, em parte, a suas sementes 

ortodoxas com resistência ao déficit hídrico (REIS; DANTAS; PELACANI, 2012). Em 

sementes ortodoxas, a atividade de genes que sintetizam proteínas como as acumuladas nos 
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últimos estádios de desenvolvimento - late embryogenesis abudant (LEA) e as proteínas de 

choque térmico - heat shock proteins (HSP), que conferem tolerância à dessecação e estresses 

abióticos, preservando a capacidade germinativa (SANO et al., 2016). Nessas sementes, o vigor 

e longevidade estão diretamente relacionados ao acúmulo dessas moléculas protetoras.  

As proteínas LEA são encontradas em diversas plantas e tecidos vegetais. Essas 

proteínas são membros de um grande grupo de proteínas hidrofílicas, estáveis e sintetizadas em 

várias plantas sob situações de estresse abiótico, principalmente o déficit hídrico (KE et al., 

2016). Os genes que as sintetizam são diversos, estão localizados em muitas organelas, como 

núcleo, cloroplastos e mitocôndrias, e possuem ampla função na tolerância aos estresses 

(MAGWANGA et al., 2018). Durante o estresse, as LEA estabilizam membranas, lipossomos 

e conferem aspecto vítreo  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 

embriogênese, maturação – presentes no eixo embrionário e cotilédones - e no início da 

germinação das sementes, além de sob condições de estresse. As sHSP, assim como as LEA 

são hidrofílicas, estáveis e encontradas em várias organelas. Para evitar a agregação e 

desnaturação de proteínas, as sHSP ligam-se a outras proteínas em tecidos vegetais sob estresses 

térmico, hídrico, salino e oxidativo.   

Para o estímulo da tolerância a restrição hídrica em plantas, um dos melhores métodos 

é o condicionamento osmótico com solução de polietilenoglicol (PEG), o qual consiste no 

estabelecimento da tolerância ao se aplicar um moderado estresse osmótico (SHETEIWY et al., 

2016).  Nas plantas, o condicionamento osmótico com a embebição em PEG confere a 

habilidade de tolerar a restrição hídrica ao inibir a protrusão radicular e regular a expressão de 

genes relacionados ao metabolismo, modificações na membrana plasmática, síntese de ABA 

(ácido abscísico), respostas aos estresses, mecanismos antioxidantes, síntese 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 tolerância a 

dessecação; e, são novamente acumulados durante a indução a tolerância em sementes de 

Medicago truncatula  Gaertn., Arabidopsis thaliana, Sesbania virgata (Cav.) Pers. (MASETTO 

et al., 2013) tratadas com PEG e germinadas. A submissão de plantas a uma condição de estresse 

moderado pode ativar mecanismos de tolerância cruzada, preparando as plantas para reagir a 

diversos tipos de estresse e formando uma memória genética como resposta a esse estímulo. Os 

fatores relacionados com o efeito memória estão potencialmente ligados a ativação de genes 

relacionados aos mecanismos de acumulação de proteínas sinalizadoras ou osmoprotetoras. 

(HOSSAIN et al., 2018; TABASSUM et al., 2017).  

Os padrões de expressão gênica indicam os mecanismos de ação e regulação molecular. 

Para a quantificação dessa expressão, uma das técnicas mais utilizadas é a transcrição reversa 

associada a PCR quantitativa em tempo real (RT qPCR), um método com alta sensibilidade, 

especificidade, reprodutibilidade e acurácia (DIE; ROMÁN, 2012; LE; PAGTER; HINCHA, 

2015). Por meio de resultados de RT-qPCR é possível comparar a expressão gênica entre 

plantas sob diferentes condições. 

Objetivou-se, por meio desse trabalho, avaliar a expressão de genes que codificam para 

proteínas LEA e sHSP em sementes de Erythrina velutina submetidas ao condicionamento 

osmótico.   

7.2. Material e Métodos 

As análises foram realizadas no Laboratório de Sementes (Centro de Ciências Agrárias 

da Universidade Federal de Sergipe, Brasil e no Laboratório de Análise de RNA e Proteínas do 

grupo Genética Molecular de Plantas (Instituto de Ciências de Plantas e Microbiologia) da 

Universidade de Hamburgo, Alemanha, em 2018. As sementes de E. velutina foram coletadas 

em Afrânio, Pernambuco em 2008 (lote 1) em área de Caatinga; na região Baixo-Sul, no estado 

da Bahia em 2016 (lote 2) em área de Mata Atlântica (sementes comerciais da empresa 

Biosementes); e em Pinhão, Sergipe em 2018 (lote 3) em área de Caatinga. Foram armazenadas 
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em câmara fria a 6ºC com 60% de umidade relativa, em embalagens plásticas impermeáveis 

(1,5 mm).  

Para as avaliações fisiológicas dos lotes, realizou-se a assepsia das sementes em 

hipoclorito de sódio 2% por 5 minutos, depois lavadas com água destilada, escarificadas 

mecanicamente (SANTOS et al., 2013) e germinadas em substrato de papel, umedecido com 

volume 2,5 vezes o peso. A simulação da restrição hídrica ocorreu com a germinação em papel 

embebido em soluções de polietilenoglicol (PEG) 6000 com diferentes potenciais osmóticos 

(0; -0,4, -0,8 e -1,2 MPa) (VILLELA; DONI FILHO; SEQUEIRA, 1991), com 4 repetições de 

25 sementes por lote. Sementes não submetidas aos tratamentos foram denominadas controle. 

A germinação ocorreu em câmara do tipo BOD, a 25ºC com fotoperíodo de 12h/luz durante 14 

dias.  

Os parâmetros avaliados foram germinação (G%), emissão de radícula (germinação 

fisiológica por protrusão radicular) (ER%), sementes deterioradas (De%), sementes duras 

(Du%) e tamanho e massa seca do epicótilo e hipocótilo. Além disso, obteve-se a curva de 

embebição em água e curva de restrição hídrica em diferentes potenciais osmóticos (0; -0,4, -

0,8 e -1,2 MPa) avaliando o incremente em peso das sementes com a absorção de água e início 

das atividades metabólicas até a protrusão da radícula.  

A partir dos resultados da curva de restrição, determinou-se o potencial osmótico para 

a realização do condicionamento, onde 100 sementes por lote foram submersas em solução de 

PEG por 24 horas com aeração constante. Após esse período, as sementes foram germinadas 

em substrato de papel umedecido com água e mantidas em câmara do tipo BOD, como descrito 

acima.  

Os embriões de sementes osmocondicionadas foram extraídos para avaliação da 

expressão gênica. A extração de RNA foi realizada com o kit comercial Monarch Total RNA 

Miniprep (New England BioLabs Inc.) de acordo com as instruções do fabricante e utilizando-

se maceração em nitrogênio líquido para auxiliar na quebra da parede celular. A quantidade e 



73 

qualidade do RNA extraído foi mensurada e avaliada usando-se nanoespectrofotômetro do tipo 

Nano Drop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thremo ScientificTM), aferindo-se 

a concentração de RNA (ng/µl) e as relações A260/280 e A260/230. A integridade do RNA 

extraído foi determinada usando-se o Bioanalyzer RNA 6000 (Agilent Technologies), com o 

parâmetro RNA Integrity Number (RIN). Apenas amostras que apresentaram RIN satisfatório 

(> 6,0) foram utilizadas. 

A partir do RNA extraído, as amostras foram tratadas com DNase I, RNase Free 

(Thermo ScientificTM) para remoção de contaminantes residuais. Depois, ocorreu a síntese de 

cDNA com RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo ScientificTM). Para a avaliação 

da integridade do cDNA, realizou-se PCR convencional com desnaturação inicial a 95º C por 

60 s., 40 ciclos de 95ºC por 30 s., 55ºC por 30 s. e 72ºC por 60 s. e extensão final a 72ºC por 5 

min. usando o PCR Master Mix (Thermo ScientificTM) e os primers de estudo. As amplificações 

foram avaliadas em gel de agarose 1% com Gel ReadyTM.  

As amplificações em PCR em tempo real foram realizadas usando-se triplicatas 

biológicas e triplicatas técnicas para o controle e os tratamentos (embriões com ou sem 

osmocondiconamento). As reações ocorreram com agente fluorescente intercalante (Luna 

Universal qPCR Master Mix – New England BioLabs Inc.) e constituídas de desnaturação 

inicial a 95ºC, 40 ciclos de 95ºC por 15 s. e 60ºC por 30 s. e curva de dissociação no 

QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM). O software Data Assist 

(v3.01 Applied BiosystemasTM) foi utilizado para calcular a variação de amplificação (fold 

change) entre as amostras e o método do Ct Comparativo para determinar a quantificação 

relativa da expressão gênica entre o gene de referência e os genes alvo. Foram realizados 

também, testes de eficiência para cada primer e utilizados apenas os 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 última também pertencente à família 

Fabaceae (Tabela 4.1): 

Tabela 4.1. Lista de sequências gênicas para a determinação da expressão gênica em embriões 

de Erythrina velutina Willd. (FARIA, 2006). 

Gene Função 
Organismo 

modelo 
Primer 

18S 
Subunidade 

ribossomal 

Medicago 

truncatula 

TGACGGAGAATTAGGGTTCG (F) 

CCTCCAATGGATCCTCGTTA (R) 

ACT 

Actina – 

tolerância à 

dessecação 

Arabidopsis 

thaliana 

TTCCGCTCTTTCTTTCCAAGCTCA (F) 

AAGAGGCATCAATTCGATCACTCA (R) 

Em6 

Late 

Embryogenesis 

Abudant (LEA) 

protein – 

tolerância a 

restrição hídrica 

Medicago 

truncatula 

GGCAAAGCAAGGAGAGACTG (F) 

ACCTTCCTCTTCAGCACGTT (R) 

sHSP 

18.2 

small Heat Shock 

Protein – 

tolerância ao 

estresse térmico 

Medicago 

truncatula 

CACGTGTGGACTGGAAAGAA (F) 

TCTCTCAACACGATGCCACT (R) 

PER1 

Peroxirredoxina – 

tolerância a 

estresse oxidativo 

Medicago 

truncatula 

GCACATACTCCAGGTGCAAA (F) 

ACCACCCTCAGCACTTCATC (R) 

CTS 
Desenvolvimento 

da semente 

Medicago 

truncatula 

GGTCTTCCACATGGCAAGTAA (F) 

AAACCCAAGGCCAAGTAACA (R) 

 

As médias dos resultados dos parâmetros fisiológicos foram comparadas e o desenho 

experimental foi inteiramente casualizado (DIC).  

7.3. Resultados e discussão 

A primeira fase da embebição, caracterizada pela alta entrada de água para o início do 

processo germinativo, ocorreu nas 10 primeiras horas nas sementes de E. velutina (Figura 4.1). 

Apesar de apresentar dormência tegumentar, E. velutina apresenta alta absorção de água durante 
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a fase I quando a dormência é rompida, assim como outras espécies do gênero (MATHEUS et 

al., 2010; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2007). 

A alta absorção de água na fase I é determinada pelo potencial matricial das sementes, 

estabelecido no período de dessecação durante as maturação. E, por ser um processo físico e 

independente de atividade metabólica, a fase I da embebição ocorreu em 10 horas para todos 

os lotes, independentemente do vigor. Sementes ortodoxas, como Poincianella pyramidallis e 

Anadenanthera colubrina, com ocorrência também na Caatinga, apresentam rápida absorção 

de água na fase I da germinação como estratégia de colonização de ambientes com climas áridos 

(CASTRO; GUIMARÃES; FARIA, 2017; SILVA; DANTAS, 2016). 

Todos os lotes apresentaram incremento no ganho de peso e absorção de água nas horas 

seguintes. Para o lote 3 (2018), a fase II durou entre 10 e 60 horas, a partir de então entrando 

na fase III evidenciada pela protrusão da radícula. As sementes dos lotes 1 (2008) e 2 (2016) 

apresentaram protrusão apenas com 72 horas sob embebição, em porcentagem bastante 

reduzida.  

 

Figura 4.1. Curva de embebição em água por incremento de massa fresca de três lotes de 

sementes de Erythrina velutina Willd.  
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De acordo com as diversas condições ambientais, as sementes determinam o momento 

ideal para a protrusão radicular e formação de plântula. É um momento crítico para as sementes, 

devido a dependência de água para a sobrevivência das plantas. Em estudos foi identificada a 

relação direta entre o aumento no estresse e a redução do potencial germinativo de lotes de 

sementes (CHAMORRO; PARRA; MORENO, 2016; LIU et al., 2015).  

Os testes de germinação realizados sob condições de estresse permitem a previsão da 

germinação de sementes sob condições não ideais de desenvolvimento. Os lotes 1 e 2 

apresentaram baixa protrusão de radículas sob restrição hídrica a -0,4 MPa e nenhuma protrusão 

para os demais potenciais até o final do teste, com 252 horas (Figuras 4.2 e 4.3). E não houve 

sementes duras em nenhuma das condições de germinação. 

A fase I durou 10 horas para todos os lotes sob todos os potenciais de restrição (Figuras 

4.2, 4.3 e 4.4). O comportamento de embebição 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 protrusão 

radicular a partir de 60 horas em todos os potenciais, mas em maior porcentagem para os 

potenciais menos restritivos (Figura 4.5).  
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Figura 4.2. Curva de restrição hídrica em solução de polietilenoglicol por incremento de água 

do lote 1 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osmóticos -0,4 MPa, -0,8 

MPa e -1,2 MPa.  

 

Figura 4.3. Curva de restrição hídrica em solução polietilenoglicol por incremento de água do 

lote 2 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osmóticos -0,4 MPa, -0,8 

MPa e -1,2 MPa.  
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Figura 4.4. Curva de restrição hídrica em solução polietilenoglicol por incremento de água do 

lote 3 de sementes de Erythrina velutina Willd., sob os potenciais osmóticos -0,4 MPa, -0,8 

MPa e -1,2 MPa.  

 

As sementes sob restrição hídrica que não germinaram foram colocadas em condições 
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em todos lotes; e para -1,2 MPa apenas para os lotes 2 e 3 (Figura 4.5). Portanto, o potencial 

osmótico de -0.8 MPa foi utilizado para o condicionamento osmótico de todos os lotes de 

sementes. 
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Figura 4.5. Porcentagem de germinação (%G), emissão de radícula (%ER), emissão de radícula 

após restrição hídrica (%ER (RH)) e sementes deterioradas (%De) de três lotes de sementes de 

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

 

O condicionamento osmótico é uma técnica que propicia o processo germinativo sem a 

protrusão da radícula, evitando-se a perda da tolerância ao estresse. Os benefícios da técnica 
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para sementes de alto vigor e positivos para sementes de baixo vigor, que foram armazenadas 

por um período mais longo, demonstrando a relação entre a deterioração de sementes e os 

benefícios 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 absorção lenta durante 

o condicionamento.   

Para a determinação da expressão gênica, extraiu-se o RNA de embriões de sementes 

de E. velutina condicionadas osmoticamente em solução de PEG -0,8MPa por 24 horas sob 

aeração constante. A relação A260/280 indica a pureza das amostras de RNA em relação a 

contaminação com DNA e proteínas e valores acima de 1,8 indicam materiais com alta 

qualidade (TAYLOR et al., 2010). E a relação A260/230 está relacionada a concentração de 

contaminantes como sais, polissacarídeos e polifenóis e amostras com valores acima de 1,6 são 

consideradas com alta qualidade. As concentrações de RNA e a relação A260/280 e A260/230 

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

 

Tabela 4.2. Quantificação (ng/µl) e qualidade de RNA extraído de embriões de sementes de 

três lotes de Erythrina velutina. 

 Lote Tratamento [] ng/µl 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 análise da integridade das amostras avaliada pelo Bioanalyzer RNA 6000 apresentou 

as subunidades ribossomais 18S e 28S em todas as amostras, indicando a presença de RNA 

íntegro. Entretanto, os números RIN (RNA Integrity Number) resultados dessas amostras foram 

entre 6,0 e 6,5 – indicando degradação parcial do material e podendo ser considerados baixos 

para análises que requerem longos fragmentos de RNA. Contudo, avaliações utilizando RT-
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qPCR analisam regiões menores do RNA, sendo mais tolerantes a RNA parcialmente 

degradado (DIE; ROMÁN, 2012; FLEIGE; PFAFFL, 2006), e valores acima de 5 são 

considerados apropriados. Portanto, o material foi utilizado para a síntese de cDNA, 

apresentando resultados satisfatórios para concentração e pureza de ácidos nucleicos (Tabela 

4.3).   

 

Tabela 4.3. Quantificação (ng/µl) e qualidade de cDNA sintetizado de embriões de sementes 

de três lotes de Erythrina velutina. 

 Lote Tratamento [] ng/ul A260/280 A260/230 

PE 1 Controle 1550,0 1,5 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 avaliação da expressão gênica por meio de RT-

qPCR. Os primers foram testados quanto a eficiência de amplificação para o gene específico. 

Apenas os primers 18S, Em6 e sHSP 18.2 apresentaram eficiência de amplificação (100%, 

119% e 120%). O primer 18S apresentou expressão estável entre controle e tratamento, sendo 

usado como gene de referência e Em6 e sHSP 18.2 como genes alvo para a análise pelo método 

do Ct Comparativo.  

O lote 1 apresentou a menor expressão gênica para todos os genes alvo, sob 

condicionamento osmótico as sementes desse lote apresentaram expressão do gene Em6 

reduzida, demonstrando o efeito negativo do condicionamento em sementes de baixo vigor 

(Figura 4.6). Porém, a expressão do gene sHSP foi levemente aumentada após o 

condicionamento osmótico, indicando um potencial de recuperação molecular. O lote 2 

apresentou maior expressão de ambos os genes após o condicionamento osmótico, sendo mais 

expressivo o aumento de sHSP. E o lote 3 também apresentou maior expressão de ambos os 

genes após o condicionamento em solução de PEG -0,8 MPa. Porém o gene com maior 

expressão foi Em6.  
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Figura 4.6. Expressão relativa dos genes Em6 e sHSP em embriões de três lotes de sementes 

osmocondicionadas de Erythrina velutina, em solução de polietilenoglicol -0,8 MPa.  
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foi observada em espécies tolerantes à dessecação, participando na proteção de membranas e 

proteínas, além de realizar o controle de perda de água devido as propriedades hidrofílicas de 

suas proteínas (CHATELAIN et al., 2012; STAVRINIDES et al., 2019). E em sementes de 
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proteínas LEA e sHSP (SAHU et al., 2018).  
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7.4. Conclusões 

O condicionamento osmótico com solução de polietilenoglicol -0,8 MPa induz o 

reestabelecimento do vigor em sementes deterioradas de E. velutina.  

As sementes dessa espécie com alto e intermediário vigor apresentam maior expressão 

dos genes Em6 e sHSP 18.2 quando osmocondicionadas, demonstrando os mecanismos 

moleculares ativados que podem promover a tolerância aos estresses abióticos. 
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8. CONCLUSÃO GERAL 

Erythrina velutina é um recurso vegetal nativo com alto potencial biotecnológico. As 

suas propriedades bioquímicas são de grande relevância para a medicina, agricultura e química. 

Entretanto, é necessária a transformação dessas propriedades em produtos por meio de patentes. 

Em um processo produtivo, E. velutina tem o potencial de integrar biofábricas de compostos 

ativos. E em campo, a espécie é um bioindicador de mudanças climáticas e altamente 

recomendada para recuperação de áreas degradadas. Porém, a pressão antrópica em áreas 

naturais tem reduzido a ocorrência dessa espécie. Além disso, a produção de sementes também 

tem reduzido, dificultando a conservação tanto in situ, quanto ex situ. E para otimizar o uso dos 

recursos disponíveis sob conservação ex situ – com o armazenamento em câmaras frias – 

métodos de avaliação da qualidade das sementes, como a análise de imagens de raios-x 

associada a mensuração da densidade interna das sementes, tornam-se cada vez mais 

importantes. Essa e outras técnicas, como ressonância magnética e microscopia de varredura 

podem contribuir para a elucidação dos fenômenos que ocorrem durante o armazenamento e, 

consequente, deterioração de sementes de E. velutina. Sementes estas, que por serem ortodoxas, 

toleram a dessecação e a restrição hídrica por meio da ativação e de genes específicos. Apesar 

da expressão de genes Em6 e sHSP não ser alta em lotes de sementes deteriorados, devido ao 

longo tempo sob armazenamento, lotes com deterioração de moderada a baixa, apresentam alta 

expressão de genes de tolerância a estresses quando as sementes são condicionadas. Essa 

estratégia, além de poder melhorar o desempenho da espécie em campo, confere resistência a 

futuras mudanças climáticas e identifica materiais com potencial para a engenharia genética. 

Os estudos sobre a expressão de genes relacionados a qualidade e vigor de sementes de E. 

velutina, sob estresses abióticos, podem ainda contribuir para o incremento da produção de 

compostos bioativos, sendo diversos deles influenciados por condições 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.  


