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TOLERANCIA A DESSECACAO EM SEMENTES
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RESUMO - (Tolerincia & dessecagio em sementes). Sio apresentadas algumas consideragoes
sobre a tolerincia das sementes 2 dessecagdo. analisando-se os principais trabalhos desenvolvidos
com sementes ortodoxas e recalcitrantes. Sio levantados aspectos considerados importantes
no entendimento desta tolerancia, como as fases de desenvolvimento e de germinagio das
sementes, a participagio do deido abscisico. do DNA. de RNAs. de proteinas e de agticares, as
propriedades da dgua. os radicais livres e particularidades das sementes recalcitrantes. Sdo feitas
consideragdes quanto a perspectivas de agdo na drea.
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ABSTRACT - (Desiccation tolerance on seeds). Some comments on desiccation tolerance of
seeds are presented. with analysis of the main works carried out with orthodox and recalcitrant
seeds. It was analysed the aspects that are considered important on this tolerance, as seed
developing and germination stages, abscisic acid, DNA, RNAs, proteins, sugars, water properties,
free radicals and particularities of recalcitrant seeds. Some action perspectives on this issue are
presented.
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Introdugzo

Durante o periodo de formagio e maturagdo das sementes, a dgua assume papel
crucial, atuando inicialmente na expansio e divisio celulare. posteriormente, como veiculo
para os produtos da fotossintese que fardo parte dos tecidos da semente ou serdo
armazenados para futura utilizagio nas fases iniciais da germinagio. Assim, até o final do
desenvolvimento, o teor de dgua das sementes permanece elevado, normalmente acima
de 30 2 40% do peso timido. Ao final da maturago. dois tipos de comportamento podem
ser observados quanto ao teor de dgua das sementes: no primeiro, verificado na maioria
das sementes ortodoxas, ha rdpida redugio no teor de dgua até valores préximos a 10%,
variando em fungdo da espécie, 0 que torna 0 ambiente na semente impréprio & germinagio
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pela falta de dgua disponivel (quiescéncia). No segundo, verificado na maioria das se-
mentes recalcitrantes, o teor de dgua permanece elevado e, uma vez que as sementes
nesta fase ji estio completamente formadas, inicia-se 0 processo germinativo, o que
algumas vezes ocorre ainda na planta-mae (viviparidade). As sementes ortodoxas,
geralmente, ndo s6 toleram a dessecagao mas, provavelmente, dependem dela para
redirecionar os processos metabélicos do desenvolvimento em dire¢do a germinagao. Em
contraste. as recalcitrantes nao apenas sio independentes dessa secagem para adquirir a
capacidade germinativa, como ainda apresentam limites de tolerancia a dessecagao.

Essa diferenca no comportamento das sementes pode ser considerada como
resultado do processo de selegdo natural, em concordancia com as condigdes ambientais
em que a espécie se desenvolveu. As sementes ortodoxas. que atualmente correspondem
A grande maioria das espécies cultivadas, provavelmente necessitaram, durante seu
processo de selegdo, atravessar periodos inadequados ao desenvolvimento das
plantulas; assim, as sementes que germinaram logo que seu processo de formagao e
maturagdo havia sido concluido, produziram plintulas incapazes de sobreviver as
condigdes adversas. Foram selecionadas, desta forma, as plantas cujas sementes
germinavam apenas quando as condigdes do meio fossem favordveis ao desenvolvimento
das plantulas. O baixo teor de dgua das sementes, neste caso, além de limitar a
germinagdo, foi fundamental para evitar a deterioracio das mesmas pelo ataque da
micro ou mesofauna.

Por outro lado. o ambiente no qual as sementes recalcitrantes foram selecionadas
apresentava, provavelmente, condigdes para o desenvolvimento das plantulas ao longo
de todo o ano. Assim, ou as sementes germinavam logo apds sua queda das drvores, ou
nio sobreviveriam 2 concorréncia com sementes de outras espécies. A perda de dgua
ao final da maturagio, neste caso, acrescentaria a dependéncia por mais um fator externo,
ou seja, a presenga de dgua suficiente para iniciar o processo germinativo. Além disso,
armazenadas secas no solo, as sementes caminhariam para a deterioragdo ou para a
oerminagdo sob condigdes desfavordveis ao desenvolvimento das plintulas. A
. perpetuagio da especie, desta forma, seria prejudicada.

Que mecanismos estariam envolvidos na tolerincia a dessecagiio e que diferengas
bioquimicas ou fisiolgicas seriam responsdveis pelas diferencas de comportamento
entre os dois tipos de sementes?

A maioria das espécies cultivadas, desde 0s lempos mais remotos da agricultura,
enquadra-se na categoria das ortodoxas e, desta forma, a etapa de secagem ao final do
desenvolvimento da semente sempre foi considerada como padréo. A maior tolerancia
a dessecagiio destas sementes, em relagdo as recalcitrantes, foi caracteristica vantajosa
e muito bem empregada pelo homem, na produgdo agricola. Entretanto, mais
recentemente, quando se passou a estudar com maior profundidade os ecossistemas
tropicais, principalmente os silvicolas, foi-se verificando que o niimero de espécies com
sementes recalcitrantes era alto.

Nos tiltimos anos, varios estudos comegaram a ser realizados visando comparar a
diferenca entre o comportamento de sementes recalcitrantes e ortodoxas, principalmente
nos aspectos fisiol6gicos e bioquimicos, incluindo a tolerancia 2 dessecagio (Berjak et
al. 1990; Leprince et al. 1993; Ooms ef al. 1993: Neves 1994; Kermode 1997).
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O estudo da toleréncia ou sensibilidade a dessecagdo, que agora ndo mais se
limita as espécies de sementes recalcitrantes, vem trazendo importantes informagoes ao
melhor conhecimento dos processos biol6gicos que ocorrem na semente. Nesta revisio,
concentram-se e discutem-se informagdes de literatura, com o intuito de esclarecer
aspectos de alguns dos fatores formadores de grupos distintos de sementes quanto a
tolerancia a dessecagio.

Fases de desenvolvimento e germinacio e suas relagoes com a desidratacio

Para grande parte das espécies vegetais, o desenvolvimento da semente sé é
considerado completo apés o perfodo de secagem. Sementes de virias espécies
permanecem dormentes, se o periodo de secagem for suprimido.

O desenvolvimento das sementes ortodoxas pode ser dividido em duas fases
(Bewley & Black 1985): a fase inicial, quando a secagem ¢ letal, e a fase subseqiiente,
que vai até o final do desenvolvimento da semente, em que a mesma pode ser tolerante
adessecagdio, ou seja, mantém a capacidade de germinar quando desidratada e reidratada.
Treés fases sdo reconhecidas (Jiang & Kermode 1994), considerando-se o estddio
fisiolégico de desenvolvimento das sementes. O primeiro estddio corresponde a
histodiferenciagdo, onde o zigoto unicelular sofre sucessivas divisdes mitéticas seguidas
de diferencia¢do para formar o eixo embriondrio e o(s) cotilédone(s), além do
desenvolvimento do endosperma tripléide. Segue-se, entio. a fase de expansio celular
¢ deposigdo de reservas nas células. O estddio final (sementes ortodoxas) corresponde
a secagem; hd reducio do metabolismo, com a passagem do embrido para o estddio
metabolicamente inativo ou quiescente. Mesmo nesta forma de divisio, ha dois pe-
riodos distintos durante o desenvolvimento da semente, quando se considera apenas
a secagem: intolerante (primeira fase e parte da segunda) e tolerante (parte da segunda
fase e toda a terceira fase) a dessecagio.

O conhecimento das fases de intolerdncia e de resisténcia a dessecagdo sdo
fundamentais para o entendimento dos mecanismos controladores dos processos de
formagao/maturagao de sementes e dos processos envolvidos na germinagio.

O desenvolvimento da semente ¢ a germinagio sao estadios fisiolégicos distintos
no ciclo de vida da planta e mostram diferengas marcantes. O metabolismo durante o
desenvolvimento da semente é predominantemente anabélico, com massivo processo
de sintese e deposigio de reservas de polimeros nos tecidos. J4 na germinagio, ha
mobilizag¢io destas reservas e sdo observadas mudangas qualitativas e quantitativas
nas enzimas catabélicas. Os produtos deste processo degradativo sdo utilizados como
substrato e fonte de energia para o desenvolvimento das plantulas. Esta distingao entre
as duas fases implica na existéncia de uma chave (switch) para efetuar a transigio (Jiang
& Kermode 1994).

Esta chave, provavelmente relacionada com a secagem, foi observada em sementes
de feijdo (Dasgupta & Bewley 1982) e de soja (Rosenberg & Rinne 1989). Estes autores
demonstraram o dréstico redirecionamento no metabolismo da semente que, quando
amadurecida sob desidratagdo controlada, apresentou paralisagdo na formagio de
proteinas de reserva, acompanhada de hidrélise dos polipeptideos armazenados. As
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sementes ndo submetidas & desidratagio controlada continuaram a sintetizar proteinas
de reserva. A secagem, entiio, pode modificar o padrdo da sintese protéica, reduzindo a
produgio de RNAs-m no eixo embriondrio, relacionados com a formagao de proteinas
envolvidas no desenvolvimento da semente, chegando. inclusive, a cessar a produgao
destes RNAs-m (Bewley & Black 1985). Enquanto isso, a produgio de RNAs-m
relacionados aos processos germinativos é ativada. Enzimas associadas exclusivamente
a processos pos-germinativos (ém sua produgao induzida pela secagem da semente
durante seu processo de desenvolvimento/maturagio.

E fundamental, porém, que a dessecagio seja controlada; hd diferenga entre a
secagem rédpida e a secagem lenta. A secagem lenta de sementes imaturas de soja, por
exemplo, resultou em sementes vidveis, com degradagio de clorofila e formagio de
enzimas especificas da germinagdo, enquanto a secagem rapida resultou em sementes
invidveis, de coloragio verde e sem formagao das enzimas de germinagao (Adams eral.
1983).

O comportamento dos embrides imaturos, extraidos das sementes com ou sem
subseqiiente secagem, no inicio do desenvolvimento, pode ser similar entre si e em
relagdo ao da semente madura. Posteriormente. porém, sio verificadas diferengas
(Kermode & Bewley 1988). Nas sementes nio dessecadas durante o desenvolvimento,
o tecido circunscrito ao embrido inibe sua germinagdo. mantendo o metabolismo de
desenvolvimento, enquanto nas sementes dessecadas (natural ou artificialmente) hi
estimulo para a mudanga de fase, do desenvolvimento a germinagao, por este mesmo
tecido. Em algumas sementes pode-se, até, induzir a germinagdo de seu eixo
embriondrio, sem a redugio do teor de d4gua, porém ndo necessariamente ocorrerd o
desenvolvimento posterior das plantulas oriundas deste processo. Este
desenvolvimento posterior continuaria sendo dependente daquela redugdo no teor
de 4gua (Rosenberg & Rinne 1986). Kermode & Bewley (1985a) ja haviam observado,
em sementes de mamona, que apenas a partir da metade do ciclo do desenvolvimento
as mesmas adquiriram a tolerdncia & dessecagdo. ou seja, quando ainda nao havia
ocorrido a maioria dos eventos (deposi¢io de reservas e secagem natural). Tal tolerdncia
s6 foi obtida préximo a fase de maturagio, o que também foi observado em sementes
de feijao-fava, lentilha, grio-de-bico, tremogo-branco, soja e ervilha (Ellis eral. 1987).
Os autores concluiram, entdo, que a secagem provavelmente atua nos processos
finais de desenvolvimento, preparando a semente para a germinagdo e para O
crescimento da plantula.

Assim, algumas questdes importantes estdo sendo formuladas com relacdo aos
processos envolvidos na embriogénese e na germinagiio, merecendo destaque duas
orandes 4reas de estudo. A primeira investiga quais sio os fatores ou reguladores que
mantém o embrido na fase de desenvolvimento, evitando sua germinagdo. A segunda
estuda os fatores que estimulam o inicio da fase de germinagdo, em detrimento da
continuagio do processo de desenvolvimento da semente (Jiang & Kermode 1994). Hd,
ainda. uma terceira, mais recente, que vem ganhando expressdo: em diversas espécies,
em nenhum momento do desenvolvimento de suas sementes se verificou tolerancia a
dessecacdo. Estas sementes germinam sem necessitar secagem. Apresentam grande
dificuldade em sua conservagdo por nio suportarem a redugdo do teor de dgua. Estas
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sementes foram, inicialmente, separadas em um tinico grupo, recebendo a denominagio
de sementes recalcitrantes.

Este comportamento, diferenciado do encontrado em espécies ortodoxas. ocorre
em sementes de Araucaria angustifolia (Espindola er al. 1994), de Shorea roxburgii,
de Hopea odorata, de Mangifera indica. de Svmphonia globulifera (Corbineau &
Come 1988) e de Quercus robur (Gosling 1989). Nesta iltima, Gosling (1989) verificou
que a intolerdncia a dessecagdo foi mais pronunciada quando o teor de dgua era inferior
a40%, indicando o limite critico, abaixo do qual os danos seriam cada vez maiores para
a semente.

E interessante mencionar que a independéncia de secagem, para a complementagio
do desenvolvimento da semente, pode ocorrer também em sementes ortodoxas. Em
tomate, por exemplo, Berry & Bewley (1991) retiraram sementes imaturas dos frutos (35
dias ap6s a antese) e mantiveram-nas em meio timido. Estas puderam germinar e formar
plantulas normais.

Os trabalhos mais recentes, abordando as interagdes entre as fases de formacio
¢ a dessecagdo das sementes, apontam para a probabilidade de que esta iltima seja
fator indiretamente ligado a aquisi¢do da capacidade germinativa, porém nio
insubstituivel. Estes trabalhos também mostram a necessidade de intensificagiio dos
estudos tocantes a dependéncia do periodo de desidratagio, mesmo em sementes
ortodoxas. Além disso, serd fundamental, nestes estudos, conhecer os produtos e
processos bioquimicos envolvidos, identificando-se a essencialidade e a magnitude de
participacdo de cada um deles. Alguns jd vém sendo estudados e serio abordados
adiante.

Participacio do dcido abscisico (ABA) na formacao e na desidratagio das sementes

Em algumas espécies € possivel, ao embriio em desenvolvimento, adquirir a
capacidade germinativa naturalmente, sem requerer etapa final de desidratagdo. Em
outras, porém, este fato ¢ verificado quando embrides imaturos sio removidos das
sementes em desenvolvimento e colocados em meio de cultura. Os embrides continuam
acumulando proteinas e, apés breve periodo de quiescéncia, podem germinar. A aplicagio
de ABA nos embrides, nesta fase, impede a germinacio e estimula a continuagio da
sintese protéica, bem como dos demais processos relacionados ao desenvolvimento da
semente. O ambiente que o embrido encontra na planta-mie favorece o seu
desenvolvimento, em detrimento da germinacio, Assim, € de se supor que fornecimento
constante de ABA, ou de outro composto de similar fun¢io, mantenha o embrido num
metabolismo favordvel ao desenvolvimento e actimulo de reservas, impedindo sua
germinagdo (Bewley & Black 1985). Esta acdo do dcido abscisico na germinagio foi
estudada por diversos pesquisadores, como descreveram Paiva & Oliveira (1995). Com
a secagem da semente haveria redugiio no nivel de ABA ou diminuigiio da sensibilidade
da semente ao seu efeito, permitindo sua germinagiio ap6s a reidratagio.

Tarquis & Bradford (1992) questionaram a magnitude deste efeito pois observaram,
em sementes de alface, que a expressio genética programada para a germinagio teve
muito mais influéncia que o efeito da redugio nos niveis de ABA. O efeito do ABA,
nesse momento, seria exclusivamente de inibi¢io da germinagio (Xu et al. 1990) ou,
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assim como o efeito de estresse hidrico, complementaria a programagao genética,
estimulando a sintese de proteinas de reserva sempre que a fase de desenvolvimento
do embridio e 0 meio em que se encontra assim o permitam (Xu & Bewley 1994).

Além da inibi¢do na germinagdo, o ABA também apresentaria relagoes com a
tolerancia a dessecagdo. lida et al. (1992) verificaram que embrides somdticos de cenoura
tratados com ABA., dessecados e reidratados, tiveram desenvolvimento normal,
enquanto os ndo tratados ndo sobreviveram apés a dessecacao. Porém, o estddio de
desenvolvimento dos embrides foi critico para que o fornecimento de ABA surtisse
efeito, assim como a concentragio do produto e o tempo de exposigio ao mesmo.

Em espécies viviparas ou em mutantes de espécies ndo viviparas, nas quais a
semente pode germinar ainda na planta-mde, verificou-se a presenga de apenas 25a
50% da concentragdo normal de ABA ou, em oulros casos, a mesma concentracgao,
porém com menor sensibilidade do embrido a esta concentragio (Bewley & Black 1985).
Em sementes de Avicennia marina, recalcitrantes, Farrant er al. (1993b) observaram
que o contetido de ABA no embrido, durante a fase de actimulo de reservas, foi
proporcionalmente menor que no das sementes ortodoxas, enquanto Vrios outros
reguladores de crescimento continuaram em niveis normais. Este fato poderia, ento,
associar a concentracio de ABA no embrido com a sensibilidade da semente a
dessecagio. Entretanto, hé casos em que ndo se constatou relagdo entre a concentragdo
de ABA, a sensibilidade do embrido a este regulador de crescimento e a aptidao da
semente em germinar precocemente. Assim, podem existir outros fatores ou substancias
que estejam envolvidos neste processo (Bewley & Black 1985; Tarquis & Bradford
1992).

O ABA pode ter, também, efeitos indiretos na resisténcia a dessecagdo, como
simular o efeito de estresse hidrico nas sementes, produzindo RNAs-m e proteinas que
normalmente sdo sintetizados quando a planta é submetida a esta condigao (Mundy &
Chua 1988). Koornneef er al. (1989), em estudos com aplicagio de ABA em mutantes de
Arabidopsis thaliana, concluiram que a resposta genética ao ABA, no tocante a
regulagem da perda de dgua e 3 dorméncia, é complexa e necessita de estudos especificos
para cada caso.

O ABA, além de poder induzir a tolerdncia 2 dessecagdo das sementes, pode
influenciar no contetido de carboidratos soliiveis e na produgdo de proteinas ligadas a
" dessecagio, relacionados com os processos de dessecagdio (Bartels er al. 1988; Tetteroo
et al. 1994). Em sementes recém-germinadas também se verifica a agio do ABA: duas
proteinas, que podem estar relacionadas com a tolerancia a dessecagéo, foram detectadas
ap6s a incubagio de sementes de pepino em papel de filtro saturado com solugao de
ABA 10°M (Bruggink & Toorn 1995).

Assim, ficam evidentes a importincia ¢ a participagdo do dcido abscisico na
formagao das sementes atuando, direta ou indiretamente, na prevengao da germinagdo
precoce, na sintese de protefnas e carboidratos e na tolerdncia a dessecagao. Entretanto,
ainda nio estd evidenciada sua essencialidade, bem como as formas especificas de sua
atuacio, as concentragdes, os momentos de maior influéncia no desenvolvimento, bem
como sua participagdo na aquisigdo da tolerdncia i dessecagdo das sementes.
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DNA, RNAs-m e proteinas associados a dessecacio

A sintese protéica ¢ um aspecto importante estudado na dessecac¢io das sementes,
bem como nos processos de desenvolvimento e germinagio.

Osborne & Boubriak (1994) verificaram que apenas 0 DNA das células de embrides
tolerantes & dessecagio mantinham sua integridade durante a secagem. Porém, o controle
da produgdo de proteinas, ora voltadas ao desenvolvimento da semente. ora i
germinagdo e ao crescimento da plantula, é feito por RNAs-m. Em sementes de feijio e
de mamona, a desidratagio paralizou a produ¢io de RNAs-m voltados ao
desenvolvimento da semente, a0 mesmo tempo em que os RNAs-m residuais eram
degradados; enquanto isso, eram produzidos RNAs-m associados com a germinagiio e
com o crescimento das plantulas. A dessecagdo poderia ser pequena, mas era necessdria.
Sementes retiradas prematuramente da planta-mae e mantidas em meio imido, por poucos
dias, apresentaram desidratagio suave, mas adquiriram a capacidade germinativa,
enquanto as colocadas imediatamente na dgua ndo germinaram (Bewley er al. 1989),

Em sementes de milho, hd série de proteinas encontradas apenas nas fases do
desenvolvimento em que o embrido ¢é tolerante i dessecagiio. Nos estddios em que a
germinagdo precoce € evidente, o embrido pode ainda ser intolerante a dessecagio. A
tolerancia nestas sementes apareceu aos 20-25 dias apds a polinizagio, ou seja, depois
que as sementes adquiriram a capacidade germinativa (Bochicchio er al. 1988). Rosenberg
& Rinne (1988) observaram, em sementes de soja, que existem proteinas especificas da
fase de desidratagio. Quando submeltidas a secagem controlada, sementes imaturas
amadureceram precocemente, com nova sintese e actimulo de diversos polipeptideos
ndo detectados nas sementes que nio sofreram secagem. Assim, sementes que ndo
atingiram fase de desenvolvimento que permitisse a formagio de proteinas e RNAs-m
relacionados com a maturagio puderam ter essa formagio induzida pela desidratagdo
controlada apds a colheita. Estas proteinas sio andlogas as LEA (Late Embryogenesis-
Abundant) proteinas observadas em sementes de algodio por Galau er al. (1986).

Em sementes de Ranunculus sceleratus, houve modificagtes qualilativas e
quantitativas nas LEA proteinas, conforme o estadio de maturagio e o grau e duragiio do
estresse hidrico (Wechsberg er al. 1994); em sementes de Avicennia marina, intolerantes
a dessecago, ndo se constataram tais modificagdes (Farrant er al. 1992a, b).

Proteinas especificas da fase de desenvolvimento das sementes ou especificas
da fase de germinacio e desenvolvimento de plantulas ocorrem no endosperma de

. sementes de mamona e podem ser soliveis (Kermode & Bewley 1985b) ou insoliveis
(Kermode er al. 1985); podem ocorrer, também. nos cotilédones (Kermode & Bewley
1986). A transi¢io da fase de desenvolvimento para a fase de germinagio, concluida
pela dessecagio prematura, € espelhada por mudanga no padrao de sintese de proteinas
soliiveis ou insoliveis dentro do tecido endospermitico de reserva, apés subseqiiente
reidratagdo. A sintese de proteinas soliveis, caracteristicas da fase de desenvolvimento,
cessou apds cinco horas de embebigio, dando lugar a sintese de proteinas ligadas
exclusivamente a germinagio e ao desenvolvimento de plantulas. A secagem apresenta,
entdo, fun¢io importante no redirecionamento do metabolismo de desenvolvimento de
sementes para o de germinagdo. Também foi pré-requisito para a indugio de enzimas
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hidroliticas essenciais A fase p6s-germinativa, ou seja, para o desenvolvimento das
plantulas. O mesmo comportamento foi verificado para proteinas insoltveis, com a
diferenca de que estas s6 sdo formadas ap0s a reidratagio das sementes dessecadas ou
ap6s a embebicio das sementes maduras (Kermode & Bewley 1985b; Kermode ef al.
1985). Em cotilédones de sementes de mamona, as proteinas soldveis e insoldveis
apresentaram o mesmo comportamento das existentes ou formadas nos tecidos
endospermiticos. A dessecagio induziu a formagdo de enzimas envolvidas na quebra
de proteinas de reserva e na utilizagdo de lipidios (Kermode & Bewley 1986).

As protefnas especificas da maturagio. que podem estar envolvidas com a
tolerincia 4 dessecagiio, também sio observadas em sementes de cevada (Bartels et al.
1988) que, apesar de serem capazes de germinar aos oito dias apds a polinizagdo, sao
intolerantes a dessecagdo. A intolerdncia a desidratagio sé ocorre apds alguns dias.
Pelo menos de 25 a 30 proteinas sdo produzidas ou tém seus niveis aumentado durante
o perfodo que leva a tolerincia a dessecagao, podendo estar envolvidas neste processo.

Entretanto, ndo s6 as protefnas ligadas a dessecacdo podem ser responsdveis
pela tolerincia a secagem das sementes. Bradford & Chandler (1992), trabalhando com
sementes de Zizania palustris e Oriza sativa, concluiram que a auséncia de proteinas
ligadas & dessecagdo, bem como a inabilidade em acumular ABA, aparentemente nio
sdo as responsdveis pela intolerancia a dessecagao. Blackman ef al. (1991) também
colocaram em diivida a hipdtese da dependéncia exclusiva a um grupo de proteinas
acumuladas nas fases finais da embriogénese (LEA proteinas) para a prote¢io das
sementes maduras dos danos por dessecagio pois. em sementes de soja, encontraram
proteinas distintas das conhecidas e que foram resistentes a coagulagio pelo calor. O
nivel destas proteinas apresentou correlagio positiva com a tolerdncia a dessecagdo, o
que levaria a concluir pela essencialidade destas proteinas na tolerincia 4 dessecagio.
Porém, embrides extraidos de sementes imaturas tiveram tal tolerdncia induzida
prematuramente pela secagem lenta, enquanto sementes mantidas em umidade elevada,
pelo mesmo periodo, ndo adquiriram esta tolerancia, embora em ambos os casos tenha
havido formacgio das LEA protefnas. Assim, os autores concluiram que, apesar de
contribuirem, tais proteinas podem nio ser suficientes para induzir a tolerdncia &
dessecagdo. Esta tltima andlise foi obtida também por Blackman et al. (1992), que
trabalharam com embrides imaturos de sementes de soja dessecados ou mantidos em
elevada umidade relativa. Os primeiros suportaram a secagem e germinaram, enquanto
os tltimos nio conseguiram germinar apés a dessecagio e reidratagio. Em ambos os
casos, novamente, houve formagio de LEA proteinas.

Elucidando mais ainda a questdo, Gee er al. (1994) observaram diferengas na
toleriincia 4 dessecagdo entre espécies do género Acer: duas foram intolerantes a
dessecaciio e duas foram tolerantes. As quatro espécies possuem proteinas ligadas a
dessecacdo, o que levou os autores a concluirem que as LEA proteinas ndo sao
suficientes para induzir, isoladamente, a tolerancia a dessecagio, apesar de terem atuagio
importante neste processo.

E interessante observar que, se nio sdo as principais responsdveis pela aquisi¢ao
de tolerincia a desidratagiio em sementes, as LEA proteinas devem ter participagao
fundamental no processo. Em todos os materiais avaliados nas pesquisas mencionadas,
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tais proteinas estavam presentes quando houve tolerancia a dessecagiio, adquirida
naturalmente ou sob condi¢des controladas.

Carboidratos envolvidos na tolerancia a dessecacio

O estudo de sementes recém-germinadas pode ser utilizado para o entendimento
da tolerdncia & dessecagio (Bruggink & Toorn 1995). Uma das primeiras observagdes
sobre a fungdo de alguns agicares na tolerincia de sementes i dessecagio foi feita por
Koster & Leopold (1988), em sementes de soja, ervilha e milho, em que sacarose e
outros oligossacarideos estiveram constantemente presentes durante o estddio de
tolerdncia a dessecagio nas primeiras fases da germinagiio. Quando os oligossacarideos
deixaram de estar presentes, a tolerdncia 4 dessecacio nio mais se manifestou.

Naraiz primdria de sementes de milho em germinagio, rafinose e sacarose ocorreram
em niveis elevados durante o periodo de tolerincia a dessecagiio, enquanto glicose e
frutose estavam ausentes. A medida que aumentava a intolerdncia 2 dessecacaio,
diminufam os teores de rafinose e sacarose e aumentavam os de glicose e frutose
(Leprince et al. 1992).

Durante a desidratagio de embrides somdticos de cenoura e alfafa, a tolerincia a
dessecag@o ndao acompanhou as modificagoes ocorridas no conteddo dos carboidratos
soldveis, sugerindo que os oligossacarideos e dissacarideos ndo sdo fatores
determinantes para a anidrobiose. Entretanto, em secagem lenta, a estaquiose e a
sacarose aumentaram com a aquisi¢do da tolerincia a dessecagiio, enquanto os
monossacarideos declinaram, reforcando a idéia de que os carboidratos estio
envolvidos na anidrobiose (Tetteroo ef al. 1994). Em sementes de couve-flor ocorreu o
mesmo fendmeno, ou seja, aumento de glicose ¢ frutose e reducio de sacarose e
estaquiose com o avango do processo germinalivo e com a conseqiiente perda de
tolerdncia a dessecacdo das sementes (Hoekstra er al. 1994). Os autores concluiram que
a estaquiose ndo foi pré-requisito para a tolerdncia a desseca¢do, mas que a sacarose
pode ter sido. A glicose e a frutose podem estar envolvidas nos danos provocados pela
dessecagao.

Por outro lado, os niveis criticamente baixos de carboidratos soliveis especificos,
nas sementes de espécies do género /nga, foram considerados fatores fundamentais
para a intolerdncia a dessecagio (Pritchard er al. 1995).

Bochicchio er al. (1994) levantaram a hipdtese de que dois aglicares estariam
envolvidos no processo de aquisigdo da tolerancia i dessecagio: a sacarose e a rafinose.
Gorecki er al. (1997a, b) verificaram que o actimulo de oligossacarideos da familia da
rafinose correlacionou-se fortemente com a capacidade de sementes de Lupinus luteus
germinarem apds a dessecagdo. Obendorf (1997) afirmou que existe um nivel critico
desses oligossacarideos (série rafindsica), abaixo do qual a tolerincia a dessecagio €
comprometida.

A fungio dos carboidratos no processo de aquisi¢iio da tolerdncia a dessecagio
provavelmente estd ligada a protegio das membranas durante a desidratagio. Este fato
foi verificado por Chen & Burris (1990) em sementes de milho submetidas a diferentes
processos de secagem. Os aulores observaram alta correlagio entre a tolerincia a
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secagem e a composi¢do de agtcares solliveis, principalmente sacarose e rafinose,
sugerindo que estes aglicares teriam importante papel na estabilidade das membranas
durante a secagem e a exposi¢do a altas temperaturas. Segundo Ooms ef al. (1994), o
mesmo efeito desses carboidratos poderia ser obtido com a aplicagdo de ABA.

Sun et al. (1994), analisando a formagio do estado vitreo da dgua (outra hipétese
para explicar a tolerdncia 4 dessecagdo, que serd discutida mais adiante) em sementes
de soja e de carvalho, reforgaram a idéia de que os aglicares sdo relevantes nas
modificacdes das fases da membrana, para que a mesma possa reter liquidos cristalinos.
Blackman er al. (1992) corroboram a idéia da fungdo dos agilcares no processo de
aquisicdio de tolerancia a dessecagdo, mostrando que sacarose € estaquiose aumentam
em eixos embriondrios de sementes de soja submetidas a secagem, enquanto nas que
permanecem sob elevada umidade relativa, estes agticares ndo apresentam alteragdo em
seus teores.

Sementes recalcitrantes e tolerdncia a dessecagio

Comportamento diferenciado dos descritos até aqui ¢ verificado em sementes
recalcitrantes. A classificagio destas sementes foi, inicialmente, genérica, avaliando-se
apenas a intolerincia a dessecagiio e a baixa longevidade. Atualmente, ji se estuda a
reclassificagiio em fungio de niveis de recalcitrancia. Diversos pesquisadores, das mais
variadas regides do mundo, ressaltaram a importancia do assunto (Farrant er al. 1988;
1993a; Berjak er al. 1990; Kermode 1990; Horbowicz & Obendorf 1994; Neves 1994).

A separagdo cldssica ortodoxas x recalcitrantes passou a ser questionada,
procurando-se identificar, com maior consisténcia. as espécies com sementes
recalcitrantes ou os niveis de recalcitrincia (Chin er al. 1984: Berjak et al. 1984; Nautiyal
& Purohit 1985a, b, ¢; Nautiyal er al. 1985; Farrant et al. 1989; Hong & Ellis 1990);
espécies consideradas ortodoxas podem ter diferentes niveis de tolerincia a dessecagao.
Além disso, as sementes podem ser agrupadas por caracteristicas intermedidrias entre
as das ortodoxas e as das recalcitrantes (Farrant ef al. 1997; Sacande et al. 1997),
tornando-se dificil classificd-las em algum grupo. por apresentarem caracleristicas de
ortodoxas, mas possuirem longevidade muito curta (Pence 1996; Vertucci er al. 1996).
Porém, classificagdes & parte, estes estudos vém contribuindo muito para o entendimento
dos processos envolvidos na tolerincia a dessecagiio. dessas sementes, entre outros
beneficios.

As diferencas entre estes grupos e, certas vezes. dentro da mesma espécie com
sementes desenvolvidas em diferentes condigdes, tém proporcionado conclusdes
contraditérias ou, pelo menos, discutiveis. Baseados em dados obtidos em quatro
coletas de sementes de Zizania palustris (com teores de dgua de 74,6, 55,2, 37.0 e
26.8%), Probert & Brierley (1989) concluiram que a secagem inviabilizou a germinagio
das sementes em qualquer época de colheita, que continuaram intolerantes a dessecagao
mesmo quando armazenadas embebidas a baixas temperaturas. Berjak er al. (1994)
chegaram a conclusdes diferentes de Probert & Brierley (1989). Submeteram as sementes
de Zizania palustris a secagem sob temperaturas inferiores a 25°C, verificando
deterioragdo ultraestrutural mais severa do que quando a mesma foi realizada a 30°C.
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Esta diferenga na tolerdncia & dessecagio sob diferentes temperaturas ja havia sido
mencionada por Kovach & Bradford (1992) que, além disso. inferiram que a intoleréincia.
a dessecagdo das sementes de Z. palustris, na verdade. tratava-se de danos ocorridos
na membrana ndo durante a secagem, mas sim no momento da embebigo. Vertucci et al.
(1994) verificaram que embrides imaturos de Zizania sp. sio mais sensiveis dessecagio
que os maduros.

Em sementes de Clausena lansium e Litchi chinensis (também recalcitrantes),
entretanto, Fu er al. (1994) verificaram que a tolerincia a desseca¢io aumentou com o
decorrer das fases de desenvolvimento. Os autores consideraram, ainda, que os danos
causados pela secagem, em sementes recalcitrantes, podem ser atenuados pela excisio
do eixo embriondrio, seguida por criopreservagio.

As diferengas quanto a tolerancia a dessecagdo, entre sementes recalcitrantes,
levaram Berjak & Pammenter (1994) a sugerir classificagdo considerando o grau de
sensibilidade a dessecaciio. a longevidade em armazenamento hidratado e a sensibilidade
ao frio (“chilling”). Estas autoras concordam que a aplicagio genérica do termo
recalcitrante tem causado muitas confusdes. Para evitar tal fato é necessdrio que se
comece a descrever diversas informagdes importantes, como o habitat natural da espécie,
a longevidade das sementes em armazenamento sob condig¢des hidratadas, o teor de
dguacritico, a sensibilidade ao resfriamento, a existéncia de dorméncia e a influéncia da
temperatura durante a secagem, entre outras.

Caracteristicas importantes em sementes recalcitrantes sao a capacidade de
germinar imediatamente apds a separa¢o da planta-mae (estas semenles, normalmente,
continuam hidratadas até o final do desenvolvimento/maturagiio) e a presenca de
aglicares soliveis. Sementes de Quercus robur, por exemplo, consideradas recalcitrantes,
adquirem a capacidade germinativa sem a secagem (Finch-Savage et al. 1992). Sementes
de Avicennia marina, diferentemente das ortodoxas, permanecem hidratadas e
metabolicamente ativas apds a abscisao da planta-mae. podendo iniciar a germinagio
imediatamente apds esta abscisdo, gragas. entre outros fatores, a disponibilidade de
oligossacarideos que sio translocados, prontamente, dos 6rgios de reserva para o eixo
embriondrio (Farrant er al. 1992a, b).

Além dos aspectos jd comentados, podem existir outros fatores envolvidos na
toleriincia a dessecagiio de sementes. conforme observaram Finch-Savage & Blake
(1994). Estes autores nao verificaram relagio entre intolerancia a dessecagio e
concentragoes de ABA., para sementes de Quercus robur, nem entre esta intolerincia e
a presenga de proteinas de dessecagio (LEA proteinas) ou agticares soliveis, descritos
para sementes ortodoxas como responsdveis pela resisténcia a desseca¢io. Além disso,
os autores observaram grande semelhanga entre o desenvolvimento das sementes
desta espécie, considerada como recalcitrante (ou intolerante a dessecagiio), e o de
outras consideradas ortodoxas. Still er al. (1994) chegaram a conclusdes discordantes
de diversos trabalhos citados até aqui quanto a relagiio entre tolerdncia a dessecagiio e
niveis de ABA, de agticares soliveis e de proteinas de dessecagiio. Estes autores nio
encontraram evidéncias da relagiio entre estes compostos e a tolerdncia 4 dessecagio
em sementes de Zizania palustris. As sementes desta espécie, segundo os autores,
foram mais sensiveis a dessecagiio que as de Oryza sativa. Entretanto, o acimulo de
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ABA nas sementes de Z palustris foi duas vezes maior que nas sementes de O. sativa,
nio apresentando relagdo com o actimulo de proteinas de dessecagao. Sementes de Z.
palustris, ainda, acumularam cerca de duas vezes mais sacarose que as de arroz, ficando
os oligossacarideos a 1/10 do méximo actimulo de sacarose. Por fim, os niveis de LEA
proteinas foram semelhantes entre as sementes das duas espécies, além de que 0 maior
actimulo destas proteinas ocorreu apds muitas sementes terem iniciado a aquisigdo de
tolerincia i dessecagiio. Os autores concluiram que a sensibilidade a dessecagio, em
sementes de Z. palustris, nio ¢é fungio da auséncia destes fatores.

Steadman et al. (1996), porém, verificaram que existem grandes variagdes na
concentragio de agticares entre diferentes tecidos de sementes intolerantes & dessecago
(recalcitrantes). Estes autores observaram que existe forte correlagio entre a relagao
sacarose/oligossacarideos derivados de sacarose. chegando a classificar as sementes
conforme o resultado desta relag@o.

A sintese destas informagdes (Finch-Savage er al. 1992; Kovach & Bradford
1992; Finch-Savage & Blake 1994; Fu er al. 1994: Still er al. 1994; Vertucci et al. 1994)
sugere nivel de interferéncia das varidveis nio diretamente estudadas quanto a
tolerincia A dessecagiio, impossibilitando atribuir-se a um ou mais dos fatores estudados
as diferengas entre sementes ortodoxas e recalcitrantes. Estas informagdes ressaltam a
dificuldade no agrupamento de espécies dentro de uma destas categorias.

Mais consistente € a consideragio feita por Finch-Savage (1992), referindo-se ao
teor de dgua critico, ou seja, aquele abaixo do qual a semente nio suporta a secagem.
Este teor de dgua critico seria o atingido apés a perda de toda a dgua celular livre e
explicaria a grande diferenga na tolerincia a dessecagdo entre as espécies. Este valor foi
estudado em Zizania spp. (Vertucci et al. 1995), em Inga uruguensis (Bilia 1997), em
Araucaria angustifolia (Eira et al. 1994), em Euterpe oleracea (Aratijo et al. 1994), em
seringueira (Pereira 1980; Cicero et al. 1986; Garcia & Vieira 1994), em Virola surinamensis
(Cunha et al. 1992) e em Phoenix loureiri (Aradjo & Barbosa 1992). Os valores do teor
de dgua critico, nestas espécies, foram de 15 a 38%, mostrando que esta caracteristica
¢ muito varidvel de espécie para espécie. Este fato ja havia sido observado por Roberts
(1973), que mencionou a variagdo do teor de dgua critico, para sementes recalcitrantes,
entre 12e31%.

E provivel, porém, que a conservagio de sementes recalcitrantes por longo
periodo, ndo seja alcangada com processos similares aos utilizados para as ortodoxas,
mormente a secagem. Sem a possibilidade, atualmente, de secagem para essas sementes,
os pesquisadores, principalmente no Brasil. onde ocorre niimero elevado de espécies
com sementes recalcitrantes, tém buscado formas alternativas de armazenamento, como
a manutengio do elevado teor de dgua das sementes pelo seu acondicionamento em
embalagens herméticas e/ou sob baixas temperaturas (Cicero er al. 1986; Pence 1996;
Ferraz & Sampaio 1996; Barbedo 1997; Bilia 1997). Contudo, tal armazenamento
freqiientemente conduz, além da deterioragio pelo préprio metabolismo da semente, a
problemas com microrganismos causadores de processos deteriorativos (Motle ef al.
1997), favorecidos pela umidade.

A conservagio das sementes recalcitrantes poderia ser obtida com métodos que
visassem a paralisag@io ou a limitagdo, a0 miximo possivel, do crescimento do eixo
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embriondrio, mantendo-se a semente com fornecimento de dgua suficiente para evitar
sua desidratagdo abaixo do teor de dgua critico. Este procedimento foi realizado em
sementes de Melicoccus bijugatus e Eugenia brasiliensis (Goldbach 1979). e em Inga
uruguensis (Barbedo 1997). empregando o dcido abscisico como inibidor da germinagio.

Outros fatores ligados a dessecacio
Propriedades da agua

A habilidade que as sementes de diversas espécies apresentam em sobreviver A
dessecagdio é resultado de adaptagdes que previnem a destruicio celular durante a perda de
dgua. Quando uma célula niio tolerante a dessecagio se desidrata, muitos eventos ocorrem:
a) os solutos ficam mais concentrados, possivelmente aumentando a taxa de reagoes quimicas
destrutivas; b) alguns solutos podem cristalizar, modificando a resisténcia idnica e o pH da
solugdo intracelular; ¢) as proteinas comegam a desnaturar-se, muitas irreversivelmente: e d)
as membranas comegam a romper-se, levando a perda da compartimentalizagio (Koster
1991). A presenga de grande quantidade de agicares soliiveis dentro de uma célula pode
prevenir estes efeitos danosos da dessecagio, formando ligagdes de hidrogénio e, assim,
substituindo a dgua na manutengdo das estruturas hidrofflicas em sua orientagio quando
hidratada (Crowe et al. 1988, apud Koster 1991).

Koster (1991) verificou que a habilidade das células em tolerar a dessecagio pode,
em parte, depender da habilidade em vitrificar (glassy state) a temperatura ambiente.
Também mostrou que a vitrificagao depende de mais de um tipo de agticar (principalmente
a relagdo sacarose/rafinose), para que ndo ocorra a cristalizagio. Entdo, segundo o
autor, a combinag@o dos agticares presentes em células tolerantes a dessecagio pode
permitir a formagdo do estado vitreo em temperaturas superiores a 0°C, enquanto a
combinagio presente em células de sementes sensiveis & dessecagio s6 permitiria a
formagio do estado vitreo em temperaturas abaixo de 0°C.

Willians & Leopold (1989) demonstraram que a temperatura para a formagio desse
estado vitreo também depende do contetido de dgua do embrido. Afirmaram que o
estado vitreo, em fungio de sua alta viscosidade. protelaria a cristalizago de solutos e
a total desidratagiio. A inibi¢do da mobilidade molecular, portanto, restringiria a
desnaturagiio e as reagdes bioquimicas. A existéncia do estado vitreo em sementes de
milho, segundo os autores, sugere importante fungio deste estado, de mobilidade
molecular restrita, na sobrevivéncia de sementes dessecadas.

Em sementes de Landolphia kirkii, consideradas recalcitrantes, Berjak et al.
(1992) observaram maior tolerincia a dessecagiio nas imaturas, coincidindo com a fase
em que a dgua nio congeldvel estava em seu menor teor, além de apresentar a mais alta
entalpia de fusiio desta dgua. Nesta mesma espécie. Pammenter er al. (1991) nio
observaram diferengas no contetdo de dgua congeldvel das sementes antes e apos a
desidratagdo, sendo aquele contetido similar ao de sementes tolerantes a dessecagio.
Concluiram que o contetido de dgua nio congeldvel. isoladamente, ndo é um fator
importante para a sensibilidade a dessecagao. Entretanto. quando esta dgua foi retirada
por meio de secagem rdpida, houve danos ao embrido. 0 que ndo ocorre em sementes
tolerantes a dessecagiio.



158 Barbedo & Marcos Filho: Tolerincia 3 dessecagio em sementes
Radicais livres

Os radicais livres apresentam importante fun¢do nos danos causados a moléculas
de tecidos vegetais e animais, principalmente quando tecidos amadurecidos sdo
submetidos a estresses ambientais ou a envelhecimento artificial. Em sementes,
entretanto, as evidéncias de que estes radicais livres atuam na perda de viabilidade nao
sdo plenamente claras. Apesar disso, é muito provivel que as sementes nao se
diferenciem dos demais tecidos vegetais e ou animais e, assim, sofram agao do oxigénio
e de seus radicais livres, influenciando sua mortalidade (Hendry 1993).

Evidéncias da ago de radicais livres em sementes podem ser verificados quanto
3 intolerancia das mesmas 2 dessecagdo, apds iniciado o perfodo de embebicao para a
germinagdo. Em sementes de milho, hd evidéncias de sequéncia de eventos em que o
oxigénio ativado toma fungdo importante, se nio causal, no processo de perda da
toleréncia & dessecagiio com o avango da germinagdo (Leprince ef al. 1990). Hendry et
al. (1992) observaram semelhante agio do oxigénio em sementes de Quercus robur, nao
durante a embebigdo, mas sim ao final da maturagio das sementes. Estas sementes sao
consideradas recalcitrantes e os autores concluiram que decréscimo na prote¢io
enzimética 2 agdo oxidativa sobre o eixo embriondrio, associado & diminui¢o na
concentragio de alfa-tocoferol (eventos que ocorreram quando a dgua € perdida), leva
a peroxidagdo lipidica e  formagdo de radicais livres no eixo embriondrio. Estes eventos
podem contribuir para a perda de viabilidade nestas sementes recalcitrantes. A tolerincia
da membrana aos radicais livres estd associada a presenga e a quantidade de antioxidantes
de lipidios soliveis e, portanto, estes antioxidantes podem contribuir para a tolerancia
a desidratagio em tecidos embriondrios da semente (Senaratna ef al. 1985). Os
antioxidantes foram detectados em eixos embriondrios de sementes de soja embebidas
por 6 horas (ainda tolerantes 2 dessecagdo) em quantidade muito maior que nas
embebidas por 36 horas (jd sensiveis  dessecacio). A agdo dos radicais livres,
entretanto, merece mais estudos para que se obtenham conclusdes mais consistentes.

Consideragoes finais

A diferenca entre o comportamento das sementes ortodoxas e recalcitrantes, quanto
a tolerincia & dessecagdo, é um fato, até aqui, indiscutivel. Porém, a identificagao dos
processos bioquimicos e fisiolégicos envolvidos, bem como o nivel de participagao de
cada fator no processo, requerem maior esclarecimento. Hd acentuada variagio nos
resultados, em fun¢io de mudangas nos fatores envolvidos (espécie, estddio de
desenvolvimento da semente, local de origem da espécie, época de avaliagio, condigdes
ambientais durante o desenvolvimento da semente, estado nutricional da planta), o que
torna dificil e sujeita a falhas a generalizagio do fendmeno.

A utilizagdo do termo recalcitrante, inicialmente abrangendo grande nimero de
espécies, consideradas semelhantes entre si, gerou confusdo e conflito de resultados.
Aparentemente, hd mais de um fator envolvido na tolerancia ou na sensibilidade a
dessecagdo. Entre estes fatores, estdo incluidos: a) o controle de reguladores de
crescimento (principalmente 0 ABA); b) 0 acimulo de proteinas ao final da maturagio
(LEA proteinas); ¢) o balango entre agticares soltiveis (princapalmente a sacarose, a
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rafinose e a estaquiose); d) a presenca de radicais livres: e) as caracteristicas da 4gua na
semente. Nenhum deles, isoladamente, foi capaz de elucidar a tolerincia ou intolerincia
a dcssecaqﬁo.’ em todas as espécies estudadas; porém. todos eles tinham participagio
no processo. E provavel, portanto, que o gradiente de tolerancia a dessecagao, observado
em alguns trabalhos, seja resultado da combinagio destes fatores. Porém, com os
resultados obtidos até o momento, tal assergo seria ainda carente de base de dados
mais sdlida.

Nos estudos relativos a conservagio de sementes recalcitrantes, Farrant et al.
(1986) e Pammenter er al. (1994) verificaram a possibilidade da ocorréncia de estresse
hidrico, mesmo quando estas sio armazenadas Gmidas. Isto porque a semente
recalcitrante ndo cessa o crescimento ao final da sua formagio e maturagdo; no maximo,
reduz seu metabolismo a niveis quase imperceptiveis e, talvez, resida neste fato uma
das grandes caracteristicas comuns as espécies com sementes intolerantes i dessecagio.
Assim, mesmo sob elevados teores de dgua haveria deficiéncia hidrica para a fase
inicial da germinagio, pois a divisdo e expansio celular estariam em niveis crescentes.
Este fato refletiria um metabolismo tao intenso destas sementes, com tio répida transi¢@o
das fases de formagio, maturagio, embebigio. translocagiio de solutos e retomada de
crescimento do eixo embriondrio, que nio haveria tempo suficiente para o actimulo das
substancias responsdveis pela tolerincia a dessecagio, substincias estas descritas ao
longo do presente trabalho.

Mesmo identificando-se, futuramente, todos os fatores envolvidos na tolerancia
a dessecagido, nio hd garantia de que seria possivel submeter sementes recalcitrantes a
estes fatores, artificialmente. Esta é uma drea muito ampla, ainda, a ser estudada,
necessitando muitas informagdes para sua melhor compreensio.
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