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2.5, An&lise do material “in situ®

2.5.1. Fixagido & FProcessamento

Ae o semen bes Foram Flradas o solucio de peraformad chea o
a0 A5 wm bampdn fosfato de potdssio O.iM s pM Pu0 e glutarale
dedado a0 Z.5% 0 (PFY durandte 48 horas a0 390 CETERRGRM, 19817 ow
N ahanol s doido acéetioo Hrl vy dhurante 300 min oa
temperaturs ambolente (FollBMG, 19675, Para a dmoregnacdo pels

porachay o mEtodo e Tixag®o wiibdeadn  wmels chizs o d Lo
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2:.3:.2. Azul de Toluidina a pH 4,0 {AT) para a deteccino de
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2.3.3. Impregnacio oela prata para nucléclio
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Z2:-9. Anzlise Bioguimica
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. RESULTADOS

2.1. Determinagic da massa e conteddo de Agua das sementes

1 massa seca @ Tresca des mensntes das duas sespdoies

ubtiliradas no presentse trabelbo sncontram-ss descoritos na
\

tabela 1. Fode-se notar gue a massa fresca das semenbes de

Telddo & cerce de 15 wveres malor gue a encontrada nas

tes de S.reliculetra. Em teroos de umidade as sonentes de
feiddin apresentaram 10,1% e em S.reticulats esse valor fol

o e 4 E n
cher 12, 8%,

3.2. Teste de Envelhecimento Acelerado

A partir dos resultados dos ﬁeateglde SEErmLNaCIs obbi-
s, apds O, 24, 48, 78, %o, A e 193 e S8 horvas de oenvse
ihecimento acelerado, foram consirusdas curvas de germinagin
pravica Paadgerrda (Fig. 10

Sennen e oo esosn Les

e Fooeadlgaris, nEo submstidas ao
grivesl wrodimsn bt (O hores) . apresentaram aproximadamente 237
chia garminac¥o com 24 horas de esbebicio, & alcangavam 100%

de germinagXo no segundo dia, o gue d& um tempo ssdio de

germinagdo de 30,7 horas (Fige Ly Tabai).

fpds 24 horas de snvelbsoisenbo, notow-se wm aumento na

e loidhacde e germinagi

serdey e FEE dan sementes  germi-
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Tabhela 1: Caraclerizagdo das  seosnles muiescent

Fhragsso fus wadgaris e Serna redioudada.

Derm o Lo &0 Frovegd o ¥ 8wt ioadata

Masosa Fresca (MFI0g: O, 20 E0EG, 0% O GLaGho QOGS

(Mgl O DA, GO O DL ARG, OO0

Teoe che dAguia (8D 1,081, B L, BOE? 3

ha. s Os valores representan a séddia de L1000 sementes @

[N

Piwos dntervalos de confianga & 55,

cANTN
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Garminacaoc % Cumul,

120

100

80

60

40

20

0% = X *
O 1 2 3 4 & 8 7
TEMPO (BIAS)

Tempo Envelh Acelar,
— Oh —— 24h =¥~ 48h —=- 72h

—*— 86h —6— 144h —&— 192h ~=—- @384hs

Fig.1 - Curvas de Germinacac de P.vulgaris em Diversos Tem-
pos de Envelhecimento Acelerado (Medlas de 4 amos-
trag de 60 sementes)



Tabela 2:
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MA@ S0 2% horas de embebicio (Fig. 1), o tempo

medctiy e germinagdo Tol reduzido para Z29,% hovas (Tab. 2).

A tendiEncia geral todavia, foi a de uma germinacio
mais lenta, & medida ogue o tempo de envelhecimento avarnoou.
Com afeilto, o tespo smddio de germinag®o aamentow Linearaente

am fungHo do tempe de envelhecimento no intervaleo conside-—

Fancey,  conforms mostra & linha da regressdo na Filg.2 (ro=

D, 7E%y Fo= U ERy poR O).ou mesmo o deslocamsnto das curvas

da gernlnag®o para & direlita na Figa.l.

Aocapacidacs gerninativa de Poeadoaris man Dews s oonse
tante atd %H h de envelhecimento. A viabilidade registrada
s he tempo (FE,00) n¥o diferiu significativamente de 100X
Ch = D.Rdy po= D0 3. & partdr de 143 by obmervotiese Lina
giecla acentuada do peroentual de sementes germinadas, decldi-
nio qua prossegue até a perds completa da viabilidade em
B84 b ode snvelbecinento acelerado (Tab. 2.

As  curvas o gsrminacio em S.reticulats foram cons—

truidas a partir dos resultados dosg testes obtidos apds G,

2. 4B, TE, &, 144, 1932 e 384 hores de envelbhecimento

fAw sementes de Booreddoudade nfo sostearam gualoguer bene
dEmcia a germinar mais lentamente com o aumsnto do tempo de
arvvel hecimerto. Ao contedrio, os tempos eddios de germinagiio

Flutuaram am  torng de s valor constante, indspendente o

tampo de enwvelheciboento, ndo havendo correlag®o shigndFloae
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tiva entre estas duas variavels{Tabh. 3y Fig.4: v = 0,15

a8

Fross O W8Iy s 0,414,

Tadavia observou-se uma tenddnois ao aumento da germi-
nago Tinal, apos 24 e 48 b de envelhecinenio, bem como uma
tendéncia 4 reducko do tesmpo smddio de germinac¥o nessss pe-
raodos (Tabsla 3.

Falos perfis obbidos, pode ser notada uma mamatengiio da
capracichadhs germinativa dessa espdoie atd 192 h de snvelhsol-
mento acelerade. As oscilagBes na viabilidade das sementes,
ate pste tempo, nEo s¥o significativas (Teste de Tukey sob
poow 0,05 diferenga oritice entre duas médias = 26:.230.
fipanas sob 384 b ode envelbechnento, serdfloouw-se uama reachicHo
gignificativa no percentual de sementes gerainadas (Fig. &%,

Tabwla 3.

cumiilativa final das espédcies wtiliradas demonstron uma
cpimela acentuada, oqus ooorre en 149 b ode envelheciosnto e
Peorulgaris & apenas em 3284 h para S.reficulatas (Figs. 5% e
N

& et i che ' by chez envel hecingnto, semen tes
consideradas aerminadas i P.wulgaris aprassntaram
crescimanto  andmalo de raiz e lestes de cor negra na
extrenidade das mesmas. Con 384 h de envelhecimento, o
tegunento aperssentou-se seco e guebradigo. BEm Sorediouiats
getas alteragBes s0 foras verificadas apds 144 h de

ervelhecinento acslerado.
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Tabela 33 Testes e feeminagdo de S, redticouiata Para Yérios

Taempas oe Envelhecinenbs fSoelerado.

TEMPD BE CHERMEL MG TEMP HERIO

ERVELHECTHEMTI {(h) Fimml, (%) GERMIRAGATT ()

& POL ok A, SO, B G, 5
ol GO0 I B9 GELE R B4

45 Hd, 0 o TR 2 RN S I

"
P
in

P Gl S0, 4 Sk 35,0
) a8, b 14,9 LN I |
144 S, ok BG4 Bk B

19 A0 d LELE e S A

SR L8 % S,4 AR, 0 d L, G

Obs.r Os valores reprsssntan as méddias de 2 repetiofes de

GO memin tes cada b dntervalos de confianca a B,
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F.3. Metodos Citoguimicos de fnalise

3.3.1. Phasealus vulgaris

AooodoracHs pelo &7 a pM 4,0 revelow as parsdes celula-
res coradas e seltacromdticas es bodos os tempos analisados,
Foram notadas indmeras pontuagles  n3o coradas que sugeren

LA (ML Yoo antre cdlulas vizinhas.

e

Mo odtoplasmas  Foran observados grfos de tamanho elevadn
coorados apenas gm sews limites. Circundando esses grios fo-
ram visuallzados indmeras globulos de menor tamanho gue se
aprasantaram pouon oorados, @xﬁwtg ern sta poroE o perd fded oa.

CMacleos e nuwocléolos Foram corados em azul.,

Em semenites gquiescentes, & oromalting apresentou-se mals

descompactada & os nuocldolos foram evidenciados (Fig. 73,
G o aumento do tempo de envelhecimento acelerado,  Foran
Hmtmd%ﬁ aliteragdes ao nivel do ndoleo,. com compaetac®o ores-
cente da cromating 2 aliterachbes nuclenlares. Essas altbo-
ranles ooorreran dnicialmente nos materiais envelbecidos por
Ta-Rb horas. que conbinheam poucas células com mndcleos alte-
rados (Fig. B).

foocorrE@noia dessas alterag@es avnentou ocom o avango do
tempo de eovelhecimento. Em 122 h, grande parte dmﬁ nuclaos
apresantaram indmeros segnentos cromatinicos mais compacta-
dog 8 nuecléonlos de dificil detecclo (Fig., 9). Os fenSmenos

e compactagin oromatinics acentuaramese  até o tom pay olen



Figs 7 a 10 :@: Cortes longitudinais de  cotllédones de
Poittdgaris (Fv) em varios teopos de envelbecimento acelerado
corados pelo AT & pHl 4,0.  Podem ser notadat  as paredd e
celulares coradas em tom arroxeado. No citoplasma s&o vistos
grdos ndo  corados e indmeros globulos envoltos por material
AT—positivo. Podem ser vistos ainda nacleos corados em azul.
Aumentor 10650 X, Fig. 8 Fv Ohe 0 plcleo  aprasenta-se
desconpactado e pode ser visualizado o nucléonlo (4. Fig. Bu
Fv  9&h., A cromatina apirementa algumas rm@i&@m ML 5
conpactadas (). Fig. 93 Fv 192h. O nlcleo i4 ﬁé apreersan ta

hastante alterado em relag®n  ao tempo O de envelhecinento

acelerado. Os gnvoltérios dos glabulos citoplasmdticos ainda
estd{o bastante evidentes (1) e podem ser vistos SEpacos nAo
corados na  parede, QUE  SUGRremn W 1igag$ﬁ erbre odlulas
vizinhas (4 ). Fig. 103 v 384K, O arau  de compactagio
cromatinica atinge sew madximo, @ ocorre o desaparecinento do

nucléolo (4.
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T4 hy guands a  maloria  dos nacleos  apresenbaramneoss
picnadticos @, em muitos cesos, pode ser observada a imagem
meagativa dos nucldolos Fig. 147

foodmpregnacdio pela prata seguida de  contracoloragio
pelao AT reforgou as observacles realizadas a nivel nuclear,
mostrando nucléclos mais evidentes nos tempos iniciais do
apve b cimento (Fig. 1LY &e relag®o aos  tewpos  finads
(Fig. 13). Esse método revelou ainda, em ssmentes quisscen-
Tesy W mador dmpregnacio pela prata na periferia dogs grios

ngdo corados pelo AT (Filg. 11). Essa impregnacio diminuiu em

Ba grios apresentaram esses

E284 hy, guando apenas alguns dess
aspeEchto. Aldém disso, o envelhecimento acelerado acarrealow
g chaposi oo Finamente granadlar de prats nos gldbalos cdto-
plasmabticos (Fig 132

Cortes submetidos a colorag®o pela pralta, sen oonbraoo-
lowagko, mostearan &5 paredes celulares mais evidentes, um
conteddo citoplasmatico castanho e nuoldéonlos foartementes im-
pragracdos eamn negro {(Fig 13). Com o avango do tempn de snve-—
IThewimento, as alleraoles anteriormente descritas foram oone
firmacdas e as paredes celulares tornaram-se menos suscephi-
vels & dmpregnagio (Fig.14). Qutra alteracio verificada
veste mdlodo Ffol & diminuicgio do tamanho cdas oflulas dawm se-
mentas dnvidveids (Figs. 13040,

finda para o método de impregnacio pela prata, os cor-

e sapl-finos mostraran sementes guiescentes castanho-amas

Faladas o ocom pueldolos ew enedoder bees, shambho- s ouros
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Figs. 1t e 12 ¢ Cortes lobgitodinais de cotildéddones  oe
Favalgaris (Pv) impregnados pela prata 2 contracorados pelo
AT a pH 4,0, s paredes celulares sio evidenciadas em roxo
pelo. AT, Os grios e globulos citoplasmaticos, naclsos P

cidolos estdo mais iepregrados pelac- prata.  Aumentor 430 X,

Fig. 1tz P O ho O gefos obloplasedbis

aprasenbamn regd e
impregnadas pela prata. Os onucléolos sncontram-se em negro
0 3w Fig. 12% P 384 h. & depregnaciocds gedos oitoplasmbti-
mos @ omenos evidente, assim como oz nweléclos. Ao nivel dos
alabudos do cltosol . ocorre wna deposicfo Finamsntse granulare

che prata, por todo o citoplazsma.,



Figs. 13 a 16 : Cortes de cotilddones de FPoudgards ()
impragnados pela prata.  Maocleo, citaplasma e paredes
celulares podem ser visualizados. aumentos 1050 X, Figs. 13-
14: Cortes com 8 i de @uEpessur-a. Fig. 13z Pv Oh. O conteddo
citoplasmatico apresenta-se homogeeamen Lo inmpregrnado  om
castanho, exceto ao nivel dos graos. O nuclénla, em AEQro, O
facilmente evidenciado () & os orificios dos nlasmodosnos
has paredes  celulares tanbém oo notados ($4). Fig. 14y mv
S84h. A regifo nucleolar a®o  esta  bem cdefinida @ o
citoplasma encontra-se repleto  de  deposic®es  de prala
Finamente granulares. As parades  celwlares  apresentam-se
menoa impregnadas, com uma coloragho  amarelo-acastanhada.
Fig.s 15-16: Cortes con Ou& pm  de espessura. A parades
enoontram-se  poweo impregnadas. Fig. 18 Pv  Oh,  B%ao
confirmadas  ag observaciies da Fige 13,  mostrando o
cltoplasma castanho, os grios poucs corados @ o nucléslo boo
evidente (4 ). Fig. 16z Pv  384h, s grios mitmplmmmafiaoﬁ
atmentam am  ndnero e diminuem em tamanho., Os globulos estio
menos acastanhados o & confirmade a  deposic¥o granular de
prata. ﬂ nuclénlo ainda  pode ser notado (13, mas o nacleo

mostira regites n&o impregnadas.,
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(Fig.153). Ja o material envelhecido sosbrow uama ioprascanacdo
mach o granulosa,  com o a regi®o nuelear menos iepeesgracda. D
nucienlos, quandos presentes, apresentaram-—se aparsstensnbe
meroras {(Fig. L1é&3. Observou-ss ainda uma tendinocia & dimi-—-
nuikgXo do tamanho @ aumenito do ndmero de grios pressntes no
chioplasns (Fig 15 & 182,

Corrfirmando os resul tados obtidos na colorac®o pelo AT,
a reagdo de Feulgen demnonstrow a compactag®o oromatinica com
o decorrer do envelhecimento em Povulgariz, mostrando o DNA

wy el

[ NEWEES compa clado ] sy b GELL P wr PO Tgm e

trdoials de sovelbhsoiments (Fig.l7i. Seoentss invidveis ou
envalhecldas por tempos mais prolongados (8 partir de 946 h)

Ay erane b s am cromatina  cosmparativamente mais  plondbica.

Foram observadas, adnda, cdlulas com ntolsos vacuolizados em
menor quantidade (Fig. 18). Apesar de terem sido ubtilizados
diversos Lempos tle hidralise, parfe o material
citoplasmético de P.rulgariz apresentou-se  corado - T
Syredioculata, D prasieram SE raaldeadas ohaarvagies
cancluslwag.,

s cortes corados pelo XP tiveram suas paredes celula-—
s pouco coradas es todos os tespos analizados. Oz grdos

Ao corados pelo AT tambdém nXo foram evidenciados por esta

coloragda,  enguanto gue os gldbulos citoplasmdaticos foram
intensanants corados, em contraste com oz resollbados anbe-

RO R,



s

igs. e 5 Ayrtesn ce cotilédones de P.vulfaoaris Py 3
Fig 17 1B ot J cotiléd 1 # £ {Fvd

submetidos & Feagdo de Feulgen. Nota-se uma fraca coloragdo
de todo o corte, esxceto na regilio do nicles.  Aumento
1050 X.Fig. 17 Fry Cr fe. £ cromatina grcontra-se
desconpactada e pode ser observada a  imagem negativa oo
nucléole (4. Fig. 18: Pv 384 k1. Fode ser notada oms ma o

conpactaco da cromatina @ uma watuoliragio da mesma (41,



Cortes de sementes guiescentes revelaram wn conteddo

AP -positivo be

tante hosogénen e integro (Fig.l19). A partie
de 72 h de snvelhecimento, o wmaterial corade adouire um as-—
pecto mals globular, com uma distribulclo menos homogEnea.
Fuderam ainda ser notados desarranios do material citoplas-
matioo o dnterior das odlulas (Fig.e0). Ll

A alteraclies  no material, a  partiv: de 72 -k de
envalhecisento, s acentuaram, principalments  no gue . diz
respeito ao desarranio citoplasmitico (Fig.21), culminando
com profundass. alteracles gue sugerem, inclusive, a perda de
material corado nas sementes com o 384 hode envelhecimento
AR gL E2 .

O uso do ferrdcianeto de potdssio e oloveto Péeeioo mee
valow, am todos os tespos. analisados, uma colorag®o azul-ase
verdeada mos nesmnos locals evidenciados pelo XP, com um ldi-
geiro aumsnto na intensidade de coloracio a partirc de 144 k
de - envelhecimento., , Da mesma forma gue nos métodos  an-
taeriores, o5 grios citoplasmaticos n@o foram corados. O aue
marho no nunero o destes grios e & diminuicHo e@m . sew tamanho
tornaram—se mals evidentas com o uso deste sdtodo (Figs. 23
R

Cortes submetidos & coloracio pelo reative de Schiff
samn prévia oxidacio pelo dcido periddico, praticamente n3e

foram corados (Fig.25). Entretanto, os grivs ol toplasmdticos



Figs. 19 a 22 : Cortes longitudinais de  coltilédones de
Fowtddgaris (V) em varios tempos de envelhecimento acelerado
corados pelo X oa pH 2,6. A paredes celulares encontean-se
pouco coradas. 0 conteddo globular do oitoplasma apresen ta-
s covado  em vermelho, em contraste aos grios Kitryeagpabi v,
Aumento 43¢ X, Fig. 1%9: Pv 0h. Mota-se um paderXo homog@neo
de coloragfio e os  citoplasmas apresentam-se integros, Fig.
208 Pv 72h. 0 material corado  encontra-se menos inteqrm &
som aspecto mais globular am il Las cédlulas (4 ).
Fig. 21: Pv 144h. 0 paderXo notado nas colulas com 72 horas
de envelhecimento  se acentua, aumentando as  rupturas o
material ol toplasmatico caorado. Fig. 22y v 384k, 0
desarranio do  material citoplasmdtico corado atings o seu
grau maximo, com wna aparente  reducfo na guantidade de
material corado, alén das  rupturas notadas  nos termnpsos

anteriores,






Cortes

Figs. 235 & 24 tilédones de P.ralgariz (Fv)

cloreton fér—

o pelo ferriciansto de potéssio s

ol

As paredes celulares sHo pouco coradas, assim como os

el Abilo

toplasdia. A0 i

[ R B

g

BN AR LIRS Jearda TENR e FRUAEY hos g

aloracio awul-

e &

v EB4 he Pode ser notado

Fig. 23: v O h, Fig. 24:

um aumanto no ndmero de grios n¥o corados e ums diminuicHo

et Lamanho (4).
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Figs. 25 a 28 @ Cortes de cotilédones de P lgar i (Fv)
apos método do FAS. Aumentos 420 X. Fig. 23; Controle.
material (n¥Xo envelhecido) n¥o sofreu oxidagXo prévia pelo
Acido perlddico. Fraticamante nfo  sWo notadas  estraturas
covadas. Fig.s 26 a 283 Foden  ser visualizadas as pavedas
colulares, os Qrios el toplasmdticos intensamente corados ey
am menor  intensidade, os gldabulos que apresentan um agpecto
homog@neo. Fig. 261 v Oh. O material eltoplasmdtico
aprasenta coloracgo dntensay salientando os grios de malor
tamanho. Fig. 27 v 96h. aspecto senelhante, con o material
granular  menos corado. Corles tangenciais  das paredes
colocan @n  evid@noia intmeros orificios por onde passan OB
plasmosdesnos (k). Fig. 28z Fv Inah. As aodificagiies notadas
nos tempos  anteriores sXo salientadas. Motam-se gréos  do

menor tamanho @ o restante do ci boplasma mencs corado .






Figs. 29 a 32 @ Oortes de cotilédones de Fottdloaris (vl em
varios tempos  de envelhecimento acelerado, abserwvados am
microscopio de ﬁmlarizagﬁmﬂ com O polarizador e analisador
crutados. Mota-se a birrFefring@ncia das parsdes celulares e
o formato em cruz de nalta dos gr¥os de amideo. Fica evidendts
wma reducfo gradual no tamanho destos grXos, concomnktants ao
aumento da  gquanitidade dos  MeEMOS, PrOCRsB0 gQuUe 80 irvieia a
partir de 72h de envelhacimento avelerado. Aumentos 420 X.

Fig. 293 Fv Ohy Fig. 301 Fv Zahy Fig. 31: Pv 9&hy Fig. 3au

Py S8






Figs. 33 a 3& @ Cortes Longi tudinais de cotilédones de

Soragtlfoulata (5r) corados pelo AT a  pi 4.0. Au  paredes

celulares apresentan-se coradas om tom arroxeado. 0 material

citoplasmdtico apresenta—-se arul-esverdoeads, circundado [Rlil

envaltdrio corado  em azul () & contendo indmeros o dEn ) o

vepdes, Mot a-- s O nacleo e nooléolo corados am azul

(1)“ Aumentos 1050 X. Fig. 33r &9 Ohy Fig. 34r S 96h 3 Fig.

335 By 1%2hy; Fig. 3&: S 384h.






PR g. 3P0 Qom0 avango oo tespo de snvelhecimento acelarado

mhamrvmumﬁé e aumento no tamanho desses glabulos intensa-
3

men e dmpregnados (Fig. 58

M odmpregraciio pels prata ndo Ffol muito sficisnte na do-
teogde das paredes celulares, principalmente em  senenies
grudisscentes ow ocom benpos menores de sovelheoisento,

Em sementes guiescentes, o conteddo citoplasmatico im—
pregrow-se e Forma madis homogBnea,  apresentando alogumas
porrtuagiies mails intensas. 0 ndocleos apresentaram—sse caszta-
nhas @ os nucléolos em negro. as cdlulas dos feixes de
floema tiveram seu conteddo citopléismatico menos impregnado
do gue as células do par@nguima dos cotilddones (Fig.3%91.
Apds 384 h, o conteddo citoplasmatico tornou-se mails

globular & heterogéneo, dificultando a visualizaci#o dos

povelaos @ nuocldolos (Fig.40).

Mos oortes seni-Finos as paredes celulares Foram visua-
tizadas mals facilmente, a despeito de sua baixa impregna-
pHo.  Sementes quiescentes apresentaram citoplasma consti-
Twido por gldbulos dopragnados de forma homogBnea, Cuios e
voltorios foram corados pelo AT. Ocorrem dois tipos de Ly
gquencs grinulos no intericr destes glébulos: grianulos n3o

LS

anados paela prata e grénulos  dimpregnados  sm FIECIE 0y

s o

o

tes 0l Linos DhEn RENoR Pumerosos. O nooleos ADFEEET

a6

castanhos & os nuoldédolos en negro (Filg.41).



Figs., 37 & 38 31 (Cort Longitudinais de  ootilédones  de
Sk deandada (S submetidos & dopregqraci o pela prata @ oone
tracorados pela AT a pH 4,0, Notam-se ag paredes celulares
gais coradse  pelo AT & o conteddo celular  impragnado.
{%L.imf::erjtm: 1080 X, Fig. 37: & Oh. Material citoplasmatico
Foarmaricdo e o el L dos R s P e Am pend &
prata( Y.Fig. 38: 8r 384h. O tamanho dos globulos aumenta e

A dnteEsnsa Lmprscra cornhinus e iolenhe




Figs. 39 a 42 : Cortes de cotiléddones de S, redtioulata ()
slibmetidos & impregnacfo  pela  prate. Aumentor 1050 X,
Figs. 39-40: Covtes com 8 Hmode espessura, Fig. 39 S Oh. O
conteddo ol toplasndtico apvem@ntawmﬁ_@m castanho  intenso,
com o aspecto homogénen o  a presenca  de  grdnulos  mais
impregnados. O nleleos e Machlénlos, mais evidenltes, podem
#eEr vistos oo diversas ocelulas (4, em contraste A falta de
impregnagio ao nivel de paredes celulares., Células do feixe
vascular do flosma aparecen em anarelo-acastanhado (3, Fig.
40: 8 B84h., A paredes celulares  estdo fracamen te
amargladas, o  contedda citoplasmdtico apresenta-se mais
globular e lopregnado diferentemente, ot nueléonlos ainda sNo
vizualizados ( ), Figs. 41 e 47: Cortes com acr o pum gle
S e LI A " Fig. 4Lz G Oha  Os  graos ciltoplasmdticos
apresentam seus  envol tdrios menos tmpregnados o  diversos
granulos em negro (A ) on AXo sEnsiveils a0 método (4.
Macleos e nucldéolos tambdm evidenciados ¢ 4 ). Fig. 42» 8¢
S84, N haeterogeneidade da impregnagcdo  pode ser melhor
notada do gue na Fige 40. O ndmero de Ggrios neqros aumenta,

@ aqueles ndo sensiveis A im pregnacdo  aparentemsente estio

menog abundantes. Torna-se dificil a observacfo de nocleos e

nucldolos.






A partir de 144 v, podes ser notadas alteraches  an

navael dos glidbulos cltoplasmdticos, gue se tornam salores,

impregnados de Fforma meds dntense e halerogdnes. s peogusnos
grinulos  deltectados  nas  seeenles  guiescsnbtes  tambdm  se
alteram com o envelhecimento., 0 grinulos ndoc impregnados
pravreasn ddmdinuwie an nGmEro, enguanto gue os demadls tornameae
madores & mals nueerosos (Fig.a42%.

O pachr®o de cmlmragﬁmlmhtidm el XKEoa opk 2% Fol soene-
Iharcte accenaontrado sm Foacdgeriz, ou seia: paredes celula-

prffo coradas & wm conbedods dntensements vermelho.
bementes de S.reticulata n¥o envelhecidas apresentaram
0 pmterial APepositivo mals hosogineo, reforcando o resual-
tados obtidos pela prata (Fig.43). Com o avango do snvel hee
cimento, este material torna-se mais globular, com uma apa-

shomen b

crentae dimindug®o na dotensidade da colorag®o. O apare
de. granulos ndo corados aumenta & partir de 144 h de senve-

Lhecimento (Figs.dd-day. Mo intevior dos 5 & delectada a

cpresenca de material XFepositivo com formato globular e as—
proeto homogeEnen, mesno nos tempos de envelhscimenta mals
prochongados (Fig.d4), S

0 tratamento com ferricianeto e potdssio e clioreto
férrico revelou a presenga de material azul-esverdeado no
interior dos feixes vasculares do floema e, praticamente,
nenhuma  coloraciio ao nivel das paredes celulares e de
glabulos oitoplasmdticos, e todos os tespos  analisacdos,

sroato am 334 b ode snvelheoisnsnto. Meste clesmpo, & madoria



Figs. 43 a 46 : Cortes 1mngitudinai$ ce oobdlddones e
Sopetiowdata (80)  corados pelo XPoa  pM 2.6, A paredes
celulares encontran-ss  pouco coradas, em contraste oom O
conteddo citoplasmdtico, bastants corado. O aspecto deste
material & mais homog@neo naes sementes gquiescentes (Fig.43)
Com o aumento do  btempo  de  envelheoimento  acelerado o
contetdo citoplasmdtico passa a apresentar um aspecto mais
granular., Aumen bon 1050 X Fig. 44y i 7iahg
Fig. 43: &¢ 192h 3Fig. 46r SHr  384h, HMota-se wuma  menor
intensidade de colorag®o emn  relag®o aos lespos indiciais de
envelhecisento. Mo dnterdior dos vasos  pode  ser  notado
material de aspecto homogé@neo & intensamente corado, com

farmats globular (Figs. 43 e 44).
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Figs. 47 & 48 : Cortes de cotllédonss de S.reticulata (8r)
apds redugdoc pelo ferricianesto de potassio ¢ oloreto féee
Fiee. Aumentos 10350 X, Fig. 47: Sr O h. Nota-se a ausincia
de coloraco em todas as cédlulas, sxceto nas do feiuve do
floema {(F), & uma leve coloracio verde-azulada ao nivel das
paredas celulares 8 dos grinulos citoplasmaticos. Fig. 48
Hr 384 h. 0 conteldo da mailor parte des c@lulas Corou-se em

wercle-arulado,



das cdlulas de reserva do pardnguima passam s apresentar o

mamms padrio de coloracio esnoontrado nas células do feiue
vasoular oo Flosma (Figs.47 & 4871,

Cortes cotiledonares de S.rgticuiata, submetidos & co-
lovracio pelo reativoe de Schiff, sen prévia oxidaclo pelo
acido periddico, praticamente n¥o foram corados (Fig. 4%).
Foram evidenoiados por este mébodo as paredes oelulares, o
Caew bemiod o chboplasmd i oo, alem e LOGRErOE @ DECUSnOE
gridmilos PadS-postbives de colorecio mais dntensa pas cdlulas

sl ig. B0, Com %94 h de envelhaoinern o

gidnudosn (Fig. S13.4

observoe-se wm aumeEnto no ndanera dess
pal-bir de 144 by, Floow ewidente o awmsnto no Lamanho sofeldo
FHR)

Cpor gstes grdEnulos FAS-positivos (Fig. B2,

3.4. MNamero de grios de amido por célula de P.vulgaris

B conitagen do ndmero de grios de amido por célula con-
firmouw o aumento dos mesmos revelado pelos métodos citooud-
micos, durante o shvelbecimento. Em sementes quisscentes o
nomero mdodio de gr¥os por célulea foi de 6,48, Fste valor
adimanta  assintoblicamente oo o tempo  de sovelheoimen bo
acelerado, tendendo a cerca de 12 ge@ios’ cdlula nos altimos
tampos do bratamnen o

D factoy, convertidos em seus logardtmos, o ndmero meédio

che grr#Foes o amido apresenta uma significativa correlagio com

e rnan oy

o bempo de enwvelhsolmento Or o= 00888 p 0 G000y Fig 853D
i ! ; . i



Fig.s 49 a 52 1 Cortes Jlongltudinais de  cotilédones de
Sereticulatae ($r)  submelidas & reagdo do PAS. Aumentos 1050
X+ Fig. 4% Controle. 0O material (n®%o envelhecido) nido
e il 11 oxidagEo Bl a pelo Acido perd i oo, ERYetw

aprasaentando afinidade palo rerativeo de Sehilff.

o
e

Fig. 350y o Oh, Motam-se  as paredss & o conteddo
citoplasmdtico corados em  magenta, aldm da  presenca de
algunsg peguenos grianulos FAS-positivos de coloragRo intensa
(A}« Fig. 5Ly 8r 926h. As estruturas evidenciadas no tempo O
h se  mantiim, mas o namero de grinulos aumenta. Fig. 521 $-

1ddh. Fica evidente o aumento am tamanho sofrido pelos grios

FAS-positivo a partir desse tempo.
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Z.5. Métodos Bioguimicos de andlise

3.0.1. Dosagem de amido
e resultados  obtidos nes deosagens  de  amido em
Forulgaris sncoontram-—se descritos na Tebela 4. En semsntes
cpilescentes, #ssa reserva represents cerca de S51¥Y da massa
de matdéria fresce (FF) 8 cerce de 587% da masisa de matéria
seca  (FHEY. Esses valores sofreram  peguenss  alteraglies
durante o envelbeoioento acelerado, no e die respedto &

de matédria seca, abtingincdo sm 389 R 53K, o oue pEo

i
difere significativamsnte de Pv O h (Tabegla 4 sobraposigio
chovs dntervalos de conflanga a 55,

o S.redroulada Yol detectads ama peguena guantidade de
amido en senentes guiescentes, mmwr@ﬁpwmm@ﬁd# a S-AH% de suas
mansag Jde matéria fresca ow seca. 0 teor de amido sofre
ool lag®es durante o envelhecimnento acelerado, atingido 7 8%
da massa ode matéria seca em 284 b, o gue  também nHo

reprasanta LA o Lferenga signiticativa T el anio i

samen tes guiescentes (Tabela S5,

3.5.2. Dosagem de Proteinas
Fem dosagens da o protedna total de Feesddondiads, em Lodos
ot Tepas Jde envel beoimsnto sanalisados, enoontramess na

tabela & Sementes aguiescentes apressnlan 4,495 de proledinas

solioveis em MalH Q. IM em relagdo a sua meatdria seos,
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Tabela T: Teor de amido em cotilddones de SN redioufats sob
varios  tampos de o envelbeciaeen o acslerado Csmooan
cha aimciolo oy g de massa secar. EsbtEo dncihoados os

Limdtes doteriores & superiores dos  intervalos de

contfianga a 0% (Laf. & LS., respectivamsiled.,

TEFH) BE TEOR  DE AMIbO FHTERYALO DE  LDONETAMGA

FRIVEL MECTMENTO Camg g ) T I oot

(h

O Bh.ah AL 0F LAy
el P L& g, L0 1aE . 94
w4 LaE.a7 138,80 L& EE
PE 5904 IR 25,005
) B A .04 LEE L BA

444 R G5 1L R F)
17% B, 34 . gy 118,85

sl 78,01 AL I 0 PO &5




S8 de enwvel hecimsnto s

sl a0 aprssentar Yodd de protedinag
oooue nEe represents um aumento significativo desta reserva
Ccovn o avangoe do tempo de envelbaobosnto.

Os resultados da dosagem do material protéico soldvel

et Pl QL 2N encontram—se nas Taboela 7 e 8

Em Poaddgariy, esta fragio proteédca reoresenta cerca de

ShAE da wassa de smabdris seca. Com oo passare do leepo de envee

IThecimento, ocorrew wun decréscimo do material proteico gue

acentuou em 384 b, guando a semente apgresentow 24% de
proteina em relagdo 4 massa de matéria ssca (Tabela 7), o
cpder i feriu significativamente da concenltragdo de protedna

las semen tes i L g

ey bevs (ndo sobreposi oo dos intervalos de
contianga & S5,

SGementes guilescentes de S.reticulata apresentaram 2,5%
de proteinas soldvels em Nall. Dom o decorrer do btesmpo de
gnvelheoiaents hid wmse oscilaglo nos valores obtidos, em
geptral  com valores prdelsos o mEnores o o tempo dndoial .
Sementas de Se 384 h oapressntaram 2,1% de proteinas (Tabela
B8, @ ogue  ndEo diferiu da concentragic nas  sementes

quissoenhtes.
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Tabela 7: Teor de protednas soldveis emn Mall en ootildédonss
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Tabela 8: Teor de proteinas soldvels en Malll em colildédonss
de S.retioefatas sob wavrios tempos de envelheocinen-
to acelevado Cem omg e protedna por g ode massa
ws@oal. Estdo  dndicados  os Limdtes dnferiores e
superiores dos intervalos  de confianga a B (L.1.

Loy respeotivaner e,

TEMFDG DL TR D IMTERVALEG DE CONF LAMLA

E AL T LTS FROTE LR T Lot

foey
A

(v (g op )

0 2% a 00 2.0 30 W0
P L. Pl 17,590
{3 17,28 LLW7FAG PR T
i aaER 8.0 ASt. 258
P 25 .90 ' L, b8 L ) )

134 Lah O Pt AR 1)
1 RS SE.01 SN
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5:.8.5. Caracterizagido do material protéico

D oresultados da PAGE-SDE a L8, 5%, contando ou n#flo tame
pEn redutor das protednss cobtiledonares de Porulgarizs e
Aaepwbdoudada  soldveds em Malll Gy 2y, OO TIAmeEE Mas

Fihgparas 8 oo BE,

res encontra-se em L, onde sX¥o detectadas 4 bandas distin—
tas, sendo a priseire  correspondente & fosforilase b
CPML YL A007y & segunda refere-se & albuming  howvina
CEFMLAG OO0y a terosiva, ovalbumina (PG5, 000Y & a quarts &
a banda da anidease carbdnios (PML2Y.000). A banda da da soe
raalbumins bovina  pura  sncontra-sze  em 10 {fexeeho na
Fag. 591,

MAs amdstras de £ oa 9 referem-se A extraces das
g e d nas men Lol s 3T B LG H G salina ol meamay b
arpve ] heoidas por Oy 24, 48, Y2, P4, a4, LPE e 3EG b

#a eletroforese com tampio redutor do material protéico
the Forudgeris vravelow um Toxbad oe 09 bandas distintas, ao

passn gus  guando fol usado tamp3o n3o redutor, apenas 13

Bandas Foram delectedas (Fig. % @ 5%,
Em todos os tempos analisados sio notadas tr8s bandas

bewn sscioden tes, con pesos aolecular

variando  entreg  44-
HL.000,. Dulra banda de destague localiza-sg na regilio de
SO, HEo observadss adnda algpamas andas com pEson

moleouiares variando enlere 927,000,



ot

om o avanoo no btempo de snvelhecimento observar-se, de

forma geral, uma diminuicdo no tamanho da banda de 61,000 @

uma tend@ncia de desaparacimento das bandas de 9 00,
Fode-se detectar ainda o aparecimento, a partiy de 24 h, de
Alguman bandas enbers AP-80 2D (Fig. B4,

Em F.rulgeriz ocom 144 h de envelhecimesnto acelsrado
houwve A Fformacdo de uma banda com PP ode 20 KD, tanto em

1

Tampdo rvecdwbor oomo em tampo nfo redotor, e uma evidente

diminuigido das bandas de M malores gue &6 B, Nos tempos

t4

at

seguintes (192 e 3840 esss banda de Z0KD ndo pode ser notatla

(Fig, Sd-55%1,
Em Le.redticuiata, & FPABE-BDE apresentou bandas bastantie
aemslhantes com tampHo reduator (10 bandas distintas) &, com

tampin nEo reductor, Fforam detscobadas 9 bandass (Figs, Hd e

577 .

Coom o el hecdmnento obssrvou-se a diminuwlo®o da dnlen-
widache de coloracHo de todss as bandas, oculeainando oom o e
saparecimento de algunas delas, com por edsenplo & banda de
S5, 0000 e aguelas coan peso molecoular entre @6.500 o 10000

CF e NS0



Fig. 54z SDE-PAC (12,3% de acrilamida) com ftampio re-
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Fig. 33z SDE-FABE (12,8% de acrilamida) com tampd3o ni3o
redutor das apostras de probeines de semsnte

M.

de P.rulgaris
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Fig. Sé: LBDRE-PAGE (12Z2,8% de acrilamidald com bampio re-

s bes de S.reticulata
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Coloracdo pelo Coomassie bBluas.
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4. DISCUSSAD

4.1. Berminag¥o
G curvas de germinacio de ambas as espdcies mostraram
o paderEo geral de snvelhecisnento de sementes. Dodcdialmentes
vl i floa-se wn alraso na germinagfo, normaloente associado A
parda de vigor. Emowna segunda fase, observa-se una redugfo
no nduners o sementes gue germinam, atd gue a viabilidade do
lote se aproxime de O% ( HARRIMGETOM, 1978 VILLIERS, 1983%).

De Fatoy, o aumento  no tenpo sddio de germinagio (THG)

da Poradgaris, oom o tempo de envelbhecinento acelerado, esid
e acordo com vesul tados obtidos com esta espécie sob diver
man oondiglies de envelheoinento (GRAOMGE, 19808 FPaANDEY, 198%ag

L98%hy . DE

L OARLITLS (1987) . demonstrow para  sementes  de
trigo  (Fridiocum Chureany  cpue o aumento o THE com o
spvver ] b odman to @sdtd  assoclado a  alterag®es fieioldgicas e
Miogudmnicas, sendo  a relagfio 30 estreita gue este auwtor
reconenda a utilizagio do  THE como  dindice de gualidade de
wamen tes .,

Entre as  alteragiies assocladas ao atraso na germinagio
estdo a  perda de  vigor, reduc®o da taxa metabdlica, danos
nas menbranas, alleragies e degenerac®o das  radiculas o
plantulas (HARRINGTON, 19P73p GRANGE , 19803 DELL  OGUTLA, 18
FARBEY  L98%ay  19890) .

An primgiras 24 b ode envelhecinento acelerado parecem

tar o efeltao aposla, admenstando a velocidads de germinagio.



Tal resultado  poderia ser expliceado pela alta umidade & gue
wdn sulmvetidas ad senentes, levando a uma aceleragfo inicial
da atividade das enzimas pré-edistentes A MESNAS & Seus
processos metabd i cos

Tambdm & pervca de viabilidade das sementes de
Fowvadgaris seguin o padirdo  geral descorito  por HARRINGTON
(19788 uma  manutengico dniclal da capacidade gersminativa,
saguida de uma reducio acentuada a partiv de wm certo Lampo
cey snvelbeoimento. A gueda  muito heasca na viabdlidade do

lote eoludado com o avanco do envelhecimento reflete a sua
W

grade homogensicdads.,

Dados da literabtura dndd cam gue en P.oralgaris o tratas
manto doas  semenles a 49900 e 100X de umidade relativa, por
78 he @ sutficiente para reduzir sua viabddiddace (DELOGUCHE &
BASKIM, 19735 MaEDA et aliid, L1980 LOPES, 1990). Mo entanto

esta variedade de feiifo nEo apresentou gueda de viabilidade

com 72 h de envelbecisento, nas condig@es oitadas acima, e
teve sua  gerninagfo totalmente dndbide apenas com S84 b de
anvelhecinsen to. Apesar desses resulltados seren aparen bamnen e
conflitantes, deve-ag  levar em considerago gque J4 com 72 h
ooorre win o atraso na gaerminag®o, dndicando redugEo de vigor
dessas s L.

Sereticudala nostrow-se  mads resistente  ao envelheoi-
men ko acelerado,  sob todos  os aspectos. 0 tempo mddio de

germninag®o destea espdoie nRo mostra tend@ncia a aumenltar oom



d)

o tempo  de envelhscimento, & a viabilidade s registra uma
guada significativa com 384 h de envelhscimento.

Sendo S.rreticulatas wha espédole amazdnica, tais resal ta-
dos e¥do  compresensivels. as condiglies do teste de envelhsoi-
mento acelerado estio prdximas das condicies gque as sementes
entrantam en sew anbiente natural.

A populacEo e semnen b ﬂmﬁtﬁ apdcle mostrow ainda ama
grands varifinclia nos pardmetros de germinago, o gue se ma-
nifesta na  maior amplituds  dos dintervalos de confianga da
viabilidade @ THE. Pela mesme razdo, a queda de viabllidade
com o tenpo aostrow-se mals suave gue em Pooeadogar iy,

Em ambas a8 espdoien o orescimento anormal e as lesfes
na radicula  dodican & perda do o vigoe, sendo sintomas doo ene
verl hecimento dessas semendes. Sesentes dnvidveils de fei ido
anvelhecidas natwralmente Loambda apresentaram tegumento mals
ressecado @ quebradigo confirmando os resultados obtidos por

LOPES (1990).

4.2. Andlise do material "in situ®

4.2.1. Radicals ani&nicos 2 nlicleo
0 azul  de toluwiding & wm corante basico gque possul ras
dicais MH=*  Llivres, sendo wtilizado em coloragiies de mate-
riails histoldgicos, e solugles  owias faixas de pH oscllam
antrs £ & 11-12. & pH 4,0, & pegquend o ndmsro de radicals

carboxila presentes nas profedinas gque se encontram desproto-
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mados. Moo santanto, ﬁmﬁte pHy radicals fostfato, presentes nos
foddos nuocldicos, @« radicads suwifato e carboxila, presentes
nos polissacarideos doddos, sdo  corados pelo AT (LIS0ON,
19608 PEARSE, 1941).

Liman ouwbra caraclteraistica do azul de toluwiding & o fend-
g da aelacronasia. A setacromasia & win evento Jgue se ca-
racteriza por um abaixamento no pico  de absorg®o  das soe
lugiies dense corante (hipooromismo), g concen teagfios
maiores do gue LO7®PM,  ouwdio pico de absorg®o & de &2%8nm e
formagdo de um novo pioo de absorgio em comprinentos de onda
menores (efeito  hipsocrdmico). Mos  cortes, esse efeito
acorrs devido a am aumento na  disponibilideade de radicais
anidnicos & malor  proximidade  dos  omessos no substrato,
posslbilitando a dnteragdo entre  as moldéculas  planares do
ATy smendo necessdria wna  maior energlia  para a exitagdo de
saus elétrons (VIDal., 1987).

As paredes celulares gquando coradas pelo AT apeesen taun-
we meltacromdticas devido & presenga de  radicads anidnicos
nas substincias pécticas ( LISON, 19405 PESMRSE, 1941).

SGonentes de  Foeadgards e Sereticulfadas, em todos  os
tempos de  envelhecimento acelerado  analisados aproesentaram
parades celulares metacromdlicas. Emta meataciromasia
aparentemente ndEo se  alterou durante todo o perdodo
analizado, sugerindn que o envelhecieeto acalerado  por no
maximo 384 hy, nWo  promoved & ndvel da paredey, liberagio de

grupamaentos anidnlcos  prdedinos como 34 Tol descorito para &



germinacio e senentes de Glvoine max (CORTELAZZO & VIiDal .in
press), esporos  de Ovathea delgsdiy  (RONDI et alii, in
prass) & durante a germinagio de Oarevalis ensiformis e
Canavalia gladiata (CORTELAZZO, 1989 & sementes de feiido
submetidas ao envelhecimento natural por 21 a 40 meses
CLOHPES 1990 .,

Mcleos o nucléalos tambdém  Foram corados  pelo a7 a
pl 4,0, devido 4 presenga de radicails fosfato no DRHA maclsas
e fpMd nucleolar. EBsse oétodo mostroue-se eficiente  para
demmstrar  as alteragies  nucleares  decorrentes  do
envelhecimento acelerado, CILEE 66 caraclterlzaram prela
compactacdo oromatinica e degengrag®o do nuoldola,

& reagEn de Feulgen @ uma  reacgiio sepecifica  para  a
geteogio de  DMa, tendo  sido realizada com o obdetive de
confirmar o  resul tados oblidos  ocom o AT a pH 4,0 a nivel
nuclears Esta  reagio envolve, em  wme priesicre etapa, a
hidedlise dcida, gque remove o RO & as Dases pludcas do DAL
Com & formag®o do doido apurinico, o material ¢ tratado com
o peativo  de Schiff, tendo enldo  seu grupo oeomeford o
restabelecido  devido a presence  dos  radicals  carbonila
CHELLO & YIDal., 19780,

Com o avango de tempo de envelhecinento, em F.oealgaris,
abservou-se a  compactagfo orescents  de oromatina. Sementes
invidveds apresentaram ndoleos com  cromatina vacouolizada o
nacleos plondbioos am maior nimero. Estas alteragiies nuclea-

Fes sviain sendo relacionadas com a morte celular de tecidos om
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necross (SANCHES-LUCAS , RN S -

spers Tendtipos também Fforam

detectados em meristena radicular de gnbriffes de alface sub-
meatidos ac  envelhecieoento acelerado & 3020 ¢ L35 de umidade
por 4 gemanas (VILLIERS, 1983), cotildédones de sementes de
Cavauead fa ensiFormisz ¢ Canavalds gladiata quando da sua ab-
olsdo na planta dovem(CORTELAZZO,  19839) & em sementesn de
Fowvillgaris  dwrante  envelhecimento natural  por 40 meses
(LOFES, 1990).

Taecidos animais submnetidos & vdrios tipos de estresse,
tads como,  chogue térmico, agdo de metals ﬁﬁ”iﬂmﬁq Fadiagdn
gama & dedum tambdm apresentaram alleragles no graun de com-
pactagfo cromatinica, fendmena de vacuollzac®o ¢ presenga de
nocleos plondticos (MELLO, 198973 DANTAE, 1990).

2y

A dapregnagio pela prata @ uma  tdonica que vem sendo

amplamente wtilizada ne andlise ol trasstrutural e od togud-
mica e Paalénlos “h tecldos animais © wveagetais

(RISUERD et alii, 19763 19825 ROURC

s et o alli, A9 PY3
HERMAMDEZ-~-VERDUM, 1983, Entretanto, ainda nEo estd bemn o

tabelecida & correlagio existente entre a deposiclo de prata
o0 ¢3mnﬁ5nmntmm nualealares envolvidos. Uma hipotese & de
gque os  dong prata dnteragen com grupos carboxila de proted-
nas  Nn&o histénicas (ROURGECOTS et alii, 1979) ou  com
Pt dnas Fosmforiladas presen tes Mnas partioulas e
Fibonucleaprotednas (MEDIMA et alii, 1989). De qgualguer
mado, e@std bem estabelecido gue a prata lige—se a dois tipos

de proteinas n¥o hist8nicas nos ndoleos  dnterfasicos: uama



g0

assoocoada com segmentos de DMA- da oromating descondensada
oulra agsociada  com o precursor elbossomnal (MEDINMA et alili,
196860 .

{3 adtode de dimpregnagiio pela prata ndo se mostrow PE0
especiflco para G5 machéolos coamd  ocoarre am regifes
meristendticas de  wirdas plantas (FERMAMDEZ-GOMES of aliiy
1985 MEDINS et alii, 1983p 19845 MARTIMN @1 alii, 1989,

(o

metodalogia tem- g ey trad o e x Liemanen Lo abil,
inclusive 18 detecgiio ol griEmolos cher iy
(ribonucleoproteinas ribossonals) na matriz  nuclear, O que
denota swa  especlficidade para a regifo nueleolar. tanto ao
nivel de microscopia de luz guanto de microscopia sletrdnica
CHEDIMA et alii, 1989). Aldm disso, o fixador atilizado @ os
tempos das diversas etapas  Jdests adtodo  foran agueles I8
patabelecidos pelo grupo de  pesquisadorss que dessnvolvew
esta metodologla STOCKERT et alil, 196%,3 FERNAOMDEZL-GOMES
et alii, 19693,

Os resul tados obtidos, aparentemente conflitantes com o
acima  expostos,  poden  ser  devido ao tipo de material
presente nas semenles, com uama grande guantidade de radicais
fosfato assoociados Ag o purotednas te  reserva  Ou Mmesng

[ g

arvtas nos Fitatos  acunulados no citoplasoa, o que
poderia Justificar A hmpregnagio obtida nessa  regildo
(FERMANDEZ-GOMES, comunicagdio pessoall).

Cortes seni-finos de sementes de felldfo, submetidas ao

envelhwolnento acelerado,  revelaram uma aparente disminuigdo



o tamanho dos nucledlos, o gue taambdm fFol detechtado em od-
Lulas do  edxo embriondrio  de sementes de alface (VILLEERS,
L9a5) . Mo foil possivel detectar a presenca dos nucledlos en
cortes com B oum de aspessuwra, devido & forte dspregnacio dm
materdial citoplasmdtico.

fls nucledlos tambdn foram dectados em cortes seai-finos
e sementes  guisscentes de S.reticulata, nfo sendo possivel
dutactd-los apds 384 h de envelhecimento, devido ac tamanho
&  aspeoto s corpos probéloos que chicfd cul taram &
identificagdo do ntcles. Mo entanto, & coloracg®o pelo AT
Favelow nucléonlos dntegros em  todos os  lempos analisados,
demnonstrando que & ndvel cltogudmi oo essa  orgenela parece
n&o sofrer alteragies decorrentes dJdo envelbecimento  atéd o

tempo agud analisado.
4.2.2. Polissacarideaos

Ma reagdio do P&, o dcido periddico oxide hidroxilas de
carbonos vicinais de polissacarddecs newtros, rompendo & Li-
gagdo entre o mesmnos @ produzinds 2 radicais carbonila
CFEARSBE , 19461)  gue se ligam ao reativo de Schiff atravées de
Ligag@es covalentes (FELLDOD & VIDAL, 1978).

Bm Fewdgarizy, os indeeros grinslos de elevado tamanho,
n&n corados palo AT é X, foram intensamente evidenclados
pala reagfo  do FAS,  podendo-se concluir tratar-se de grios

i amidao.
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Um outro modo de se conprovar a natureza quimica dossas

.

granulos PaS-positivos & atraves de sua andlise a0 miorosos-
pLo de polarizagio. Mos griios de anido, as noldoulas de ami-
lose & amilopectina disp@em-se de forea circular a partir de
um centro de nucleagdo.  Essa disposico  far com gue essos
grios apresenten-se birrefringentes ¢ com wn aspechto carace
teristico de  "orwr de malla® guando observados ao alorosode-
pio de  polarizag®o com  analisador o polarizador oruzados
(VDAL & MELLO, L9873

Tambén foi possivel detectar a natwreza polissacaridica
desses grios através do odtodo de  dmpregnacgio pela prata,
wiha vz gque A reducdo dos dons AgT w consequents pree
cipitagdo de  prata metdlica {(4g?) pode-se  dar a0 nivel de
radicats vic-glicdis (ﬁﬁLLYﬁﬁnr 197Gy VELICAN & VELICAN,
1978 O gr¥os de  amido apresentam-se mals impregnados na
HULA por e &0 periférica @m sieimet L uLes e tes,
possivelnente, devido a maior facilidade de penetragfo dos
dong AT, O envelhacinento  acarreta tma h@nmr impregnacio,
aparentenente difiowl tando a penetragfo da prata.

A andlise  ao aloroscipio de polarizacfo  também  veio
contirnar & natuwreza gquimnica desses granulos @ o sBw awnen to
g e @ dimdnuwi o en tamanho com o avango do temnpo oe
envelhecimento acelerado.,

Moy entanto  a dosagem hioguimica ndo revelou um aumento
slgnlficativo no  teor dessa  reserva com o envelbgodnen to

actelerado, o gue sugere gue ndo ocorre sintese de amnido due
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rante o processo de envelheciensnto acelerado. Resultado se-
med hante Fol encontrado para sementes de feilido envelhecidas
naturalmente por 24 ¢ 34 meses, sob condighes de  allas

19903 .

temperaturas @ wnidade relativa ELGPE.

Fortanto, o auwmento no odusero & diminud c@lo na tamano
dos grios de amido  pode ser oonsegquincia de degradagio de
grdos madores  pela o-amd Lase en Pfungdo da temperalura, pro-
citzinds grfos menores. Em cereais, os grios sacdores sfo hi-
drolisados mais rapldamente que os menores pela a-amilase 2
dhel (MacGREGOR, 1983).

Em samentes guisscentes de S.redicuiata, detectouw-se wum
pagueana naners de grinulos PAS-positivos ndio corados pslo AT
@ XF. Com o avanee no tenpo de  envelhecimento acelerado,
observou-se um auwnente no Lamanho dos  mesmos. O reduzido
tamanho  desses grdos dificondion a sua visvalizagHo  ao
milcroscdpio de  polarizagiio e a contagem oo seu ndme s por
cédlula, en todos os tempos de envelhecimento analisados.

A dosagen  bioguimica do teor de amido presente nas se-
mentes n&o  revelow um o aumento significativo dessa ressrva
com o avango do tenpo de snvelhecimento. Assim come e Pai-
Ao, parece ndo ocorrer, durante o periodo maximo de envee
Ihecimen o aguid anmlimadmﬂ%intmm@.mu degradacgiio de amido.

Fartanta, uma provavel explicagdo para o aumento no ta-
mani cdos grios de anido a partir de 144 h de envelhecimento
waria a  fusdo dos grEos de peguent Lamanho, encontrados nos

tempos anterdores, com a formagdo de grdos de maior tamanho,
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wina YEZ o gy aparentenente, oCOrre wina diminuicio no namero
deases gr¥os a partie clersmer  Lempao.

As paradss celulares também foram sidencladas, &M
NIRRT Tt &, reticulata, pela reagiio do FAS geavido a pras
mpanga de  celulose e pelo méetodo de impregnagfo pela piracka
Favelando a4  prasenga nesta  estbrutura de radicals wvioe
ghdocois, hﬂm ad  de  celulose . nas tambem de  hemiceluwlose
(raly, AvEd). BEm Perdgaris, a partir de 144 o de
envelhecinento, as paredes celulares sostraram  Wma MEnor
susceptibilidade A impragnagio Ferve ) ando Liha Moy

dimponibilidade de radieais vic-glicols nNessa @ Tt .

4.2.3. Material Proteico

Wy lhding Ponceau & um corante anifnico arGlon gue apie

aerha dods radidcais sulfato. A pH & eeneE radicais anoons

tramese 4 ondzados negativamentes Ligandor-be assin aos radi-
cads catidnicos disponiveis CVLDAL.,, 1970) . Emse corante vem
sondo wbilizado na deteccio de protednas hobad, wuma Vel
Cuiery  ApOs v tratamento com e inas proteolds ticas, &
coloragio desapalrece (CORTELAZZN, 197863 BT, 1987 .

o colorag®fo  pelo XF demong o, am  anbas as es Pl en
analilpadas, LM alteracfo no estado de agregagdo do material

protéico @ no Sel padrfo de digtribui oo, além de uma apa~

rente redugio dessa researvds com o aunmento do tenpo e e

1 he oo b acelerado.
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&'an&liﬁ@ Dicguimice mostron  uma reducgio  do contedda
protédoco em P.eadgeris, conflemando os resultados topogudmi-
cos. Sementes de S.reticulata, submeltidas & este tipo de es-
trosse, nHo apresentaram uma diminuiﬁﬂh wignificativa do seln
canteddo protéico,  embora topogquimicamente verifigue-se uma
diminuicdo da colorag®o do material XF-positivo.

LOFES (3990), trabalbando com envelbecimento natwral de
pementes e  Poeadogor iz, verificouw um padrio  de altecagles
topoguinicas &  bhioguinicas sesmelhanles, para soementes snve-
lhecidas natuwralmente por 21 meses, sob coocddofes de aroaxne-
pamento com altas Ltemperaturas & unidade relativa.

G corpos  protéicos contBn  protedinas  de  estocagen,
Aciddo Fitico, cdtionas, RMAs e entimas hidroldticas, ocomo a

Foufatane, RNase, o @ F-glicozidase, a-amilase @ proteases,

ombora Nn¥n e saiba aincda se essas enzimas @stFo alivas an-
tes da  germinag®o (FERNMOLLET, 19783 LARKING, 198ip FURRAY,

LAy .

A reduc®o wverificada no oonteddo protéioo en semenies
ernvelhecidas sugere  gque enzinas  proteoldticas estelan ati-
vam, & esta atividade parece estar  relacionada com o pro-
cesno de  envelhecimento devido & al tas benpsratuoras @ ami-
clacha, wuma  vezr que, durante o envelhecimento acelerado, as
wamar bes apresentam  wm awmento o sew heor de umidade @ oa
doua poderda promover  uma  ativagfo das  mesmas. OSEORME

(19831 apoanta, como wh dos principais eventos do processo de

grvelhecimento en  sementes, O rospimento das emenbranas dos
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corpos protéicos  com & Liberac®o de enzimas proteoliticas.
Fosas endimas podem entdo  estar associadas a0 processo de
anvelhecinento atraves da degradagdio  de protedinas solaveis
de membranas, nucleoproteinas, ribossomos @ enzimas (CHIMNG &
SCHOOLCRAFT, 19468).

Lima forma de armazenamento de fosforo e oulros Lonsg nas
wsonentes ¢ na forma de dcido Fitico (LOTT, 198063, O fitato
poce estar mals concentrado nas porglies periféricas dos cor-
pos protéioos, wa vezr que nesta regifio ocorre uma malor dne
teragfo do AT, que poderia estar interagindo com radicais
fostato n¥o compromatidos con o material protdico.

Em ambas as espécies, os corpos protéicos tambdm apre-
sentaram—se corados pelo PAS, indicando a presenga de glico-
protedinas no seu iﬁtﬁrimrn

A dmpregnagio  pela prata  também veio confivmar a pree
senga de glicoproteinas nessas sesentes, uma vez gus a redu-
cHo dos  dons AgYe @ conseguente precliplltagdo de prata metd-
Lica (AQe), se dd ao ndvel de radicals vic-glicdis (GALLYAE,
1970y VELICAM & VELICAM, 1972y, & forte doepregnagfo também
pode ser  devida a presenga de radicals fosfatos disponivelis
nos Fitatos @ protednas, que possibilitariam & redugdo da

prrata nessds looals.

Cortes semni-finos de cotilddones de sementes guiescen-
tes o apds 384k de envelhecimento, lapregnados pela prata,
mostram uma alterag®o no estado de agregaco dos corpos pro-

Lddeon am Soreedioulata, sugerinde  gue ocorra uma fusio dos
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mesmos coun 0 aumento  do tempo de  envelheocimento, o gue
reforga a dddia de que hada am rompinento das nesbranas dos
corpos protéicos com o envel hediaoento.

Cotilédones de  F.oeufearis, submetidos & dmpregnag®o
pala prata, « incluidos en Epon, apresentaram alteragdo no
padrXo de  dmpregnacio. Materiais envelhecidos apreserharam-
e mals impregrnados, sugerindo que, oom o envelbecinen to, um
maior ndamero de radicais vio-glicdis esteda disponivel.

A naturera axidante ou  redultora de um substrato pode
ser indilcada atraves do enprego de uma reacEo de oxido redae
o especifica. A reagdo do ferriciangto fervico promove &
oxidag®o de mono e polifendis, grupos pirrol e dndol, dcido
amctrbico @ lipddeocs: ndo  saturados. Mesta  reago ocorre a
produgfo de  um pigmento verde, denominado verde da Prossiag
gue ¢ o ferrocianeto  ferroso-férrico. @ wm precipitado
hranco gque se apresenta (OB AR “eoepo! dncolor gue @ o
Ferrocianeto ferroso (ADANME, L9546 apud LISOMN, 1%960).

O werds  da Frossia @ produzido sspontaneamente em o
luctes de ferricianeto férrico ou devido A agio de redutores
Fracos presantes  nos tecidos  anallzados, & ndo tem grande
valar na dnterpretaco dos resultados. & reago do ferricia-
neto férrico ¢ cossidderads como positiva  guando aparsecs o
agul da  Prassia (Fferrocianeto  férrico), devido & agdo de
redutores fortes presentes no  tecido. O precipilado branoo
w & prodazido guando o redutores  s¥o suito mads Tortes,

comg blosswlfatos.  Noo entanto  esses  redutores nflo siio
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facilmente encontrados em preparagles histoldgicas (LISON,
19403 .

A reaco  pelo ferriclaneto férrico revelow & pressnga
de redutores  fracos no material protdico ds osenen les guioes-
centes de Foeadoaris. Apos 1494 h o de envelhscinento acelerado
absarva-ase Wl aunento na intensidade da colorag®o, suqerindo
wm o awmento na capacidade redutora do material.

Em sementes de &, reticulate envelbecidas por O, &4, 48,
PR, 144 @ 192 h, o uso da  reagdo do ferricianeto féreviao
revelouw a  presenga de material  redulor  fraco  apenas  no
interior dos feixes vasculares do  Ffloema. Com 384h  de
envelhecinento, as  células de  reserva do par@inguine e os
folxes  vasoulares do floema contng, no sew  Wnterior,
substAncias de naturezsa redutora. BEsss cardter reduior pog-e
sivelmente pode ser devido ao Acido tEnico presente nas Cé-
tulas de  reserva @ que confaere cor amarelada & semente. Com
o anveld hecimen o, guse  composho Fendlico  poderia HE
apresentar mais dispondvel para a reagfo com o ferricianato.

A presenca  de material oxidado pelo fervicianeto Fdee
Fico apenas  ne interdor  dos vaseos  do floema,  en semen bos
guisscentes @ envelbhescidas por O, 24, 48, 78, 144 o 192 hy,
pode ser devida & alteragles de naturexsa osido-redatora que
G tanino  ou as proteinas de reserva sofraem ao serem brans-
pmrtmdmm.pmrm O VARBOE.

0 primeiro passo para a degradagdo das protednas de es-

ocagem & 0 a sua deaminagio seguida pela clivagem das pontes
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de dissulfeto (DERBYSHIRE et alill, 1976é), promovendo assim &
formag®o de  regites redutoras nas proteinas.  BEn sesentes
aubmetidas & perdiodos  prolongados  de  envelhedcimento, a8
protednas de  reserva poderiam estar sendo clivadas ainda no
interior das células parenguindticas, promovendo  assim o
aumento de  subst@nocias redutoras  nas cdélulas cotiledonares
de reserva, sendo este efeito maior e S.redloudiada que em
Fovidgar X5,

By leguminosas 5, as  principais protednas  de  resevas
pertencen & classe das  globulinas, serddo  soldvels em so-
lugtes  salinas diluddas  (OSBORNE & CAMPRELL 1898 .
DANIELSHSONM (1949, trabalhando | 34 eHppcles e
leguminosas pertencentes « 8  tribos diferentes. enconterou,
com pouca variagRo, que todas as globuwlinas poden apresentar
2 woesficientes de  sedimentac®or PHE e LI8,  gque  Foram
respaectivanente denominadas wviclilinas o leguainas, sendo as
primeiras glicoprotedinas. Essas fragies sdo constitwidas por
diversass subunidades., owios pesos molecwlares variam enlre
20.000 & FOL000 (Mol BEEBTER el aldii, 19735 DERBYSHIRE et
ality 19761 PERMOLLET & MOBSE, 1%831.

Sementes de  Fhaseoduws spp.  contdn entre 20 & 30% de
proteinas, e, em mdédia, &AON da protedinsa total & globulina
CEARKING, 1981, sendo gque & protedina mals abundante & wna
vicilina denominada  faseolina, o que justifica a coloragdo
dos Corpos protégicos pala reagfo do PFAB.  ai porglies

glicidicas dessas glicoproteinas &  gue  estarlam  sendo
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oridadas & formando radicals carbonila gus  se lLigeriam ao
reativo de Schiff.

A faseclina & constituida pelas globulinas Gl e 0. A
fragfo 61 ¢ formada por trés tipos diferentes de polipepti-
deos, con  pesos aoleculares de 43,000, 47,000 o 50,000 dal~-
tones Ligados entre si por pontes dissulfeto, formando tedime-
o ou hexdneros (PERMOLLET & MOSSE, 19833, 6 fragdoe (3 con-
tém trd@s  principais polipeplidecs comn pesos molecularss de

30000, 32.000 & 34.000 daltons (LARKINE, 1981).
Apasar de  terem sido obtidos valores de peso aoleoular
um pouceo  diferentes daqueles descoritos na  literatura, as

b, ooty

frages Gl e G2 est®o representadas nas eletroforeses pelas
bandas de  peso nolecular de 61.000, 44,000 @ 33.000 para &
glicoproteina I, e a banda de peso smolecular de 33.000 para
a glicoproteina [l.

A eletroforese  com tampHo nfo redutor mostrou um menor
nmers de bancas, R T W R CHLAGE 5 i ansEncia £
ePlarcaplostanol, as  pontes de digsulfeto ndo sfo reduridas
e as subunldades ndo se separam. Assim sendo, parte do mate-
irial Fficow retido, ndo enltlrando no gel, devido & swa conoashe

tragdo e an elevado peso solecular dos polimeros.

@ ) e
troforesse também dndica que o envelbecinento  pdo provocoou
Fuaptura de pontes 58, uma wver gque ndo ocorceu formagdo de
novas bandas.

0 aparecimento  de novas bandas de baixo peso molecular

(FPFY e Powtadoardx  oom 144 h de envelhecimenlo @ &
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diminuic®o da  coloragiio das  bandas de alto peso solecudar,
sugeren una  degradagidn  dessas  protedpas & partir  desse
tempo. A n¥o observago dasesas bandas de menor FMonos tempos
gseguintes pode dndicar gue o processo de degradag&o @
continuo, com & formagio de polipeptideos Cada ver meEnores,
guer A sariam  mais  visuwalizados no el oa 12,58 de
acrilamida,. Essa degradagio, produz polipeptideos com PMoam
torno de 20"000.da1tmnw ¢ desprovidos de pontes dissulfeto,
wma vez  gque Foran  detectados tanto com tampdo redutor como

com tampdo ndo reduator.

Ae eletroforeses  vieram confirmar os  resultados das
andlises citoguimicas @ bioguinicas, revelando uma diminui-
cHo significativa do conteddo protéicoe de sementes de feiido
an longo do processo de envelhecimento, através de wna dimi-
i oo na dntensidade de ﬁmlmragﬁm cla madloria das bandas.

Come reasposta & tenpsratira supradlima, células animals
e wegeltals  respondem produzindo uma classe de protedinas dee
nominada HEF . (Heat-shocok proteins) @ estdo relacionadas Com
& aguisicfo e tersotolerd@ncia (JIMN et alii 1989, BRODL «t
Aalili 1990y STICHER et aldi, 19%0). Elas sfo classiticadas em
iy grapos, o prieedlro con pesos soleculares malorss que
&0.000, o segundo Som pesos menores gue 40,000 & malores gue
SRLO00 & Wl grupa com pesos aolecunlares mencres gue 35,000
CHAGOM-a s et alilid 19903, & partiv ol 2 h e
pivelhecimento  acelerado, obsarvout-ss o aparecimssnto  de

bariclas Finas  com pesos moleculares variando entre 6980000
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Fode-se supor gue essas bandas sediam referentes ao grupo das
HEF, com pesos aoleculares supsriores a 60,000 dalions.

Fa  sensntes de S, retioulada, o conteddo  total de
proteina foi  dosado a fim de se deterainar o seu percentual
olep gplorbd dnas. Haba-gme cpLie Leermria s sdaiy, @ paeh ol
ftaxonomi camente  relacionada, possul  cerca  de  1H,4%  de
proteinas (UKHUN O & TFERIGH,  1988). Em S.retioula a reserva
protéica representa cerca de 6% da matdria gecs da semente e

a  Frag&%o globulina cerca de 2%, o gue corresponde A

aproximadamente 40% do total de protednas da senents.

A wletroforeses de sementes de S.retiowlata revelaram

winma diminuwicHo do conteldo prmtéimép a partiv de 24 h o<de
savelheclnento  acelerado, através de wama diminuwigiio na
intensidade de  coloragfo da maioria des bandas, oadainando
comn o desaparecisento de pelo oenos trés delas. Ho cano das
awpmeEntes envelhecidas, o redugio observada no ndmero  de
handas sugers  gue ag proteases estedam ativas nag semen Las
envelhecldas en condioles de  altas temperaturas & umidaeds
roelativa, s andlisss ol togudnd cas confirnaram REHBES
rensl tados, mbora as  dosagens bioguindcas ndo tenham
ravaelacdo wna reduacio @0 significative do contasddo protédoo.

Outro fator observado em  F.rsbioaladas Fol & pecusns
diferenca do  ndmero de  bandas quando  fol wtilizado fampdo
redutor, sugerindo wia baixa guantidade de pontes dissulfelo

nas proteinas soldveis em MaCl 0.2M desse sspdcia.
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6. RESUMO

Mo presents  trabalho, foram  empregados varios mdlodos

citoguimicos ¢ biogudmicos de andlises a Fim de se weerifioar
comparativamaente as alteragies celulnares que ooorrem durants
A perda e wibalol bioade e sementes  de  Poeadgarils
.redroeudata, submetidas a  cofgddo®es  de snvelhecimento
avelerado en periodos crescentes de lenpo. Ambas as espdcies
apresentaram  reducio na  taxa  de  germinagiio,  sendo gue

L. reticuladas aostrov-ss mais restatente  ao a@nveel beodasn to

acelerado. Semenles  de ForLdgariz perderam sua capacidade
garminativa com 384 I onas condig®es de alta temperatura e
wmidads relativa, o gue nEo fol verificado em S.rediculata.
mpeassciadas a  estes eventos  foraan detecltadas, an anbas  as
gepdcies, alteraglies oitogquimicas & hiliogudmicas. As paredes

calulares apresentaran. e tacramnaticas @ 26la netacronagia

frdG se alterouw, Com o envelbecinento, as paredes ceglulares
g Lemgoram s aeenor dispondibibidade de raddoads glicddicos
&0 passo gue no eaterdal protéico a presencsa desse radiosis

ford malor. Fod deteotada uma alteragio no estado  de
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agregagdo e no padrdo de distribuigio do materdal proled .

Eietroforeses das Fragiss albumina @ globulinas s b s aum

wma radlgdao na intensidade de coloragio de cerias hancas @

desaparacinento che olbras,  dom 0 avango g tempo e
ervelhecimento  acelerado. Faman  al teragtios Foram mals
acentuadas em  S.reetd g fata  ouwe  em Faoeed garis. Dosagens
hicguimicas destas  FESETYEE. ravelaram no entanto, wmé
reducio significativa Apenas am  sementes de | Bl oair Exa

coloragdo pelo ¥io mostron  oma Fedugio da reserva precrbd ca

com o envelheciosnto. Gemen tes gquisscentes di  Foedgar s
cor L8m wma  PERCUETn A quantidad@. de redutores  Tracos, gque
Aprasen Taran i PEQUEno avmeryto om0 envelhecinento.  Em
o, et ot falay suhstincias reduloras a®o  enconbradas apenas
Mo Flosma, o om0 onvel hecinento  passamn 4 COOETeT POy
tode o cotilédons. & dosagen de amido nFo revelou al teragiios
o cber desla reserva Nats duas espdoles OB D AVAng ey e
velhecimento. Mo entanto, verd Ficou-se wha diminuigdEo no T
manho @ aumen o @n atmers dos grfos de amido s P o b L Gt £
!
B . raticulata, ao conbrdrlo, parace georrer ama Fedungio an
Alnmero & awnento no o tamanho destes grios. Em Forloaris o
erivelhecinento acelsrado Lewvau a compaclaciio orescente ol
cromatina, que se nostrou pdendtioa ol vactiad i ragla en Senen

e Lnvidvels, que tambdm apresentaran nd aparente redugio

des mweléolos. Menhama [T

san Al leraces nucleares foi de-
reetada om  soenen tss de S et fenadaba duran be s e ] e i

ety E G
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7.8BSTRACT

In this  work we  compaired cytological and biochemdcal
alterations during  loss of swdabilidy of sewsds of Poeoloaris
and .reticudata « Seeds were sulbud tted to accelerated aging
treatment during  progressively lacger  tios dntervals, and
both species st ferad loss of  wiability under  these
ﬁﬁﬁditimﬁﬁy hut S.retiouiata was more resistant. Mo seed of
Fortpdgaris germinated afler 384 howrs of acoelerated aging,
bt seeds  of S.retloelada dide Several oytological changes

were detected  during this  aging process. Cell walls appear

goually metacheonatic after all the accelerated aging times,
bt shodserd & reduction in Qlyoidic radicals. Frotein bodies
showad an inoresse dn these radicals, and  sufferad
morphological ohanges. el electrophoresis  of albumins and

globuling showad & decrease  dn intensilty of some fractions

and disappsarence of others with the advance of aging. These
abterabtions wers more vemarkable in S.redioulata than i
P bt e Foterin contents, Renwever , ole s a s

significantly only dn  Poradgaridsy seeds.  Xylidine-Ponosan
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ataining also ravealed a  deorgass in proteln g hen T

Bt d e guiescent semds contain wOMme weals  reduedng
componimods which swifer & wlight ingrease durdng  aging.
Thess compihunds  are Found  dn &, ratiouiata, only iy thw
phloen of guisscent mepercls,  but spraad over the e bire
cotyledon surfate of aged seeds. Gtarch levels v evmack ned
constant in  both gpecies, but in Fooddgae iy atarah granules

hecame  smaller and  nore numErous.  On o the other hand.

4, retioulata showed  Fewsr and  larger atarch grantles with

increasing accelerated aging time. Copndensation of chromatin
accompanied aging  in Fovaloaris,  while pon-viable  seoeds
presan ted plhonotic pucled and  loss of pucleali. bMone of

these nuolear  changas Wera abserved in aged e doudala

mends .
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