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O Schinus terebinthifoliuRaddi. € uma espécie recomendada para recupetlacameas degradadas e
marginais, devido ao seu carater de pioneirismgresaividade, além da facilidade para se inst&ssas
areas, e também para a recomposi¢cdo de mata ddigireas com inundagdes periddicas de rapida
duracdo e com periodo de encharcamento moderadidda sua plasticidade em se adaptar a varias
diferentes condi¢cdes edafoclimaticas foi avaliad&xpressdo génica diferencial de suas sementes
submetidas ao estresse combinado de temperatesiriedo hidrica visando a anéalise de genes que sdo
expressos sob tais condicdes de estresse. Empsegoumétodo de PCR como psmers para a
sequéncia da subunidade ribossod®$ e para proteinas de choque térmi¢tSP18.2 Considerando
ainda dados sobre a morfometria, peso hectolittcoya de embebicdo a 40°C, curva de restricdo
submetidos a concentracfes de Polietilenoglicodge®4; -0,8 e -1,2 MPa) e temperatura de 40°C.

Palavras-chave: pimenta-rosa, estresse abiétioseoeacao.

The Schinus terebinthifoliuRaddi. is a species recommended for the recoviedlggraded and marginal
because of its pioneering trait and aggressiverssaell as easy to settle in these areas, andalsoe
restoration of riparian areas with periodic floaglimf short duration and period moderate floodinge o

its plasticity to overcoming several different emldimatics conditions was evaluated the differdrgene
expression under such conditions of stress. Itwtiliged the PCR method and primers for the segeenc
of 18S ribosomal subunit and heat shock proteirSPHB.2. Considering also data on morphometry, test
weight, soaking curve at 40° C, subjected to retsbr curve concentration of polyethyleneglycol 600

0,4; -0,8 e -1,2 MPa) and temperature of 40°C.
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1. INTRODUCAO

Os ecossistemas, atualmente, vém sofrendo varidficagdes como consequéncia da ma
utilizacdo dos recursos naturais pelo homem. Uraague podem levar a extingdo de algumas
espécies vegetais, animais e de microrganismosn Alé provocar a degradacdo de varios
ambientes, com destaque para as matas ciliares.

A espécieSchinus terebinthifoliuRaddi. conhecida popularmente como pimenta-rosa es
sendo estudada, principalmente pelo seu potenegatativo inicial quando plantadas em &reas
degradadas e na recomposi¢cao de mata ciliar. Algso,de uma espécie que pode propiciar ao
ser humano propriedades medicinais e condimentaeds,consumo do seu fruto nas cozinhas
nacionais e internacionais [1].

Para o estabelecimento desta espécie varios fatergge os bidticos e abibticos devem ser
observados, pois interferem no desenvolvimento ldatg Alguns dos fatores abibticos que
mais interferem no desenvolvimento de uma plamsde a germinagdo até a fase adulta, séo a
disponibilidade de 4gua e a temperatura, principatemna regido nordeste do Brasil.

125201-1



M. C. Vasconcelos et al., Scientia Plena 6, 125201G» 2

A agua é um fator limitante para a iniciacdo dargeacdo, pois € ela que faz com que
ocorram as reacdes enzimaticas que estimulam dinsntp da radicula e da plantula [2]. A
temperatura também se apresenta como um fato@afiteit pois quando em sua faixa 6tima
estimula um elevado percentual de germinagédo, ondoepode ser observado quando estas
estdo elevadas ou baixas em comparacdo com asrédunpe Otimas para a espécie, e
reduzindo o percentual de germinacdo, deterioramngente e a expde a acdo de fungos [3].
Cruzando-se estes dois fatores podemos estabelepsas de embebicdo que tem grande
importancia no conhecimento das necessidades densemue vai desde a quantidade de agua
ideal para o inicio da germinacao até a protruséadicula, assim como avaliar condicGes de
déficit hidrico que podem provocar o impedimenta@omprometimento da germinacao.

A expressao génica é um processo pelo qual asnafdies codificadas por um determinado
gene é decodificado em uma proteina, sendo quguéagéio em qualquer de uma das etapas
desse processo pode induzir a uma expressao gdifécancial. A andlise do transcriptoma
empregada na identificacdo de genes tem sidoaddizm resposta aos estresses: bidtico e
abiotico, uma vez que tem a funcdo de compreendéunocionamento do gene e dos
mecanismos moleculares envolvidos nos eventosgias.

Para a andlise da expressdo diferencial tem seegagw varias técnicas: hibridagédo
diferencial, subtracdo eletronica (incluindo a mealserial da expressdo génica, SAGE),
diferencial display transcricdo reversa e reacdocaneia da polimerase (DDRT-PCR), a
subtracdo de cDNA e, mais recentemente, chips d& [BN

Empregando técnicas para andlise de RNA pode-smndert as condigbes de resisténcia
fisiologica de sementes, resultados estes que ilooinm para o monitoramento do
desempenho das mesmas sob condi¢cdes de estregsedeu&o ser correlacionadas a padrées
diferenciais de compostos de importancia econémécajnda poderdo ser empregadas na
selegdo assistida por marcadores em Banco de Glssnapda espécie em trabalhos de pré-
melhoramento.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho ébelsteer a curva de germinacdo das
sementes de pimenta-rosa submetidas a embebic&guwsmne restricdo hidrica em diferentes
potenciais promovidos por solucdes de polietileicog6000 e submetidas a altas temperaturas
e a partir disso também avaliar a expressédo gérisementes d& terebinthifolius

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratérios denbéagia de Sementes e Cultura de
Tecidos e Melhoramento Vegetal do Departamentonggitharia Agronémica da Universidade
Federal de Sergipe, localizada no municipio de Géistévao. Foram utilizadas sementes de
pimenta-rosa§. terebinthifoliusarmazenadas em camara fria (6 a 8°C) a uma umiddativa
de 65%.

Para os testes de analise de sementes usou-seidardg principio ativo N — triclorometiltio
— 4 — ciclohexano — 1,2 — decarboximida [Captan BBD(100g i.a./100kg de sementes)]. Este
tratamento foi realizado, devido & composicdo dasestes que propicia a ocorréncia de
fungos, que interferem no estabelecimento das sulwambebicdo e germinacéo
Curva de EmbebicdoAs sementes foram distribuidas em caixas gemwoxsubstrato utilizado
foi o papel mata-borrdo embebido com agua destited@ropor¢do de 2,5 vezes o peso do
papel. As sementes foram mantidas em incubadadtip.D. a 40°C, na auséncia de luz. Para
a avaliacdo do ganho de agua pelas sementes ferimadas pesagens a cada 2 horas nas
primeiras 24 horas, e passadas 24 horas as awsiacOrreram a cada 4 horas até atingir 108
horas.

Curvas de RestricdoAs sementes foram distribuidas em caixas gemaxsubstrato utilizado
foi o papel mata-borrdo embebido com solucdo déetehoglicol-6.000 (PEG-6000) em
potenciais indicados na proporcédo de 2,5 vezeso @@ papel. As sementes foram mantidas a
40°C, na auséncia de luz. Os potencias utilizadosunva de restricdo foram -0,4 MPa, -0,8
MPa e -1,2 MPa, em que a solugéo foi preparadecoel@ com a concentracdo expressa em
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tabela sugerida por Vilela [5]. A obtencdo dos daplara a avaliagdo da curva de restri¢cao foi
realizada a cada 2 horas nas primeiras 24 hoassadas 24 horas as avaliagcbes ocorreram a
cada 4 horas até atingir 108 horas.

Peso Hectolitrico O peso hectolitrico foi determinado utilizandoeggs subamostras de 250
mL de sementes de pimenta-rosa. Cada subamospadaila em balanca analitica. Ao obter-se
0 peso das sementes das duas subamostras retaouéshia do peso e este foi transformado em
kg por hectolitro [6].

Morfometria - Para a determinagcdo da morfometria de sementepimdenta-rosa foram
empregadas 100 sementes, as quais foram divididasrepeticbes de 25, as avaliagdes foram
realizadas com o auxilio de paquimetro digital (ehodYT202). Os dados de morfometria
foram empregados para a obtencdo das médias eesiparadas pelo teste de Tukey a 5% no
programa Sisvar® [7], em seguida foram empregados pbtencdo dos graficos no programa
Excel.

Expressdo Génica As sementes foram submetidas a restricdo hidri€a8MPa combinada
com temperatura de 40°C, retirando-se uma amostteathmento as 0, 2, 4, 6 e 8 horas. Em
seguida extraiu-se 0 RNA usando-se o Kit de extr&®® Total RNA Isolation System da
Promega. Foi obtido o cDNA para ser submetido a®&k R@pregando ogrimers 18S e
sHSP18.2 de sequéncias desenvolvidas paeabidopsis thalianaL. O programa de
amplificacdo do DNA consistiu de uma temperatureiahde 94°C por 5 min., seguido de 35
ciclos que envolvem temperaturas de 94°C por 1,r0fC por 1min, 72°C por 1 min. e uma
extensdo final a 72°C por 10min. A amplificacdo romo em termociclador Uniscience
Biometra Tpersonal, utilizando microtubos de P00 contendo 2QL do coquetel. Utilizou-se
10ul dos produtos da amplificacdo para analise enroéteese em gel de agarose 1,0% e
revelados por brometo de etidio sob luz ultravéolet

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Na curva de embebicdo (Figura 1) pode-se percalerag sementes de pimenta-rosa tém
facilidade de absorver e perder 4gua para o meia, vez que houve uma instabilidade no
ganho de agua pelas sementes, dentro de cada srfaseds da germinacgéao.
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Figura 1: Curva de embebicédo de sementes Schinesitghifolius Raddi. UFS, S&o Cristévao-SE, 2010.

A primeira etapa da germina¢do de uma sementdd¥atatao, cuja intensidade depende da
taxa de absorcdo de agua [8]. O processo de erdbethicdgua pela semente desencadeia uma
sequéncia de mudancas metabdlicas que culminamacpnotrusdo da radicula, quando se
refere a sementes vidveis ndo dormentes [9 e 10].
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A quantidade de &gua absorvida depende da espmicisemente, variedade ou cultivar,
temperatura ambiente, composi¢cdo quimica da semeoiede umidade inicial, natureza do
tegumento e quantidade de agua disponivel. A emmBelda maioria das sementes segue um
padrdo trifasico [11], em que a fase inicial docpsso (fase I) constitui um fenémeno
essencialmente fisico, podendo ser completada em2lhoras nas sementes cotiledonares,
independente da condicao fisiolégica. Tanto as smevivas quanto as sementes mortas ou
dormentes, exceto por impermeabilidade do tegumente ndo € o caso das sementes de
pimenta-rosa, absorvem 4gua durante esta fase.

Na segunda etapa (fase Il) ocorrem atividades roltab, porque as reservas estdo sendo
convertidas em compostos necessarios para a gednifl]. A absorcdo de agua nessa fase é
lenta, de 8 a 10 vezes mais longa que a anteramtu@o, o tempo de duragédo de cada etapa
depende de propriedades inerentes as sementedlaeegpecie e das condi¢cdes térmicas e
hidricas durante a hidratacdo [12]. Assim, a infpmia da curva com as fases de embebicéo
esta relacionada tanto a estudos de permeabilidadegumento, como na determinacdo da
duracdo de tratamentos com reguladores vegetaidjcimnamento osmotico e pré-hidratagao
em sementes [9 e 13].

A velocidade de embebicdo e o ganho de peso sdanbasapidos [9], essa fase possui
duracdo de uma a duas horas. Entretanto, as sengenpémenta-rosa atingiram essa etapa apos
4 horas de embebicdo, sendo este o ponto de mugarga fase Il. A duracdo da fase | em
sementes de pimenta-rosa corrobora com as afirmagéeColl [14], o qual relata que a
velocidade de absor¢cdo e a quantidade de agua ielabetsiam com a natureza e composicao
do tegumento. A fase Il, caracterizada pelas reshid@asticas da velocidade de hidratacédo e da
intensidade da respiracdo. Apos essa fase tensexgli@ncia com a fase Ill em que se observa a
protrusdo da radicula, mas com as sementes detpHmesa ndo se pode observar essa fase por
causa da auséncia de germinagao.

Na curva de restricdo (Figura 2) pode-se obsemwargos 32 horas houve um decréscimo na
absorcao de 4gua para as trés concentracdes,0:8,4; -1,2 MPa. A concentracao de -1,2 MPa
foi a que apresentou menor absor¢éo de agua.
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Figura 2: Curva de restricdo de sementes Schingbisthifolius Raddi. UFS, Sao Cristovao-SE,
2010.

A partir de 4 horas de embebicéo, para todos tentemtos, iniciou-se a fase Il, na qual se
observou uma reducdo na absorcdo de agua pelastesmgois € nessa fase que ocorre as
atividades metabdlicas necessarias para a protdaséalicula e o desenvolvimento da plantula.

A partir das 24 horas, de modo geral, verificolesgo incremento no teor de agua das
sementes condicionadas em PEG, o que poderia agtar@mar com o inicio da fase lll, se as
sementes de pimenta-rosa tivessem iniciado a pésirda radicula. A protrusdo da radicula ndo
pode ser observada devido a auséncia de germinacao.
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O entendimento da expressdo génica diferencial gkrses pode contribuir para o
entendimento do cmportamento das sementes sobdiicOes de estresse que poderdo ser
correlacionadas a padrdes diferenciais de compdstonportancia econémica.

Foram empregadas sequéncias desenvolvidasApalédopsise observou-se para os cincos
periodos de tempo: 0, 2, 4, 6 e 8 horas, que hexypeessdo para 0 gerd8S que é
constitutivamente expresso. Porém ndo houve exdwatiferencial para o ges#iSP18.2jue
identifica tolerancia ao estresserante os periodos testados (Figura 3).

4. CONCLUSAO

A curva de embebicdo de agua das sement&chki@us terebinthifoliuRaddi. segue uma
tendéncia de padrdo trifasico, no entanto, semotyséo da radicula devido a auséncia de
germinacdo . No entanto, pode-se verificar que 2pgtaras de embebicdo todos os tratamentos
atingiram a fase | e apos 4 horas a fase Il.

As sementes apresentaram para estas condicoesss@@rdiferencial para o gerdsS
embora nao tenham apresentando nenhum tipo dese&prpara o gers#1SP18.2levando-nos
a sugerir mais estudos de expressao génica paesenfe especie.
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