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RESUMO

FLORES, Andressa Vasconcelos, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2011.
Germinacdo de sementes de Melanoxylon brauna (Schott) sob diferentes
temperaturas: aspectos morfofisiologicos e enzimaticos. Orientador: Eduardo
Euclydes de Lima e Borges. Co-orientadores: Valéria Monteze Guimardes e José
Francisco de Carvalho Gongalves.

A germinacgdo de espécies arboreas tropicais ainda carece de informagdes mais precisas
sobre fatores fisicos e as intrinsecas as sementes que podem interferir no processo
germinativo dos mesmos. Diante deste fato, o presente trabalho teve por objetivo investigar
as caracteristicas morfométricas e niveis crescentes de temperatura e suas implicagdes sobre a
fisiologia e o metabolismo de sementes de Melanoxylon brauna Schott durante o processo
germinativo. Para tanto, os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Andlise de
Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa - UFV. As sementes utilizadas neste trabalho foram colhidas em 10 arvores-matrizes
na cidade de Leopoldina - MG. No primeiro capitulo, foram realizados dois ensaios, o
primeiro para avaliar o efeito da cor e do tamanho, no qual as sementes foram classificadas
visualmente em claras e escuras, e em relagdo ao tamanho em pequenas e grandes, e
posteriormente, foram semeadas sob duas folhas de papel filtro. No segundo ensaio, foi
avaliado o efeito de diferentes substratos na germinacdo. Para tanto, foram testados os
substratos sobre areia (SA), entre areia (EA), sobre papel germitest (SP), entre papel
germitest (EP) e rolo de papel germitest (RP). Em ambos os ensaios, as sementes foram
colocadas em camara BOD sob temperatura constante de 25°C e luz constante, por periodo
de 10 dias, sendo avaliadas as caracteristicas indice de velocidade de germinagdo (IVG) e a
porcentagem de germinacdo. No segundo capitulo foram realizados trés ensaios. No primeiro
foram determinas das curvas de embebi¢do para as temperaturas de: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 e 45 °C. No segundo ensaio, para identificar as temperaturas cardinais, as sementes foram
mantidas sob cada temperatura, pelo periodo de 10 dias em camara tipo BOD, sob luz

constante. No terceiro ensaio, foi realizado teste de condutividade elétrica (CE) com as
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sementes incubadas por periodos de 24, 48 ¢ 72 horas de embebi¢do em cada uma das
temperaturas citadas anteriormente, e, em seguida, as mesmas foram colocadas em
erlenmeyers com 75 mL de dgua deionizada a 25°C, por 24 horas para posterior leitura da
condutividade. No terceiro capitulo, foram realizadas analises enzimaticas. As determinag¢des
das atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase
(APX, EC 1.11.1.11) e catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foram feitas no endosperma micropilar e
no eixo embriondrio de sementes colocadas para germinar sob as mesmas condigdes descritas
acima, sob temperaturas de 15, 25, 30 e 40°C, e a cada 12 horas foram retiradas amostras até
a protrusdo radicular de 50% das sementes ou 168 horas para a temperatura de 15°C.
Sementes pequenas e claras possuem germinacao e IVG inferiores as sementes pequenas e
escuras e as grandes, independentemente da cor. O substrato mais indicado para a realizacdo
de testes de germinacdo em laboratorio ¢ o rolo de papel germitest. A temperatura atuou de
forma significativa na germinacdo e na sincronizagdo de sementes de Melanoxylon brauna.
As temperaturas cardinais para germinacdo (%) sdo: 12,3°C — minima, 30,0°C — o6tima
(tedrica) e 42,7°C — méxima. As faixas de temperatura considerando-se todas as variaveis
investigadas foram: 12,1-12,6°C (minima); 30-35,8°C (6tima); e 42,4-43°C (maxima). A
espécie apresenta uma grande amplitude de germinacdo com relagdo a temperatura, sendo
verificada germinacao na faixa de temperatura de 12 a 42°C. O teste de CE foi eficiente para
avaliar o efeito da temperatura sobre a qualidade fisiologica e segundo este, a temperatura
otima ¢ de 27°C. Nao foi detectada a atividade das enzimas SOD, APX e¢ CAT no
endosperma micropilar durante a germinagdo de sementes sob diferentes temperaturas. No
eixo embrionario, as atividades das enzimas SOD e CAT apresentaram maiores alteracdes ao
longo da germinagdo quando submetidas as temperaturas de 15 e 40°C. A atividade da
enzima APX, no eixo embriondrio, ndo foi afetada pela temperatura ao longo da germinacao

e sua atividade foi extremamente baixa.
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ABSTRACT

FLORES, Andressa Vasconcelos, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Germination of Melanoxylon brauna (Schott) seeds under different temperatures:
morphophysiologic and enzymatic aspects. Advisor: Eduardo Euclydes de Lima e
Borges. Co-advisors: Valéria Monteze Guimardes and José Francisco Carvalho
Gongalves.

The germination of tropical tree species needs more precise information on the
physical and intrinsic factors that may interfere in the germination process. Given this fact,
this study aimed to investigate the morphometric characteristics and increasing levels of
temperature and its implications on the physiology and metabolism of Melanoxylon brauna
Schott seeds during the germination process. To this end, the experiments were conducted at
the Laboratory of Seed Analysis of Forestry in Department of Forestry, University Federal of
Vigosa - UFV. The seeds used in this study were collected from 10 trees in the city of
Leopoldina - MG. In the first chapter, two assays were conducted, the first to evaluate the
effect of color and size, in which the seeds were visually classified into light and dark, and in
relation to size in large and small, and then were sown in two pieces of filter paper. In the
second assay, were evaluated the effect of different substrates on germination. Thus, were
tested the substrates on sand (SA), between sand (EA), on paper germitest (SP), between
paper germitest (EP) and paper roll germitest (RP). In both trials, seeds were placed in BOD
under constant temperature of 25°C and constant light for 10 days, and evaluated the
characteristics of germination speed index (GSI) and percentage of germination. In the
second chapter were carried out three assays. In the first were determined curves of soaking
at temperatures of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 and 45°C. In the second trial, to identify the
cardinal temperatures, seeds were kept under each temperature for a period of 10 days in
BOD, under constant light. For the third test, was carried out electrical conductivity test (EC)
with the seeds incubated for 24, 48 and 72 hours of immersion in each of the temperatures
mentioned above, and then they were placed in erlenmeyers with 75 mL deionized water at
25°C, for 24 hours for subsequent reading of conductivity. In the third chapter, enzymatic

analysis was performed. Measurements of the activities of superoxide dismutase (SOD, EC
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1.15.1.1), ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) and catalase (CAT, EC 1.11.1.6) were
made in the micropylar endosperm and embryonic axis of seeds germinated under the same
conditions described above, at temperatures of 15, 25, 30 and 40°C, and every 12 hours until
the samples were taken root protrusion of 50% of the seeds or 168 hours to a temperature of
15°C. Seeds small and light have lower germination ¢ IVG that the small and large,
regardless of color. The substrate most suitable for the testing laboratory germination is the
paper roll germitest. The temperature appeared significantly in germination and
synchronization of Melanoxylon brauna seeds. The cardinal temperatures for germination
(%) are: 12.3°C - minimum — 30.0°C - optimal (theoretical) and 42.7°C — maximum. The
temperature ranges considering all the wvariables investigated were: 12.1 to 12.6°C
(minimum); 30 to 35.8 ° C (optimum) and 42.4 to 43°C (maximum). The specie has a wide
range of germination with respect to temperature, germination was observed in the
temperature range from 12 to 42°C. The EC test was efficient to evaluate the effect of
temperature on the physiology and according to this, the optimum temperature is 27°C. Did
not detect the activity of SOD, APX and CAT in the micropylar endosperm during seed
germination under different temperatures. In the embryonic axis, the activities of SOD and
CAT showed greater changes along the germination when subjected to temperatures of 15
and 40°C. The APX enzyme activity in the embryonic axis was not affected by temperature

during germination and its activity was extremely low.



1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, tem-se intensificado o interesse na propagagdo de espécies nativas,
em razdo da necessidade de recuperagdo de areas degradadas e recomposi¢do da paisagem,
decorrentes do desmatamento e do avanco da agricultura (LIMA et al., 2006).

Ao iniciar um programa de reflorestamento com espécies nativas, independentemente
da finalidade, o conhecimento sobre tecnologia de sementes ¢ fundamental, sobretudo quanto
as informagdes inerentes ao processo germinativo. As condi¢des requeridas para a
germinagdo de sementes sdo distintas para cada espécie e a busca pelo conhecimento das
condicdes Otimas da germinacdo de sementes florestais fornece informagdes sobre a
propagacao e a fisiologia das espécies (MEDEIROS et al., 2001; VARELA et al., 2005).

No entanto, ndo hé conhecimento suficiente sobre o manejo e analise de sementes de
maioria das espécies, de modo a fornecer dados que possam caracterizar seus atributos fisicos
e fisiologicos. H4, também, necessidade de se obterem informacdes sobre a germinagdo,
cultivo e potencialidades dessas espécies, visando a utilizacdo para os mais diversos fins, tais
como a producio de mudas e o melhoramento genético (ARAUJO NETO et al., 2003).

Estudos dos processos fisioldgicos e bioquimicos de sementes sdo o ponto de partida
para a utilizacdo e exploragdo de forma racional das espécies nativas, sendo a qualidade
fisica, fisiologica e genética fatores preponderantes para o sucesso dos programas de
producgdo das mudas.

Para que ocorra a germinacao da semente, cada espécie exige condi¢des especificas.
A germinacdo ¢ um processo complexo, que envolve uma sequéncia de eventos fisiologicos,
controlada por diversos fatores endogenos e exdgenos as sementes. Dentre os fatores
exdgenos, a temperatura age na germinacao de trés formas, determinando a capacidade ¢ a
porcentagem de germinacao das sementes, eliminando as dorméncias primarias e secundarias
ou induzindo a dorméncia secundéaria (BEWLEY e BLACK, 1994).

A germinacdo tem inicio com a embebicdo das sementes, estimulando a sintese de
enzimas ou a ativagdo daquelas pré-existentes, resultando na mobilizacdo de reservas e na
digestao da parede celular, enfraquecendo-a e permitindo que a raiz primaria rompa o

tegumento (BORGES e RENA, 1993).



Sabe-se que o processo de germinagdo envolve uma série de atividades metabdlicas,
durante as quais ocorre uma sequéncia programada de reacdes quimicas, cada uma dessas
apresentando exigéncias proprias quanto a temperatura, principalmente porque dependem da
atividade de sistemas enzimaticos especificos (MARCOS FILHO, 2005).

Hé poucos trabalhos disponiveis na literatura que abordam as alteracdes fisiologicas e
bioquimicas em sementes de espécies nativas, como, por exemplo, as relacdes entre
atividades enzimaticas nos diferentes compartimentos das sementes durante a germinagao,
sob diferentes temperaturas.

Melanoxylon brauna Schott ¢ uma espécie florestal pertencente a familia Fabaceae,
conhecida popularmente como brauna, bratina preta, graina, maria-preta, rabo-de-macaco
(LORENZI, 2002). Ocorre naturalmente no Sul da Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Pard, Rio de Janeiro e Sergipe. Classificada como semidecidua, heliéfila (ALMEIDA
et al., 1998; LORENZI, 2002). Sua madeira ¢ muito pesada, apresentando densidade de 1,05
g cm™, compacta, muito dura ao corte e de grande durabilidade mesmo quando em ambientes
adversos, sendo propria para obras externas e hidraulicas, dentre outros. E uma espécie
potencial para reflorestamentos e arborizagdo urbana (LORENZI, 2002; ALMEIDA et al.,
1998). Devido a exploragdo de sua madeira e a falta de replantios, a espécie esta presente na
“lista oficial de flora ameacada de extingao” estabelecida pela Instrug¢do Normativa N° 6, de
23 de setembro de 2008 (MMA, 2011).

Portanto, diante do exposto entende-se que o grande repertdrio de espécies nativas da
diversidade vegetal brasileira, principalmente, espécies arboreas pertencentes aos diversos
biomas precisa ser urgentemente e sustentavelmente investigado do ponto de vista do
processo germinativo. Uma vez que as informagdes obtidas até entdo, sdo quase sempre
insuficientes e/ou fragmentadas para o entendimento das diferentes estratégias ou
mecanismos empregados na germinagdo de espécies arboreas nativas. Desta maneira, mais
estudos sobre caracteristicas morfométricas e fisioldgicas podem ser um modelo efetivo para
decifrar o nivel de desempenho funcional e as implicagcdes apresentadas para cada espécie.
Assim como, explicitar os efeitos isolados ou combinados dos fatores fisicos do meio, como
a temperatura sobre a germinagdo, pode consolidar o conhecimento das relagdes de causa e

efeito relacionados ao metabolismo celular durante o processo germinativo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Descricdo da espécie

Melanoxylon brauna Schott ¢ uma espécie florestal pertencente a familia Fabaceae,
conhecida popularmente como brauna, bratna-preta, grauna, maria-preta, rabo-de-macaco.
Ocorrendo naturalmente desde o sul da Bahia at¢ Sdo Paulo e Minas Gerais (LORENZI,
2002).

A espécie pode atingir de 15 a 25 m de altura e 40 a 80 cm de diametro; suas folhas
sdo compostas imparipinadas, com 15 a 29 foliolos opostos e glabros, de 4 a 7 cm de
comprimento. As flores sdo amareladas, em paniculas terminais amplas. O fruto é legume
deiscente, contendo varias sementes duras envoltas por estrutura membranacea (asa) que
possibilita sua dispersao pelo vento (BARROSO et al., 1999; LORENZI, 2002).

O florescimento ocorre de fevereiro a abril e os frutos amadurecem no periodo de
setembro a outubro. A madeira é muito pesada, apresentando densidade de 1,05 g cm™,
compacta, muito dura ao corte, superficie lisa ao tato, de pouco brilho, textura fina, gra
direita, de grande durabilidade mesmo quando em ambientes adversos. A casca ¢ utilizada em
curtume para extracao de tintura negra, enquanto a seiva o ¢ na medicina e na industria. Além
disso, suas sementes sdo muito atacadas por insetos, o que torna dificil encontrar sementes
vidveis em grandes quantidades (LORENZI, 2002).

A madeira € propria para obra externas e hidraulicas, moirdes, postes, dormentes, para
construcdo civil, como vigas, caibros, tacos e assoalhos, para confec¢do de pegas torneadas,
esquadrias, folhas faqueadas, instrumentos musicais, cabos de ferramentas, dentre outros. A
arvore apresenta potencial para o paisagismo em geral, devido as suas caracteristicas
ornamentais, e também é muito util para reflorestamentos. E planta semidecidua, heliéfila ou
de luz difusa, caracteristica da mata pluvial atlantica (LORENZI, 2002).

Devido a exploragao de sua madeira e a falta de replantios, a espécie esta presente na
“lista oficial de flora ameacada de extingao” estabelecida pela Instru¢do Normativa N° 6, de

23 de setembro de 2008 (MMA, 2011).



Figura 1 - Melanoxylon brauna Schott: aspecto geral da arvore (A); detalhe da floragdo (B);
detalhe dos frutos (C), detalhe das sementes (D); semente germinada (E). Fonte: BORGES
(2010); FLORES (2010).

Germinacgéo

Existem diversos conceitos para germinagdo, entretanto os mais aceitos sdo a
germinagdo do ponto de vista agrondmico ou tecnologico na qual sdo consideradas
germinadas as sementes que emergem parte da planta do solo ou a formag¢ao de uma plantula
vigorosa sobre um substrato, sendo este mais apropriado para estudos em condigdes de
campo; e o conceito bioldgico ou botanico, que considera germinadas as sementes que
emergem uma das partes do embrido de dentro dos envoltdrios, sendo que este processo deve
ser acompanhado de algum sinal de metabolismo ativo, como a curvatura da radicula
(LABOURIAU, 1983).

A germinacdo de sementes consiste na reativacdo do crescimento do embrido por
meio de uma sequéncia ordenada de eventos metabdlicos, resultando na ruptura do tegumento
pela radicula. O inicio desse processo se da pela absor¢do de agua pelas sementes e termina
com o alongamento do eixo embrionario. Os mesmos autores propuseram que o processo de
germinagdo inicia com a embebigdo, sendo que esta Gltima ocorre de forma trifasica. As trés
etapas principais compreendem a Fase I ou de reativacdo (embebicao, ativagdo da respiracdo
e das demais etapas do metabolismo); Fase II ou de indugdo do crescimento (fase de repouso)

e a Fase III ou de crescimento (protrusao da raiz primaria) (BEWLEY e BLACK, 1994).



De maneira geral, sdo exigidas trés condi¢des basicas para que uma semente germine:
condicdes ideais de dgua, oxigénio e temperatura. A dgua ¢ fundamental para a reativagao do
metabolismo no eixo embriondrio, o oxigénio participa das reacdes de oxidacdo no processo
de respiracdo e sintese de energia através da adenosina trifosfato (ATP) e a temperatura é um
fator importante, pois as espécies sdo adaptadas a diferentes temperaturas, havendo uma
ampla faixa de temperatura em que pode ocorrer a germinacao (CASTRO et al., 2004).

Muitos outros fatores influenciam no processo de germinacdo, citando-se como
intrinseco as sementes a viabilidade, longevidade, sanidade, genotipo, grau de maturidade,
dorméncia, dentre outros (MARCOS FILHO, 2005).

O conhecimento das condigdes ideais para a germinacdo da semente de uma
determinada espécie ¢ de fundamental importancia, principalmente, pelas respostas
diferenciadas que ela pode apresentar em funcdo dos mais diversos fatores (BEWLEY e
BLACK, 1994; BRASIL, 2009). A padronizagdo de métodos de andlise de sementes ¢
importante, pois, objetiva resultados uniformes para um determinado lote, em diferentes
laboratdrios. A seguir serd apresentada uma breve revisdo a respeito da influéncia de alguns
fatores como cor e tamanho das sementes, substrato e temperatura, sobre a germinagdo e o

vigor das sementes.

Cor e tamanho

A coloragdo do tegumento tem influéncia sobre a qualidade fisiologica das sementes.
A cor do tegumento estd associada ao grau de maturacdo, sendo as sementes de coloragao
mais clara as mais imaturas (LUCENA et al., 2008).

O tamanho das sementes ¢ uma caracteristica que apresenta grande variabilidade,
sendo definido pelo comprimento, largura e espessura. Segundo Winn (1991), as plantas
produzem sementes de tamanhos completamente desuniformes, devido as variagdes na
disponibilidade de recursos nutricionais durante o desenvolvimento dos frutos.

O tamanho pode ser um indicativo da qualidade fisioldgica das sementes para muitas
espécies e, geralmente, nesses casos, as pequenas apresentam menores taxas de germinagao e
vigor quando comparadas com as sementes de tamanho médio e grande (BIRUEL et al.,
2010). Sementes maiores originam plantulas mais vigorosas, com tamanho e massa maior
que plantulas provenientes de sementes menores (VANZOLINI e NAKAGAWA, 2007).

Pesquisas avaliando a influéncia do tamanho na qualidade fisioldgica das sementes

foram realizadas para diversas espécies (FIGUEIREDO, 1989; ALVES et al., 2005; COSTA
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et al., 2006; GHISOLFI et al., 2006; MANDAL et al, 2008; RESENDE et al., 2010; BIRUEL
et al., 2010). Contudo, esse aspecto tem sido pouco estudado com espécies nativas, apesar da

grande diversidade destas (BIRUEL et al., 2010).

Substrato

O substrato ¢ outro fator que influencia o comportamento das sementes durante a
conducdo dos testes de germinacdo (ALVES et al, 2002; CETNARSKI FILHO e
CARVALHO, 2009). Tal influéncia na germinacdo ¢ decorrente de caracteristicas como
estrutura, grau de aeracao, capacidade de retencao de agua e grau de infestacdo de patdgenos
dentre outros, que podem variar de acordo com o substrato (POPINIGIS, 1985).

Em fun¢do do tamanho e exigéncias ecofisiologicas das sementes quanto a umidade e
luz, cada substrato é utilizado de maneira que ofereca maior praticidade nas avaliagdes,
mantendo a capacidade de suprir as condi¢des ideais no decorrer do teste de germinagao
(POPINIGIS, 1985)

Para a escolha do substrato de germinacdo devem ser observadas algumas
caracteristicas do material a ser utilizado, tais como composicao, capacidade de retengdo de
agua, estrutura dos poros, pH, pureza microbioldgica, resisténcia, toxicidade, tamanho e
textura (BRASIL, 2009), pois ¢ no substrato que as sementes serdo condicionadas para
germinarem, e este tem a funcdo de manter as condigdes adequadas para que o processo
germinativo ocorra (FIGLIOLIA et al., 1993).

Os substratos mais utilizados em testes de germinagdo em diferentes laboratorios e
pesquisas sdo: papel filtro, papel toalha, areia, vermiculita, terra, papel mata-borrdo e carvao
(OLIVEIRA et al., 1996).

O substrato ideal para condugdo de teste de germinacdo de sementes de Melanoxylon
brauna ainda ¢ desconhecido e as Regras para Analise de Sementes vigente (BRASIL, 2009)

ndo apresentam recomendacdes para esta espécie.

Temperatura

Na auséncia de outros fatores limitantes, a germinacdo ocorre em ampla faixa de
temperatura, cujos limites dependem da espécie e do material genético, bem como das
condi¢des ambientais durante o processo de produgdo, do manejo pré e pos-colheita e da

sanidade do material biologico (MARCOS FILHO, 2005).
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O processo de germinagdo envolve uma série de atividades metabdlicas, durante as
quais uma sequéncia programada de reagdes quimicas, cada uma dessas apresentando
exigéncias proprias quanto a temperatura, principalmente porque dependem da atividade de
sistemas enzimaticos especificos (MARCOS FILHO, 2005).

As variagdes da temperatura também afetam a velocidade, a percentagem e a
uniformidade de germinacdo (MARCOS FILHO, 2005). Em funcdo da estreita relagdo da
temperatura com esses fatores, ¢ de suma importancia a determinacdo da temperatura em que
a eficiéncia do processo ¢ total (temperatura 6tima) e seus extremos (maxima e minima). Os
extremos € a temperatura Otima representam as temperaturas cardeais ou cardinais para a
germinacao (LABOURIAU, 1983; MARCOS FILHO, 2005).

A temperatura Otima ¢ aquela na qual se verifica a maxima porcentagem de
germinacdo em menor espago de tempo, enquanto as temperaturas maxima e minima
caracterizam pontos criticos em que acima e abaixo dessas, respectivamente, ndo ocorre
germinagdo (LABOURIAU, 1983; MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1989). Entretanto, a
temperatura em que se observa a maxima velocidade ¢ ligeiramente superior a
correspondente a maxima percentagem de germinacdo (MARCOS FILHO, 2005).

A temperatura pode afetar a absor¢do de agua e as reagdes bioquimicas que regulam o
metabolismo envolvido no processo germinativo, sendo que a faixa de temperatura, dentro da
qual as sementes podem germinar, ¢ caracteristica para cada espécie (BEWLEY e BLACK,
1994). A faixa de temperatura de 20 a 30°C ¢ adequada para a germinagdo da maioria das
espécies subtropicais e tropicais (BORGES e RENA, 1993).

A faixa de temperatura adequada para germinac¢do de Cedrela odorata encontra-se
entre 25 ¢ 30°C (ANDRADE e PEREIRA, 1994), para Myracrodruon urundeuva a faixa
otima ¢ de 20 a 30°C (SILVA et al., 2002) e para Marcetia taxifolia de 15 a 20°C
(SILVEIRA et al, 2004). Entretanto, Matricaria recutita possui alta taxa de germinac¢do na
temperatura de 15°C (NOBREGA et al.,, 1995) e Tabebuia aurea apresenta temperatura
otima de 35°C para germinagdo (CABRAL et al., 2003).

Os limites extremos de temperatura para germinac¢do fornecem informagdes de
interesse ecologico, sendo importante a determinacdo das temperaturas minima, Otima e
maxima para cada espécie (LABOURIAU e PACHECO, 1978). Para Tabebuia aurea, a
germinagdo ocorre dentro de ampla faixa de temperatura, sendo as temperaturas cardeais
(minima, 6tima e maxima) de 20, 35 e 40°C, respectivamente (CABRAL et al., 2003). Essa
caracteristica significa carater adaptativo que propicia alta capacidade de estabelecimento em

campo, aumentando assim a chance de sobrevivéncia, em comparagdo com as espécies que
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apresentam estreita faixa de temperatura para germinar (TOWNSEND e MCGINNIES, 1972;
LABOURIAU, 1983).

A temperatura Otima, bem como seus extremos (minima e méxima), para a
germinacdo de sementes de Melanoxylon brauna ainda ndo foi estudada, ¢ ndo ha
recomendacdes de temperatura para a condugao de testes de germinagdo para a espécie nas

Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Sistema enzimatico antioxidante

Durante o processo germinativo das sementes, diversas enzimas estao envolvidas em
reagOes metabolicas de sintese e degradagdo de moléculas. Considera-se ainda no processo de
germinacdo a atividade de enzimas removedoras de radicais livres ou antioxidantes, como as
superoxido dismutases, peroxidases e catalases, que sdo mecanismos de defesa eficientes na
desintoxicacao durante a embebicdo (McDONALD, 1999).

Enzimas sdo proteinas altamente especializadas, fundamentais para qualquer processo
biologico, com a funcdo de catalisar as reagdes quimicas. As enzimas sdo especificas para as
reacdes que catalisam, ou seja, uma enzima catalisa somente determinada reagdo. Devido a
sua natureza protéica, as enzimas sao extremamente afetadas pelo ambiente (LENHINGER et
al., 1995).

O O, em seu estado fundamental ndo ¢ uma molécula reativa, porém, pode dar origem
a compostos com estados excitados, como os radicais livres, que possuem alta reatividade. O
termo mais apropriado para designar agentes reativos ¢ ‘“‘espécies reativas de oxigénio”
(EROs), pois, alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados na sua camada externa
(OLIVEIRA, 2005).

As plantas possuem uma adaptacdo que permite a elas coexistirem com determinados
niveis de EROs, em maior ou menor grau. No entanto, quando em quantidades excessivas, as
EROs se acumulam nos tecidos, tornando-se toxicas, o que pode levar as células a morte
(RESENDE et al., 2004). Como defesa as plantas possuem mecanismos enzimaticos € nao
enzimaticos (SCANDALIOS, 1993).

A producdo de EROs afeta a formagdo de varias enzimas, mediante a promogao de
modificadores na sua estrutura, porém, um dos principais efeitos ¢ a degradacdo do sistema
de sintese de novas enzimas (McDONALD, 1999). Os danos peroxidativos decorrem
principalmente da deterioragdo oxidativa de acidos graxos insaturados das membranas, pela

acdo de EROs presentes no interior das cé€lulas. As EROs incluem o oxigénio “singleto”
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('0,), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical superoxido (O,) e radical hidroxila (OH),
dentre outros (SCANDALIOS, 1993).

Em condigdes fisioldgicas normais, o equilibrio entre a producdo e a eliminacdo de
EROs pode ser perturbado por fatores ambientais adversos. Como resultado desses disturbios,
o nivel intracelular de EROs pode aumentar rapidamente (SCANDALIOS, 2005).

A atividade de enzimas removedoras de radicais livres constitui eficiente mecanismo
de desintoxicagdo durante a embebicio (McDONALD, 1999). Dentre as enzimas
antioxidantes envolvidas na eliminacdo de EROs em plantas tem-se as superoxidos
dismutases (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), e a catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) (MITTLER, 2002; SCANDALIOS, 2005). Estas enzimas participam
diretamente na remoc¢ao das EROs ou que catalisam reacdes de formacdo ou regeneragdo de
moléculas para remocao das EROs (MARTINS e MOURATO, 2008). O poder redutor destes
mecanismos enzimaticos deriva direta ou indiretamente do NADPH ou da ferredoxina
(MOLLER et al., 2007). O aumento da atividade dessas enzimas indica a evolugdo da
deterioracdo, devido a necessidade de atuagdo mais intensa das enzimas participantes do
complexo antioxidante (MARCOS FILHO, 2005).

Os principais efeitos metabolicos e bioquimicos referentes ao processo de
deterioragdo das sementes sdo: a reducdo da respiragdo e da sintese de ATP, alteracdes em
sistemas enzimaticos, alteracdes no metabolismo de reservas, alteragcdes nas taxas de sintese e
alteracdes nos sistemas de membranas (MARCOS FILHO, 2005). Segundo o mesmo autor,
as alteragdes enzimaticas que podem ocorrer durante o processo de deterioracdo sdo:
alteragdes na estrutura das enzimas, inativagdo progressiva de enzimas, redugao ou
paralisacdo da sintese de certas enzimas, menor atividade de enzimas respiratorias, a sintese
“de novo” de enzimas torna-se erratica ou suprimida, acarretando problemas a divisdo e ao
alongamento celular, respiragdo e atividades gerais de sintese. Sendo assim, constata-se a
grande relevancia das enzimas do complexo antioxidante no metabolismo das plantas.

Para evitar danos celulares irreversiveis, enzimas do sistema antioxidante entram em
acdo, quando os niveis de EROs ultrapassam determinados niveis, de acordo com cada
espécie (SCANDALIOS, 2005).

De modo indireto, por meio de andlises enzimadticas, a producao de EROs ja foi
relatada em diversas espécies durante a embebicao das sementes. No entanto, os locais exatos
de produ¢do de EROs durante o processo de germinagdo ainda ndo sdo conhecidos; alguns
locais como o eixo embriondrio, tegumentos ¢ camadas do aleurona s3o mencionados como

locais favoraveis para a sintese dessas moléculas (BAILLY, 2004).

10



A producao de EROs durante a germinacao de sementes ¢ considerada como uma
causa de estresse que pode afetar o sucesso da germinacdo. Sendo assim, enzimas
removedoras de EROs sdo consideradas de grande importdncia para a conclusdo da
germinagdo (BAILLY, 2004). A detecgdo da atividade destas enzimas durante a germinagao
tem sido verificada em sementes de diversas espécies, tais como: Triticum aestivum
(CAKMAK et al., 1993), Picea omorika (PRODANOVIC et al., 2007), Hordeum vulgare
(MEI e SONG, 2010), Medicago sativa (CAKMAK et al., 2010), e Jatropha curcas (CAI et
al., 2011). Poucos trabalhos com sementes de espécies florestais, tampouco, sob influéncia da
temperatura, foram encontrados na literatura. Ha caréncia de informacgdes fisiologicas e
bioquimicas em sementes de espécies florestais durante a fase de germinagao (BORGES et

al., 2002).

Superodxido dismutase (SODs, EC 1.15.1.1)

Dentro da célula, as superoxido dismutases constituem a primeira linha de defesa
contra EROs (ALSCHER et al., 2002). Como todos os compartimentos celulares sdo
possiveis locais de formagao de O, ¢ fundamental que SODs estejam presentes para removeé-
los (BORGES, 2002).

De acordo com o metal co-fator usado pela enzima, as SODs sdo classificadas em trés
grupos de coenzimas e encontram-se em compartimentos celulares especificos: FeSOD
(plastideo), MnSOD (mitocéndria), ¢ Cu/ZnSOD (citosol) (ALSCHER et al., 2002;
SCANDALIOS, 2005). SODs sao encontradas principalmente no citoplasma celular e na
matriz mitocondrial e constituem o primeiro grupo de enzimas que catalisa a reacdo de
dismutagdo de radicais superoxido livres (O;’) para oxigénio molecular (O,) e perdxido de
hidrogénio (H,0,) (McDONALD, 1999).

Taiz e Zaiger (2004) relatam que, apesar de sua grande efetividade na neutralizagao
do oxigénio reativo, a SOD produz H,O, que, apesar de menos reativo, em altas
concentragdes torna-se toxico. Dessa forma, sua atividade isolada é pouco funcional na
protegdo da semente, sendo necessaria a formagdo de um sistema removedor de radicais
livres, conjuntamente com catalase, peroxidase, dentre outras (BOWLER et al., 1992;

McDONALD, 1999).
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Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A ascorbato-peroxidase ¢ uma oxidorredutase, e a reacdo geral da sua atividade de
peroxidagdo ¢ a seguinte: 2ASC + H,0, — 2MDA + H,0, em que ASC representa o
ascorbato, que atua como substrato doador de elétrons (redutor) e o MDA representa o
monodihidroascorbato, substrato oxidado. A ascorbato-peroxidase participa no ciclo da
glutationa-ascorbato e desempenha papel importante no metabolismo do H,O, das plantas
superiores, compreendendo uma série de isoenzimas com diferentes caracteristicas
responsaveis pela sua degradacao (SHIGEOKA et al., 2002).

O ciclo da glutationa-ascorbato também pode eliminar parte do H,O,, e para tanto,
envolve as enzimas ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR), que participam da
regeneragdo do acido ascorbico, um antioxidante poderoso (vitamina C), glutationa reduzida
e o-tocoferol (vitamina E) (BAILLY, 2004). As enzimas deste ciclo estdo presentes nos
cloroplastos, citoplasma, mitocondria, peroxissomos e apoplastos (MITTLER, 2002), e

aumentam sua atividade em resposta ao estresse oxidativo.

Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

As catalases sdo proteinas tetraméricas que catalisam a conversdo do peroxido de
hidrogénio (H,O;) em agua (H,O) (SCANDALIOS, 2005). O H,0, formado pode ser
decomposto pela catalase, cujas subunidades sdao formadas no citoplasma, sendo a sintese
completada no peroxissomo (McDONALD, 1999). Em outra rota, sem a¢do dessas enzimas,
o H,O; pode reagir formando radicais hidroxila que causam a peroxidacdo de lipidios
(BOWLER et al., 1992).

A influéncia da peroxidacao dos lipidios sobre as mitocondrias ¢ geralmente o
primeiro passo em dire¢do a morte da célula (McDONALD, 1999). O problema da
peroxidagdo dos lipidios ndo ¢ apenas a destruicdo dos lipidios, mas a ocorréncia de uma
série de reagdes que originam produtos potencialmente tdéxicos como a liberagdo de radicais,
superoxido e hidroxila (MARCOS FILHO, 2005). O ataque desses radicais livres promove
alteracOes nas membranas das cristas das mitocondrias e consequente decréscimo da
formacdo de ATP, forma de energia fundamental para os eventos metabolicos durante a

germina¢cdo (MARCOS FILHO, 2005).
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3. CAPITULO |

EFEITO DO SUBSTRATO, DA COR E DO TAMANHO DE SEMENTES
DE Melanoxylon brauna NA GERMINACAO E NO VIGOR

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do substrato, da cor ¢ do tamanho das
sementes sobre a germinagdo e vigor de sementes de Melanoxylon brauna Schott. Para tanto
foram realizados dois ensaios. No primeiro ensaio, as sementes foram classificadas
visualmente quanto a cor (claras e escuras) e ao tamanho (pequenas e grandes). No segundo
ensaio foi investigada a influéncia do substrato sobre a germinagdo, para tanto os substratos
testados foram: sobre areia (SA), entre areia (EA), sobre papel germitest (SP), entre papel
germitest (EP) e rolos de papel germitest (R). Em ambos os ensaios, as sementes foram
semeadas nos diferentes substratos, e colocadas durante periodo de 10 dias em camara tipo
BOD, com temperatura constante de 25°C, sob luz constante. Foi avaliado o numero de
sementes germinadas, e a partir deste resultado foi calculado o percentual de germinagdo e o
indice de velocidade de germinagdo (IVG). Além disso, foi determinado o peso de mil
sementes e a germinacdo da espécie foi caracterizada mediante acompanhamento visual de
uma semente, até a formagao da plantula. O peso de 1000 sementes de Melanoxylon brauna
foi de 133,43 g. Em um quilograma de sementes foram encontradas 7.494 sementes. A
protrusdo da radicula ocorre em torno de 72 horas apods inicio da embebicdo e ¢ epigea.
Sementes pequenas e claras possuem germinacdo e IVG inferiores as sementes pequenas e
escuras, bem como as grandes, independente da cor. O substrato mais indicado para a

realizagdo de teste de germinacao em laboratorio foi o rolo de papel germitest.

Palavras-chave: substratos, sementes florestais, bratina
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EFFECT OF SUBSTRATE, COLOR AND SIZE OF Melanoxylon brauna
SEEDS ON GERMINATION AND VIGOUR

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of substrate, color and seed size on
germination and vigor of Melanoxylon brauna Schott seeds. Therefore, were conducted two
tests. In the first test, seeds were classified visually for color (light and dark) and size (small
and large). In the second assay were investigated the influence of substrate on germination,
for both the substrates tested were: on sand (SA), between sand (EA), paper germitest (SP)
between paper germitest (EP) and paper roll germitest (R). In both assayss, the seeds were
sown on different substrates, and placed over a period of 10 days in BOD with constant
temperature of 25°C under constant light. Were evaluated the number of seeds germinated,
and from this result were calculated the germination percentage and germination speed index
(GSI). Furthermore, were determined the weight of thousand seeds and the germination of the
specie was characterized by visual monitoring of a seed, until the formation of the seedling.
The weight of 1000 seeds of Melanoxylon brauna was 133.43 g. In one kg of seeds were
found 7494 seeds. The radicle protrusion occurs around 72 hours after start of imbibition and
is epigeal. Seeds small and light have germination and IVG lower than small and dark, as
well as large, regardless of color. The substrate most suitable for carrying out germination

test in the laboratory was the paper roll germitest.

Keywords: substrates, forest seeds, bratina

INTRODUCAO

Ao iniciar um programa de reflorestamento com espécies nativas, independentemente
da finalidade, o conhecimento sobre da germinagdo das sementes ¢ fundamental, sobretudo
quanto as informacgdes bdsicas sobre a germinagdo. As condigdes requeridas para a
germinacdo de sementes sdo distintas para cada espécie (MEDEIROS et al., 2001). A busca

pelo conhecimento das condi¢des 6timas da germinagdo de sementes florestais pode fornecer
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informacdes consistentes sobre a fisiologia e a propagacdo das espécies (VARELA et al.,
2005).

A coloragdo do tegumento das sementes tem influéncia sobre a qualidade fisiologica
das sementes. A cor do tegumento estd associada ao grau de maturacao, sendo as sementes de
coloragdo mais clara as mais imaturas (LUCENA et al., 2008).

O tamanho das sementes ¢ uma das caracteristicas que apresenta grande variabilidade,
sendo definido pelo comprimento, largura e espessura. As plantas produzem sementes de
tamanhos completamente desuniforme pelas variacdes na disponibilidade de recursos
nutricionais durante o desenvolvimento dos frutos (WINN, 1991). O tamanho pode ser um
indicativo da qualidade fisiologica das sementes para muitas espécies e, geralmente, nesses
casos, as pequenas apresentam menores valores de germinagdo e vigor quando comparadas
com as de tamanho médio e grande (BIRUEL et al., 2010). Sementes maiores originam
plantulas mais vigorosas, com tamanho e massa maior que plantulas provenientes de
sementes menores (VANZOLINI e NAKAGAWA, 2007).

Pesquisas avaliando a influéncia do tamanho na qualidade fisioldgica das sementes
foram realizadas com Simmondsia chinensis (FIGUEIREDO, 1989), Mimosa caesalpiniifolia
(ALVES et al., 2005), Syzygium malaccense (COSTA et al.,, 2006), Schizolobium
amazonicum (GHISOLFT et al., 2006), Hyptis suaveolens (MANDAL et al., 2008), Senna
macranthera (RESENDE et al., 2010) e Caesalpinia leiostachya (BIRUEL et al., 2010).
Contudo, esse aspecto vem sendo pouco estudado com espécies nativas, apesar da grande
diversidade (BIRUEL et al., 2010).

Além da cor e do tamanho, o substrato ¢ outro fator que afeta o comportamento das
sementes durante a conducdo dos testes de germinagdo (ALVES et al., 2002; CETNARSKI
FILHO e CARVALHO, 2009). Para a escolha do substrato de germinacdo devem ser
observadas algumas caracteristicas do material a ser utilizado, tais como a composi¢ao, a
capacidade de retencdo de agua, a estrutura porosa, o pH, a pureza microbiologica, a
resisténcia, a toxidez, o tamanho e a textura (BRASIL, 2009). O fato ¢ que no substrato as
sementes sdo condicionadas para germinarem, e este tem a fun¢do de manter as condig¢des
adequadas para que o processo germinativo ocorra (FIGLIOLIA et al., 1993). Os substratos
mais utilizados em testes de germinacao em diferentes laboratorios e pesquisas sdo: papel
filtro, papel toalha, areia, vermiculita, terra, papel mata-borrdo e carvao (OLIVEIRA et al.,
1996).

Melanoxylon brauna Schott ¢ uma espécie florestal pertencente a familia Fabaceae.

Na nomenclatura popular ¢ conhecida como bratina, bratina preta, graina, maria-preta, rabo
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de macaco (LORENZI, 2002). Ocorre naturalmente no Sul da Bahia, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo, Pard, Rio de Janeiro e Sergipe. Classificada como semidecidua,
heliofila, com ocorréncia também na floresta pluvial da encosta atlantica (ALMEIDA et al.,
1998; LORENZI, 2002). Plantas adultas dessa espécie normalmente possuem entre 15 a 25 m
de altura e 40 a 80 cm de diametro. As flores sao amareladas, em paniculas terminais amplas.
O fruto ¢ um legume deiscente, contendo varias sementes duras envoltas por estrutura
membranacea (sementes aladas) que possibilita dispersdo pelo vento (BARROSO et al.,
1999; LORENZI, 2002). O florescimento ocorre de fevereiro a abril e os frutos amadurecem
no periodo de setembro a outubro. Sua madeira ¢ muito pesada, apresentando densidade de
1,05 g cm™, compacta, muito dura ao corte e de grande durabilidade mesmo quando em
ambientes adversos, sendo propria para obras externas e hidraulicas, dentre outros. E uma
espécie potencial para reflorestamentos (LORENZI, 2002). Apesar de seu crescimento lento,
pode ser utilizada na arborizagdo urbana (ALMEIDA et al., 1998). Devido a exploragdo de
sua madeira e a falta de replantios, a espécie esta presente na “lista oficial de flora ameagada
de extin¢do” estabelecida pela Instrucdo Normativa N° 6, de 23 de setembro de 2008 (MMA,
2011).

As sementes de Melanoxylon brauna constituem a via mais utilizada na propagagao
desta espécie. No entanto, as condi¢des Otimas de germinagao sdao pouco elucidadas. O efeito
d a cor do tegumento, do tamanho da semente ¢ do de substratos de germinagdo ainda ndo
foram pesquisadas para a espécie. Além disso, nas Regras para Analise de Sementes ndo ha
recomendagdes sobre os métodos para condugdo de testes de germinagdo desta espécie
(BRASIL, 2009). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da cor, tamanho e

substrato sobre a germinagdo e vigor de sementes de Melanoxylon brauna.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e beneficiamento

As sementes de Melanoxylon brauna foram colhidas em 10 arvores-matrizes na
cidade de Leopoldina - MG. Os trabalhos foram conduzidos no Laboratorio de Analise de
Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa - UFV. Apo6s a colheita, os frutos foram secos ao sol até sua abertura e as sementes,
contendo aproximadamente 13% de teor de 4gua, foram armazenadas em tamboretes de fibra,
a 5°C e 60% de umidade relativa do ar. Durante o beneficiamento foram eliminadas as

sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.
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Determinacgéo do peso de 1000 sementes
A peso de 1000 sementes foi calculado para o lote de acordo com o procedimento

descrito nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Avaliacao do processo germinativo

Durante o teste de germinacdo das sementes no substrato rolo de papel germitest
selecionou-se uma semente para avaliacdo do processo germinativo. Essa avaliagdo ocorreu
de forma visual, observando-se as alteragdes morfologicas que ocorriam ao longo de oito

dias.

Ensaio |
Para avaliar o efeito da cor e do tamanho, as sementes foram classificadas

visualmente em claras e escuras, € em relacao ao tamanho em pequenas e grandes (Figura 1).

Em seguida, seu comprimento e sua largura foram medidos para a defini¢do das classes.

GE
- .‘_ e l@

Figura 1 — Sementes de Melanoxylon brauna classificadas em rela¢do a cor e ao tamanho. A)
PC — pequenas e claras; B) GC — grandes e claras; C) PE — pequenas e escuras; ¢ D) GE —
grandes e escuras. Barra=5 mm.

Ensaio 11
Foram testados os substratos sobre areia (SA), entre areia (EA), sobre papel germitest
(SP), entre papel germitest (EP) e rolo de papel germitest (RP). As sementes foram colocadas

para germinar conforme descrito anteriormente, nos diferentes substratos.

Condigdes de germinacéao e delineamento experimental
No teste de germinagdo, as sementes foram imersas em solugdo de fungicida

CAPTAN 0,5% por dois minutos e colocadas em placas de petri de 9 cm de didmetro sobre
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duas folhas de papel germistet umedecidos com agua destilada (Experimento I) ou diferentes
substratos (Experimento II), e colocadas por periodo de 10 dias em camara tipo BOD, com
temperatura constante de 25°C, sob luz constante, proporcionada por quatro lampadas de 20
W, tipo luz do dia. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2 (duas cores e dois tamanhos) (Experimento I) e inteiramente
casualizado (Experimento II), com cinco repeti¢des de 20 sementes para ambos.

Nos dois experimentos foram consideradas germinadas as sementes que emitiram
radicula (2 mm). O reumedecimento foi feito sempre que necessario, com agua destilada.

O numero de sementes germinadas foi avaliado diariamente, sendo calculados a
porcentagem de germinagdo e o indice de velocidade de germinacao — IVG (MAGUIRE,
1962). A andlise estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade, utilizando-se o programa SAS.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As sementes com teor de dgua de 13% apresentaram peso de 133,43 gramas para
1000 sementes, sendo o coeficiente de variagdo de 1,5%. Um quilograma de sementes de
Melanoxylon brauna possui 7.494 sementes. J4 Lorenzi (2002) encontrou aproximadamente
30.000 sementes por quilograma. Para Cetnarski Filho e Nogueira (2005), essa variagdo pode
ocorrer devido a diversos fatores como o local de coleta, a idade das matrizes e o teor de dgua
das sementes, dentre outros.

As ctapas do processo de germinagdo das sementes de Melanoxylon brauna em
funcdo do tempo podem ser observadas na Figura 2. A primeira alteracdo observada foi o
aumento significativo do tamanho das sementes. Com 72 horas, ocorre a protrusdo radicular.
No decorrer do crescimento ¢ desenvolvimento da plantula observa-se a diferenciacdo entre a
radicula e o hipocétilo, com a concomitante liberacao dos cotilédones, por volta do 6° dia.
Em seguida, a partir do 8° dia comecam a surgir os primeiros foliolos. A germinacgdo das

sementes de Melanoxylon brauna ¢é epigea.
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Figura 2 — Aspectos da germinacdo da semente de Melanoxylon brauna e da formagio da
plantula, sob temperatura de 25°C em camara tipo BOD. Onde: A) zero hora de embebigao;
B) 72 horas de embebigdo (protrusdo radicular); C) 96 horas de embebi¢do; D) 120 horas de
embebicdo; E) plantula com 192 horas de embebicao. Figura 2A, Barra = 5 mm, e Figuras
2B, 2C, 2D ¢ 2E, Barra = 10 mm.

As dimensdes médias observadas para as sementes com base em sua largura x
comprimento para sementes pequenas foram de 5,05 (£0,41) x 11,59 (£0,99) mm e grandes
de 6,00 (+0,64) x 13,33 (£0,81) mm.

As caracteristicas cor e tamanho apresentaram interagdo significativa para o
percentual de germinacdo e IVG (Tabela 1). Sementes pequenas e claras apresentaram 69%
de germinacdo e IVG de 2,44, valores inferiores aos demais tratamentos. As sementes
grandes ndo diferiram quanto a coloracdo para germinagdo ¢ IVG, enquanto as pequenas
escuras foram estatisticamente superiores as claras, para ambas as caracteristicas. Mesmo
considerando que as sementes pequenas e claras diminuem a qualidade fisioldgica do lote,

possuem um percentual de germinacao relevante de 69%.
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Tabela 1 — Germinagao (%) e indice de velocidade germinacdo (IVG) de sementes de
Melanoxylon brauna para diferentes cores e tamanhos.

Tamanho
Cor G (%) IVG
pequena grande pequena grande
Clara 69Bb 96Aa 2,44Bb 3,34Aa
Escura 93Aa 91Aa 3,46Aa 3,33Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula nas colunas (cor) e mintscula nas linhas (tamanho) nio diferem
entre si, pelo Teste de Tukey (p > 0,05).

Lucena et al. (2008) classificaram as sementes de Ricinus communis nas cores preta,
bronzeada, avermelhada e amarelada e concluiram que, quanto mais clara, menor é o
percentual de emergéncia e o vigor. Os autores afirmam que a cor do tegumento estd
associada ao grau de maturacao, sendo que sementes mais claras sao mais imaturas.

O tamanho das sementes também foi estudado para as espécies Simmondsia chinensis
(FIGUEIREDO, 1989), Mimosa caesalpiniifolia (ALVES et al., 2005), Syzygium malaccense
(COSTA et al.,, 2006), Schizolobium amazonicum (GHISOLFI et al.,, 2006), Hyptis
suaveolens (MANDAL et al., 2008) e Caesalpinia leiostachya (BIRUEL et al., 2010), onde
sementes grandes apresentaram maior percentual de germinacao e vigor. No entanto, Pivetta
et al. (2008) ndo verificaram diferencas na germinagdo de Archontophoenix cunninghamii
com relagdo ao tamanho das sementes. Além disso, verificou-se também que o efeito do
tamanho sobre a qualidade fisioldgica das sementes ¢ intrinseco a cada espécie. A relacao
entre o tamanho e a composi¢do quimica de sementes de Senna mancranthera foi
investigada, mas ndo se verificou diferenciacdo entre as reservas de carboidratos, lipidios e
proteinas para as diferentes classes de tamanho, embora houvesse variagdes na porcentagem
de germinacao (RESENDE et al., 2010). Por outro lado, durante a germinagdo de sementes
de Gossypium hirsutum verificou-se aumento linear com o tamanho, havendo alta correlagdo
linear do pardmetro com o teor de lipidios (PAHLAVANI et al., 2008). Entretanto, a
correlacdo de germinagdo com o teor de proteinas foi baixa (r = 0,43).

O efeito do substrato sobre a porcentagem de germinacao nao foi verificado,
demonstrando que todos os substratos testados podem ser recomendados para realizacdo de
teste de germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna (Tabela 2). Comportamento
semelhante foi obtido em estudo com diferentes substratos (vermiculita, entre areia, sobre
papel, sobre areia e rolo de papel) para sementes de Solanum sessiflorum (LOPES e

PEREIRA, 2005). Entretanto, foram observadas diferencas significativas entre os substratos
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testados para Torresia acreana (ALBRECHT et al., 1986), Cedrela odorata (ANDRADE e
PEREIRA, 1994), Sebastiana commersoniana (SANTOS e AGUIAR, 2000), Mimosa
caesalpiniaefolia (ALVES et al., 2002), Cnidosculus phyllacanthus (SILVA e AGUIAR,
2004), Eucalyptus dunni (CETNARSKI FILHO ¢ CARVALHO, 2009) e Eugenia uniflora
(SENA et al., 2010).

As sementes semeadas em rolo de papel e entre areia proporcionaram maiores valores
de IVG, mas nado houve diferenca entre os mesmos. Por outro lado, os tratamentos sobre
papel e sobre areia ndo diferiram entre si e tiveram os valores significativamente menores em
relacdo aos demais. Isto sugere que a area de contato do substrato umedecido com a semente
¢ muito importante, podendo ndo ser critica para a germinagao total, mas afeta a velocidade
de germinacdo. Os resultados observados estdo de acordo com Carneiro e Guedes (1992), que
verificaram que quanto maior ¢ o contato das sementes com o substrato, maior a percentagem
de germinacdo ¢ menor o tempo necessario para alcangad-la. Dessa forma, devido a
praticidade de utilizar o rolo de papel germitest como substrato em laboratério, a baixa
contaminagdo por microorganismos ¢ a facilidade de avaliagdo das sementes, este ¢ indicado

para a condugao do teste de germinagdo em sementes de Melanoxylon brauna.

Tabela 2 — Germinagao (%) ¢ indice de velocidade de germinagdo (IVG) para sementes de
Melanoxylon brauna em diferentes substratos de germinagao.

Substratos Varidveis
Germinagao (%) IVG
Sobre areia (SA) 79a 2,55¢
Entre areia (EA) 89a 3,79ab
Sobre papel (SP) 88a 2,62¢
Entre papel (EP) 92a 3,43b
Rolo (R) 94a 4,52a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p > 0,05).

CONCLUSOES

Um quilograma de sementes de Melanoxylon brauna possui 7.494 sementes.
A protrusdao da radicula ocorre em torno de 72 horas apds inicio da embebigdo ¢ a

germinagdo € epigea.
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Sementes pequenas e claras possuem germinagao e¢ IVG inferiores as sementes
pequenas e escuras, e as grandes, independentemente da cor.
O substrato mais indicado para a realizagcdo de testes de germinag¢do em laboratdrio

foi o rolo de papel germitest.
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4. CAPITULO 11

AVALIACAO FISIOLOGICA DA GERMINACAO DE SEMENTES DE
Melanoxylon brauna SCHOTT SOB DIFERENTES TEMPERATURAS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da temperatura sobre a fisiologia de sementes
de Melanoxylon brauna e identificar as temperaturas cardinais de germinagdo, bem como
avaliar a eficiéncia do teste de condutividade elétrica para determinacdo das temperaturas
cardinais. Para tanto foram realizados trés ensaios. No primeiro, foi realizada a determinagdo
das curvas de embebig¢do, em cada temperatura (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45°C), as
sementes foram pesadas a cada duas horas por um periodo de 12 horas e apds a cada 12 horas
até a protrusdo radicular de 50% das sementes, ou até 120 horas quando na auséncia de
germinagdo. No segundo ensaio, para identificar as temperaturas cardinais, as sementes
foram mantidas sob cada temperatura, pelo periodo de 10 dias em cdmara tipo BOD, sob luz
constante. No terceiro ensaio, foi realizado um teste de condutividade elétrica com as
sementes incubadas por periodos de 24, 48 ¢ 72 horas de embebi¢do em cada uma das
temperaturas, e, em seguida, foram colocadas em erlenmeyers com 75 mL de agua
deionizada a 25°C, por 24 horas para posterior leitura da condutividade elétrica. A
temperatura atuou de forma significativa na germinacdo e na sincroniza¢do de sementes de
Melanoxylon brauna. E mais criterioso recomendar faixas de temperaturas para germinagéo
do que temperaturas pontuais. As temperaturas cardinais (tedricas) para a caracteristica
porcentagem de germinacdo sdo: 12,3°C — minima, 30°C — Otima (tedrica) e 42,7°C —
maxima. As faixas de temperatura considerando-se todas as varidveis investigadas foram:
12,1-12,6°C (minima); 30-35,8°C (6tima); e 42,4-43°C (maxima). A espécie apresenta uma
grande amplitude de germinagdo com relagdo a temperatura, sendo verificada germinagao na

faixa de temperatura de 12 a 42°C. O teste de CE foi eficiente para avaliar o efeito da
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temperatura sobre a qualidade fisiologica e segundo este teste a temperatura Otima foi de

27°C.

Palavras-chave: embebicdo, condutividade elétrica, sementes florestais, qualidade

fisiologica.

PHYSIOLOGIC EVALUATION OF GERMINATION OF Melanoxylon
brauna SCHOTT SEEDS UNDER DIFFERENT TEMPERATURES

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of temperature on the physiology of
Melanoxylon brauna seeds and identify cardinal temperatures for germination, as well as
evaluate the efficiency of the electrical conductivity test to determine the cardinal
temperatures. Therefore, were conducted three tests. In the first, was performed the
determination of imbibition curves at each temperature (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 and
45°C), the seeds were weighed every two hours for a period of 12 hours and after every 12
hours until the root protrusion of 50% of the seeds, or 120 hours when no germination. In the
second assay, to identify the cardinal temperatures, seeds were kept under each temperature
for a period of 10 days in BOD under constant light. In the third assay, was performed a test
of electrical conductivity with the seeds incubated for 24, 48 and 72 hours of immersion in
each of the temperatures, and then were placed in flasks with 75 mL of deionized water at
25°C for 24 hours for subsequent reading of the electrical conductivity. The temperature
appeared significantly in germination and synchronization of Melanoxylon brauna seeds. It is
more judicious to recommend temperature ranges for germination than punctual
temperatures. The cardinal temperatures (theoretical) for the characteristic germination rates
are: 12.3°C — minimum - 30°C - optimal (theoretical) and 42.7°C - maximun. The
temperature ranges considering all the variables investigated were: 12.1 to 12.6°C
(minimum); 30 to 35.8°C (optimum) and 42.4 to 43°C (maximum). The specie has a wide
range of germination with respect to temperature, germination was observed in the
temperature range from 12 to 42°C. The EC test was efficient to evaluate the effect of
temperature on the physiology quality and according to this test the optimal temperature was

27°C.
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Keywords: imbibition, electrical conductivity, forest seeds, physiology quality.

INTRODUCAO

A germinagdo ¢ um processo complexo, que envolve uma sequéncia de eventos
fisiologicos, controlados por diversos fatores, os quais sdo individualmente afetados pela
temperatura. Esta atua no processo germinativo, determinando a velocidade e a porcentagem
de germinacdo das sementes. A agdo da temperatura sobre a germinagdo ocorre pelas
modificacdes na estrutura e conformacdo das moléculas, em especial proteinas e lipideos,
envolvidas em reagdes quimicas durante a germinagao, podendo afetar a absor¢do de adgua e
as reacdes bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido nesse processo, além de
alteragdes na estrutura de membranas (BEWLEY e BLACK, 1994).

A temperatura 6tima de germinacdo propicia a maxima porcentagem de germinacgdo
no menor tempo, enquanto sob temperaturas minima e maxima a minoria das sementes
germinam (BEWLEY e BLACK, 1994).

A faixa de temperatura na qual as sementes podem germinar ¢ caracteristica de cada
espécie, podendo variar de 15 a 40°C para varias espécies. Para Cedrela odorata, a faixa de
temperatura adequada para germinagdo encontra-se entre 25 e 30°C (ANDRADE e
PEREIRA, 1994), enquanto para Myracrodruon urundeuva a faixa 6tima é de 20 a 30°C
(SILVA et al., 2002) e para Marcetia taxifolia de 15 a 20°C (SILVEIRA et al., 2004). Cabral
et al. (2003) verificaram que Tabebuia aurea apresenta germinagdo dentro de ampla faixa de
temperatura, sendo as temperaturas cardinais para o processo germinativo sdo: 20°C
(minima), 35°C (6tima) e 40°C (méxima). Algumas espécies necessitam ainda, de
temperaturas alternadas para sua germinacao (CETNARSKI FILHO e NOGUEIRA, 2005).
Porém, para a maioria das sementes florestais, a temperatura 6tima ¢ constante, e situa-se
entre 15 e 30°C. Isto significa que o caradter adaptativo pode propiciar alta capacidade de
estabelecimento das espécies no campo, aumentando assim a chance de sobrevivéncia, em
comparagdo com as espécies que apresentam estreita faixa de temperatura para germinar
(TOWNSEND e MACGINNIES, 1972; LABOURIAU, 1983).

Melanoxylon brauna Schott é uma espécie florestal pertencente a familia Fabaceae.
Na nomenclatura popular ¢ conhecida como bratna, bratina-preta, grauna, maria-preta, rabo-

de-macaco (LORENZI, 2002), ocorrendo naturalmente no Sul da Bahia, Sdo Paulo, Minas
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Gerais, Espirito Santo, Par4d, Rio de Janeiro e Sergipe. Classificada como semidecidua,
heliéfila, com ocorréncia também na floresta pluvial da encosta atlantica (ALMEIDA et al.,
1998; LORENZI, 2002). Plantas adultas dessa espécie normalmente possuem entre 15 a 25 m
de altura e 40 a 80 cm de didmetro. As flores sdo amareladas, em paniculas terminais amplas.
O fruto ¢ um legume deiscente, contendo varias sementes duras envoltas por estrutura
membranacea (asa) que possibilita sua dispersdo pelo vento (BARROSO et al., 1999;
LORENZI, 2002). O florescimento ocorre de fevereiro a abril e os frutos amadurecem no
periodo de setembro a outubro. Sua madeira ¢ muito pesada, apresentando densidade de 1,05
g cm™, compacta, muito dura ao corte e de grande durabilidade mesmo quando em ambientes
adversos, sendo propria para obra externas e hidraulicas, dentre outros. E uma espécie
potencial para reflorestamento (LORENZI, 2002), e apesar de seu crescimento lento pode ser
utilizada na arborizacdo urbana (ALMEIDA et al., 1998).

As sementes constituem a via mais utilizada para propagagdo desta espécie
(ALMEIDA et al.,, 1998). No entanto, a amplitude de temperatura em que ocorre a
germinagdo e as consequéncias sobre a fisiologia das sementes ndo sdo conhecidas. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi investigar as implicagdes da temperatura sobre a fisiologia
de sementes de Melanoxylon brauna, e identificar as temperaturas cardinais de germinagao
para a espécie, além de verificar a eficiéncia do teste de condutividade elétrica para

determinagdo das temperaturas cardinais.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e beneficiamento

As sementes de Melanoxylon brauna foram colhidas em 10 arvores-matrizes na
cidade de Leopoldina - MG, em setembro de 2010. Apo6s a colheita, os frutos foram secos ao
sol até sua abertura e as sementes, contendo aproximadamente 13% de teor de dgua, foram
armazenadas em tambores de fibra, a 5°C ¢ 60% de umidade relativa do ar. Durante o

beneficiamento foram eliminadas as sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.

Determinacéo da curva de embebicéo

A determinagdo da curva de embebicdo foi feita em rolos de papel germitest para cada
uma das temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45°C, pelo periodo de 240 horas ou 10
dias, em camara tipo BOD, sob luz constante, proporcionada por quatro lampadas de 20 W,

tipo luz do dia. Antes de iniciar a embebigdo, as sementes foram pesadas em balanca analitica
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digital com precisao de 0,0001 g. Posteriormente, as sementes foram pesadas a cada duas
horas por um periodo de 12 horas e, apds, a cada 12 horas até a protrusdo radicular (2 mm) de

50% das sementes, ou, quando na auséncia da protrusdo, até 120 horas ou 5 dias. O ganho de

Ff-F

peso (GP) das sementes foi calculado de acordo com a formula: GF = [T} x 109 , onde:

Pf = peso final (ganho de umidade a cada periodo de embebicdo); Pi = peso inicial das
sementes antes da embebicdo. Foram utilizadas cinco repeticdes de 20 sementes para cada

temperatura. Os graficos foram elaborados no programa Sigma Plot 11.0.

Determinacéo das temperaturas cardinais

Para determinagdo das temperaturas cardinais de germinacdo as sementes foram
semeadas em rolos de papel germitest umedecidos com 4gua destilada e embalados em sacos
plasticos fechados com ligas de borracha para evitar a dessecagdo, sendo submetidos as
temperaturas constantes citadas anteriormente, sob as mesmas condigdes para o teste de
germinacdo (10 dias em camara tipo BOD, sob luz constante, proporcionada por quatro
lampadas de 20 W, tipo luz do dia). Foram consideradas germinadas as sementes que
emitiram radicula (2 mm). O nimero de sementes germinadas foi avaliado diariamente. O
reumedecimento do substrato foi feito sempre que necessario. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado e em cada temperatura foram realizadas cinco
repeticdes de 20 sementes.

A partir do numero de sementes germinadas foi calculada a porcentagem de
germinagdo — G%, indice de velocidade de germinacdo — IVG (MAGUIRE, 1962), a
velocidade média de germinacdo — V., (LABOURIAU e VALADARES, 1976;
LABOURIAU, 1983) e a frequéncia relativa — FR (LABOURIAU e VALADARES, 1976;
SANTANA e RANAL, 2004b). Os dados, com excecdo da frequéncia relativa, foram
submetidos a analise de variancia e a analise de regressao ndo-linear a 5% de significancia,
utilizando-se a fungdo Weibull de dois pardmetros para a carcateristica G% e IVG, sendo
estas ajustadas pelo método da maxima verossimilhanca, empregando-se o algoritmo
desenvolvido por Gove e Fairwheater (1989) e a fungdo Polinomial para a caracteristica Vi,

que foi ajustada no software Curve Expert versdo 1.3.

Teste de condutividade elétrica
Para o teste de condutividade elétrica (CE), as sementes, sem danos aparentes, foram

pesadas em balanga eletronica de precisao 0,0001 g, colocadas em rolos de papel e mantidas
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por 24, 48 e 72 horas de embebi¢ao em cada uma das temperaturas citadas anteriormente. Em
seguida, foram colocadas em erlenmeyers com 75 mL de dgua deionizada a 25°C, por 24
horas. A CE do lixiviado foi determinada utilizando-se condutivimetro MICRONAL, modelo
B 330, eletrodo com constante 1,0, conforme procedimento descrito por Woodstock (1973) e
o resultado expresso em pS cm™ g”'. Foram utilizadas cinco repeti¢des de 20 sementes para
cada temperatura em cada tempo de embebi¢do. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 9 (trés tempos de embebi¢do e nove
temperaturas) e os resultados foram submetidos a analise de variancia e regressao, utilizando-

se o programa SAS.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme apresentado nas curvas de embebicdo a temperatura atuou diretamente
sobre a velocidade de embebicdo e na quantidade final de 4gua absorvida pelas sementes
(Figura 1). A embebicdo acelerou com o aumento da temperatura, obtendo-se maior
quantidade final de 4gua.

Parte do aumento da quantidade de dgua embebida se deve ao menor valor do
potencial hidrico das sementes, o que determina o sentido do fluxo de agua do ambiente para
as sementes, independentemente da temperatura, que, ¢ proprio da fase I da embebicdo
(BEWLEY e BLACK, 1994). A temperatura, por sua vez, exerce seu efeito por razdes
metabolicas e fluidez da 4agua. Neste caso, o aumento da temperatura torna a dgua mais
fluida, permitindo que se movimente com mais facilidade do meio para as sementes. Como as
enzimas tém parte de suas atividades influenciadas pela temperatura, ¢ esperado que seu
aumento reflita na maior atividade das enzimas que atuam no enfraquecimento das paredes
celulares, permitindo que a turgescéncia celular dos tecidos amplie o tamanho dos tecidos
com a entrada de agua (WELBAUM e BRADFORD, 1990; CHEN ¢ BRADFORD, 2000;
NONOGAKI et al., 2007). As enzimas relacionadas com a degradacdo de reservas, quando
pré-formadas, sdo ativadas pela hidratacdo e pelo aumento da temperatura, promovendo a
hidrolise das reservas que sdo direcionadas, em parte, para estruturas fisicas, respiraciao e
para reducdo do potencial hidrico, mantendo assim o fluxo de agua para as células, e
permitindo a sua expansao.

Na temperatura de 45°C, onde se observou inicio de deterioragdo das sementes,
ocorre ganho de peso de aproximadamente 120% nas primeiras 24 horas, enquanto a 5°C o

ganho ¢ de aproximadamente 20% do peso inicial. Nesta, e na temperatura de 10°C, a curva
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se mostra ascendente, enquanto nas demais ha tendéncia de inicio da fase II da germinacao.
Nas duas temperaturas mais baixas, a maior permeabilidade das membranas, por possiveis
danos por frio, permite a saida de solutos para o apoplasto tornando o potencial hidrico
celular menos negativo, com consequente queda na taxa de embebicdo. Neste caso, ¢ de se
supor que parte dos solutos osmoticamente ativos seja perdida para o meio, uma vez que a
parede celular ndo tem capacidade de regular a movimentagio de solutos. E possivel
classificar a embebicdo das sementes em trés grupos, sendo o primeiro constituido pelo
intervalo de 5 a 15°C, o segundo de 20 a 35°C e o terceiro pelas temperaturas de 40 e 45°C.
No primeiro grupo a porcentagem de germinacdo esta em fase crescente, ndo sendo
verificada germinagdo nas temperaturas de 5 ¢ 10°C, a mesma se inicia em 15°C (Figura 2).
A faixa de temperatura de 20 a 35°C foi adequada para germinacdo das sementes, com
porcentagens acima de 65%. No terceiro grupo, embora haja o maximo de embebicdo, a
germinagdo ¢ decrescente, pelos potenciais efeitos deletérios da temperatura sobre o
metabolismo das células. Mesmo que na fase I da embebicao nao haja efeito da temperatura,
a manuten¢do das sementes em alta temperatura por curto periodo de tempo estimula a

embebicao, por efeito metabolico.
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Figura 1 - Curvas de embebicdo de sementes de Melanoxylon brauna sob diferentes
temperaturas.

O efeito da temperatura na germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna

apresentou comportamento nado-linear descrito pela fungdo Weibull, onde se verifica o
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maximo percentual médio de germinagdao a 30°C (Figura 2). Na temperatura de 35°C
verifica-se a ocorréncia de 50% da geminacdo com apenas 72 horas de embebigdo. Para as
temperaturas no intervalo de 20 a 40°C, a porcentagem de 50% ocorre com 96 horas. Nas
temperaturas de 5, 10, e 45°C ndo foram observadas protrusdo de radicula. Na temperatura de
15°C as sementes ndo atingem 50% de germina¢do durante o periodo de observacdo. Sob
temperaturas baixas ou muito altas o metabolismo ndo ¢ ativado de forma correta, e as
reservas desdobradas na fase I e necessdrias para o crescimento e¢ desenvolvimento do
embrido na fase Il ndo sdo levadas até as regides meristematicas (BEWLEY e BLACK,
1994). Sendo assim, ndo se verifica a finalizagdo da germinagao e as sementes ndo passam da
fase I1.

Segundo a caracteristica percentual de germinagdo a temperatura minima foi de
12,3°C, otima de 30°C e maxima de 42,7°C (Figura 2). Para a caracteristica IVG as
temperaturas cardinais foram de 12,1°C (minima), 33,1°C (6tima) e 42,4°C (maxima) (Figura
3). Com relagdo a V,, as temperaturas encontradas foram semelhantes, sendo estas de 12,6°C
(minima), 35,8°C (6tima) e 43,0°C (maxima) (Figura 4). Verifica-se que as caracteristicas
investigadas classificam as temperaturas de modo semelhante. Sendo assim, pode-se inferir
que € mais criterioso sugerir faixas de temperaturas do que temperaturas pontuais.

Reducdo da velocidade de germinacdo na temperatura de 25°C em relagdo a 35°C,
também foi observada em sementes de Torresia acreana, contudo, o percentual total de
germinagdo a 35°C foi menor que a 25°C (ALBRECHT et al., 1986). Godoi e Takaki (2005)
também observaram este padrdo em sementes de Cecropia glaziovi. Para Larcher (1986), a
faixa 6tima de temperatura para germinagao de espécies de regides tropicais estd entre 20 e
35°C, e estas apresentam maior dificuldade de se adaptarem a temperaturas baixas do que as
altas, diminuindo a area de ocorréncia natural destas espécies.

Em Miconia cinnamomifolia, sob temperatura mais baixa, o metabolismo ¢ reduzido e
a semente pode germinar em periodo mais longo (AMARAL e PAULILO, 1992). No
entanto, em temperaturas mais altas, a velocidade de absorcao de 4gua e das reacdes quimicas
¢ maior, e as sementes germinam mais rapidamente, até certo limite (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000). A temperatura 6tima para germinagao total ¢ diferente da temperatura
Otima para velocidade de germinacao das sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).
Assim, a temperatura Otima para germinagdo total de Melanoxylon brauna foi de 30,0°C, e a

temperatura 6tima para velocidade média de germinagao foi de 35,8°C.
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A temperatura minima e méaxima, independentemente da caracteristica avaliada foi de
aproximadamente 12°C e 42°C, respectivamente. Isto demonstra a grande amplitude de

germinagdo desta espécie com relagdo a temperatura.
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Figura 2 — Efeito de diferentes temperaturas sobre o percentual de germinacdo de sementes
de Melanoxylon brauna. Onde G: germinagao (%), T: temperatura (°C).
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temperatura (°C).
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A sincronizagdo da germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna pode ser
verificada nos poligonos de frequéncia relativa (Figura 5). As temperaturas de 25, 30 e 35°C
favorecem a sincroniza¢do da germinagdo e apresentam comportamento unimodal, ou seja,
apenas um pico de germinagao. Percebe-se o efeito da temperatura no deslocamento dos
picos para a esquerda, com aumento da velocidade de germinacdo e, ao mesmo tempo,
reducdo nas frequéncias relativas nas temperaturas de 35 e 40°C, quando em ambas ocorreu
também significante reducdo da germinagdo (Figura 2). A sincronizagcdo em determinada
faixa O0tima de germinacgdo tem implicito o estabelecimento de maior nimero de plantulas,
com aumento da possibilidade de sobrevivéncia de grande nimero de individuos, em caso de
outros fatores adversos. A sincronizacdo em faixa restrita de temperatura pode limitar o
estabelecimento da espécie, pois a ocorréncia de temperaturas fora desta faixa ocasiona
redu¢do na germinacdo, tanto no maior tempo para estabelecimento da plantula e,
consequentemente, maior exposicao as adversidades do meio que poderiam comprometer o
sucesso no estabelecimento, quanto na redugdo da viabilidade de grande parte do banco de
sementes, quando em temperaturas mais altas.

O padrao de distribuicdo das frequéncias tem significado adaptativo, indicando
compensagdo das condi¢des desfavoraveis de temperatura por uma maior distribui¢do da
germinagdo no tempo (LABOURIAU, 1983). Comportamento contrario aos observados neste
trabalho, para sementes de Cecropia glaziovi, ou seja, a germinagdo distribuida no tempo ou

baixa sincronizacao, demonstrando a capacidade de adaptacdo desta espécie, classificada
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como pioneira, as flutuacdes de temperatura (GODOI e TAKAKI, 2005). Este
comportamento também foi observado na germinacdo de sementes de Pterogyne nitens
(NASSIF e PEREZ, 2000), Dalbergia nigra (FERRAZ-GRANDE ¢ TAKAKI, 2001), Senna
macranthera (CASSARO-SILVA, 2001), Myracrodruon urundeuva (SILVA et al., 2002) e
Erythrina variegata (MATHEUS e LOPES, 2009).
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Figura 5 — Distribuicdo de frequéncia relativa (FR) da germinagdo de sementes de
Melanoxylon brauna em fungéo do periodo de incubagdo em diferentes temperaturas.

Houve interacdo significativa entre a temperatura € o tempo, para a condutividade
(Figura 6). Para a temperatura o comportamento foi quadratico, sendo verificados maiores
valores de CE para baixas e altas temperaturas. Nas temperaturas de 5 a 10°C podem ocorrer
danos por frio, resultado de alteragdes na semi-permeabilidade das membranas. Wang et al.
(2006) verificaram maior absor¢do de d4gua e maior perda de K em sementes pequenas de
Krascheninnikovia lanata, espécie arbustiva, quando a temperatura foi reduzida de 10 para
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5°C. Nesse caso, a temperatura de mudanca (Tm) na insaturacao de acidos graxos faz com
que haja vazamento até que a hidratagdo induza subida na Tm e resulte na reorganizagdo da
membrana, com consequente reducdo na liberagdo de solutos da célula (TASSEVA et al.
(sem data); BADEA e BASU, 2009). Por outro lado, sob temperatura mais alta a semi-
permeabilidade ¢ perdida pela incapacidade de recuperagao das fung¢des das membranas
devido a completa desorganizagdo da bicamada lipo-proteica.

A temperatura de 27°C apresentou o menor valor de CE. Esta temperatura esta
proxima a temperatura 6tima total de germinagdo de 30°C, indicando que provavelmente
temperaturas proximas aquela estabelecida como 6tima para a germinagdo deve promover a
estabilidade térmica necessaria para o funcionamento das membranas celulares. Diante disso,
também pode ser sugerido que o teste de CE seja usado como bom indicador para investigar
as implicagdes da temperatura sobre a fisiologia das sementes.

Para o fator tempo, o comportamento foi linear negativo, observando-se menores
valores nos tempos mais longos de embebigdo. Isto se deve ao fato de que, nas primeiras
horas de embebicdo, a absor¢do de 4gua ocorre com maior velocidade, ndo permitindo que a
reidratacdo das membranas celulares acontega na mesma velocidade, resultando em maior
perda de constituintes celulares para o meio. Uma vez reidratadas, as membranas estdo
reorganizadas e a perda de constituintes celulares ¢ menor, independentemente da
temperatura.

O teste de condutividade elétrica (CE) baseia-se no principio de que com o processo
de deterioragdo ocorre a lixiviagdo dos constituintes celulares das sementes embebidas em
agua, devido a perda da integridade das membranas celulares (DUTRA et al. 2007). Sendo
assim, menores valores de CE indicam maior qualidade das sementes, como no caso, por

exemplo, do efeito da temperatura sobre os sistemas de membranas.
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CONCLUSOES

A temperatura atuou de forma significativa sobre a porcentagem final, velocidade e

sincroniza¢do da germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna.

E mais criterioso recomendar faixas de temperaturas para germinacdo do que
temperaturas pontuais.

As temperaturas cardinais para germinacdo (%) sdo: 12,3°C — minima, 30,0°C —
Otima (tedrica) e 42,7°C — maxima.

As faixas de temperatura considerando-se todas as variaveis investigadas foram: 12,1-
12,6°C (minima); 30-35,8°C (6tima); e 42,4-43°C (méxima).

A espécie apresenta uma grande amplitude de germinagdo com relacao a temperatura,

sendo verificada germinagdo na faixa de temperatura de 12 a 42°C.

O teste de CE foi eficiente para avaliar o efeito da temperatura sobre a qualidade

fisiologica das sementes e por este teste a temperatura 6tima foi de 27°C.
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5. CAPITULO Il

ATIVIDADE DAS ENZIMAS SUPEROXIDO DISMUTASE,
ASCORBATO PEROXIDASE E CATALASE DURANTE A
GERMINACAO DE SEMENTES DE Melanoxylon brauna SCHOTT SOB
DIFERENTES TEMPERATURAS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de niveis crescentes de temperaturas sobre o
metabolismo oxidativo, por meio da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) no eixo embrionario € no endosperma
micropilar de sementes de Melanoxylon brauna Schott durante a germinagdo. Para avaliagdo
da germinagdo, as sementes foram semeadas em rolos de papel germitest umedecidos com
agua destilada e submetidas as temperaturas constantes de 15, 25, 30 e 40°C, durante 10 dias.
As determinagdes das atividades das enzimas SOD, APX e CAT foram feitas nas sementes
colocadas para germinar sob as mesmas condi¢des descritas acima e a cada 12 horas foram
retiradas amostras até a protrusdo radicular de 50% das sementes ou 168 horas para a
temperatura de 15°C. Nao foram detectadas atividades das enzimas SOD, APX e CAT no
endosperma micropilar durante a germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna, sob
diferentes temperaturas. No eixo embrionario, as atividades das enzimas SOD e CAT
apresentaram maiores alteragdes ao longo da germinagdo em 15 e 40°C, demonstrando que
temperaturas estressantes provocam danos oxidativos. A atividade da enzima APX, no eixo
embriondrio, ndo foi afetada pela temperatura ao longo da germinacdo e sua atividade foi

extremamente baixa.

Palavras-chave: antioxidantes, atividade enzimatica, estresse oxidativo
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ACTIVITY OF ENZYMES SUPEROXIDE DISMUTASE, ASCORBATE
PEROXIDASE AND CATALASE DURING GERMINATION OF
Melanoxylon brauna SCHOTT SEEDS UNDER DIFFERENT
TEMPERATURES

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of increasing levels of temperature on
the oxidative metabolism, through the activity of superoxide dismutase (SOD), ascorbate
peroxidase (APX) and catalase (CAT) in the embryonic axis and endosperm micropylar of
Melanoxylon brauna Schott seeds during germination. To assess germination, seeds were
sown in paper germitest moistened with distilled water and subjected to constant
temperatures of 15, 25, 30 and 40°C for 10 days. Measurements of the activities of SOD,
APX and CAT were made in the seeds placed to germinate under the same conditions
described above and every 12 hours the samples were taken until root protrusion of 50% of
the seeds or 168 hours to a temperature of 15°C. Was not detected activity of SOD, APX and
CAT in the micropylar endosperm during germination of seeds of Melanoxylon brauna under
different temperatures. In the embryonic axis, the activities of SOD and CAT showed greater
changes along the germination of 15 and 40°C, demonstrating that temperature stress causes
oxidative damage. The APX enzyme activity in the embryonic axis was not affected by

temperature during germination and its activity was extremely low.

Keywords: antioxidants, enzyme activity, oxidative stress

INTRODUCAO

A germinagao da semente ¢ uma fase fundamental no ciclo de vida das plantas, que se
inicia com a absor¢ao de dgua e termina com o alongamento do eixo embriondrio e protrusao
da radicula (BEWLEY e BLACK, 1994). A germinacdo de sementes consiste na reativagao
do metabolismo e crescimento do embrido por meio de eventos metabdlicos ordenados, cada

um deles apresentando exigéncias proprias quanto a temperatura, principalmente porque
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dependem da atividade de sistemas enzimaticos especificos (BEWLEY e BLACK, 1994;
MARCOS FILHO, 2005).

A germinagdo das sementes envolve a regulagdo e a ativagdo de enzimas especificas
nos momentos apropriados (TOMMASI et al., 2001). No inicio da embebi¢do ocorre
aumento rapido na captagdo de oxigénio e na fosforilagao oxidativa, processos que requerem
muita energia (TOMMASI et al., 2001). A fosforilacdo oxidativa e a mobilizacdo de reservas
geram espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem causar dano estrutural e funcional as
cé¢lulas (PRODANOVIC et al., 2007). As EROs estdo envolvidas em varios aspectos da
fisiologia de sementes e normalmente sdo consideradas como moléculas tdxicas cujo
acumulo pode acarretar danos celulares e perturbagdes no processo de germinacao (BAILLY,
2004). Os danos peroxidativos decorrem, principalmente, da deteriora¢do oxidativa de
acidos graxos insaturados das membranas, pela acdo de EROs presentes no interior das
células. As espécies reativas de oxigénio incluem o oxigénio “singleto” ou molecular (O,),
peroxido de hidrogénio (H,0,), radical superdxido (O;’) e radical hidroxila (OH), dentre
outros (SCANDALIOS, 1993).

As moléculas de EROs estdo envolvidas nos processos de crescimento que acontecem
durante o desenvolvimento da semente, como a embriogénese, ¢ também em mecanismos
paralelos a protrusdo da radicula (BAILLY, 2004). Para que a célula nao se deteriore por
intoxicagdo, elas possuem eficiente mecanismo de enzimas removedoras de EROs
(McDONALD, 1999; BAILLY, 2004).

Dentre as enzimas antioxidantes envolvidas na elimina¢do de EROs em plantas
incluem as superoxidos dismutases (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11), e a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (MITTLER, 2003; SCANDALIOS, 2005). O
aumento da atividade dessas enzimas indica a evolugdo da deterioragdo, com atuagao mais
intensa do complexo antioxidante. O equilibrio entre a produgdo e a eliminagdo de EROs
pode ser perturbado por fatores ambientais adversos, tendo como consequéncia o aumento do
nivel intracelular de elementos reativos (SCANDALIOS, 2005).

Dentro da célula, as superdxido dismutases constituem a primeira linha de defesa
contra EROs (ALSCHER et al., 2002) e podem ser encontradas na matriz mitocondrial
(MnSOD), citoplasma celular (Cu/ZnSOD) ou cloroplastos (CuZnSOD, FeSOD) (BOWLER
et al., 1992; ALSCHER et al., 2002; SCANDALIOS, 2005), sendo responsaveis por catalisar
a dismutagdo do superoxido a peroxido de hidrogénio (H,O,) (McDONALD, 1999;
SCANDALIOS, 2005). O peroxido de hidrogénio € convertido em agua pela agcdo da catalase
(CAT), que esta situada em glioxissomos e peroxissomos (WILLEKENS et al., 1995;
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SCANDALIOS, 2005). O ciclo da glutationa-ascorbato também pode eliminar parte do H,O,,
e para tanto, envolve as enzimas ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato
redutase (MDAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR), que
participam da regeneracdo do acido ascorbico, um antioxidantes poderoso (vitamina C),
glutationa reduzida e a-tocoferol (vitamina E) (BAILLY, 2004). As enzimas deste ciclo estdo
presentes nos cloroplastos, citoplasma, mitocondria, peroxissomos e apoplastos (MITTLER,
2003), e aumentam sua atividade em resposta ao estresse oxidativo.

Taiz e Zaiger (2004) relatam que apesar de sua grande efetividade na neutralizagdo do
oxigénio reativo, a SOD produz H,O, que, apesar de menos reativo, em altas concentragdes
torna-se toxico. Dessa forma, sua atividade isolada ¢ pouco funcional na protecdo da
semente, sendo necessaria a formacdo de um sistema removedor de EROs, conjuntamente
com catalase e peroxidases (BOWLER et al., 1992; McDONALD, 1999).

De modo indireto, por meio de andlises enzimaticas, a produ¢do de EROs ja foi
relatada em diversas espécies durante a embebicao das sementes. No entanto, os locais exatos
de producdo de EROs durante o processo de germinacdo ainda ndo sdo conhecidos, alguns
locais como o eixo embrionario, tegumentos e camadas do aleurona sdo mencionados como
locais favoraveis para a sintese dessas moléculas (BAILLY, 2004).

A producao de EROs durante a germinacao de sementes ¢ considerada como uma
causa de estresse que pode afetar o sucesso da germinacdo. Sendo assim, enzimas
removedoras de EROs sdo consideradas de grande importdncia para a conclusdo da
germinacdao (BAILLY, 2004), tendo sido detectada durante a germinagdo de sementes de
diversas espécies tais como: Triticum aestivum (CAKMAK et al., 1993), Picea omorika
(PRODANOVIC et al., 2007), Hordeum vulgare (MEI ¢ SONG, 2010), Medicago sativa
(CAKMAK et al., 2010) e Jatropha curcas (CAI et al., 2011). Entretanto, poucos trabalhos
com sementes de espécies florestais, tampouco, sob influéncia da temperatura, foram
encontrado na literatura.

A temperatura ¢ um dos muitos fatores ecoldgicos que influenciam na germinacao,
determinando a taxa de germinacdo (BASKIN e BASKIN, 1998). De acordo com Bewley e
Black (1994), a temperatura pode afetar a absor¢do de 4dgua e as reagdes bioquimicas que
regulam o metabolismo envolvido nesse processo.

Melanoxylon brauna Schott é uma espécie florestal pertencente a familia Fabaceae. A
espécie ¢ popularmente conhecida como bratina, bratina-preta, graina, maria-preta, rabo-de-
macaco (LORENZI, 2002). Ocorrendo naturalmente no Sul da Bahia, Sdo Paulo, Minas

Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sergipe e Pard, bem como na floresta pluvial da
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encosta atlantica (ALMEIDA et al.,, 1998; LORENZI, 2002). E classificada como
semidecidua, heliofila. Plantas adultas dessa espécie normalmente possuem entre 15 a 25 m
de altura e 40 a 80 cm de diametro. As flores sdo amareladas, em paniculas terminais amplas.
O fruto ¢ um legume deiscente, contendo varias sementes duras envoltas por estrutura
membrandcea (asa) que possibilita sua dispersdao pelo vento (BARROSO et al., 1999;
LORENZI, 2002). O florescimento ocorre de fevereiro a abril e os frutos amadurecem no
periodo de setembro a outubro. Sua madeira ¢ muito pesada, apresentando densidade de 1,05
g cm™, compacta, muito dura ao corte e de grande durabilidade mesmo quando em ambientes
adversos, sendo propria para obra externas e hidraulicas, dentre outros. E uma espécie
potencial para reflorestamentos (LORENZI, 2002), e apesar de seu crescimento lento pode
ser utilizada na arborizacdo urbana (ALMEIDA et al., 1998). Devido a exploracdo de sua
madeira e a falta de replantios a espécie estd presente na “lista oficial de flora ameagada de
extingdo” estabelecida pela Instru¢do Normativa N° 6, de 23 de setembro de 2008 (MMA,
2011).

Apesar da importancia ecoldgica e econdmica da espécie verifica-se que ha poucos
trabalhos disponiveis na literatura que abordam as alteracdes fisiologicas e bioquimicas em
sementes de espécies nativas como, por exemplo, as relagdes entre atividade enzimatica nos
diferentes compartimentos das sementes durante a germinagao sob diferentes temperaturas.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade das enzimas superdxido
dismutase, ascorbato peroxidase e catalase, durante a germinacdo no eixo embriondrio e

endosperma micropilar de sementes de Melanoxylon brauna sob diferentes temperaturas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e beneficiamento

As sementes de Melanoxylon brauna foram colhidas em 10 arvores-matrizes na
cidade de Leopoldina - MG, em setembro de 2010. Os trabalhos foram conduzidos no
Laboratério de Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa - UFV. Apds a colheita, os frutos foram secos ao sol até sua
abertura e as sementes, contendo aproximadamente 13% de teor de agua, foram armazenadas
tamboretes de fibra, a 5°C e 60% de umidade relativa do ar. Durante o beneficiamento foram

eliminadas as sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.
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Condigdes de germinacéao e delineamento experimental

Para determinag¢do do percentual de germinacgdo, as sementes foram semeadas em
rolos de papel germitest umedecidos com agua destilada e submetidas as temperaturas
(constantes) minima — 15°C, faixa 6tima — 25 e 30°C e maxima — 40°C (determinadas
previamente) em germinador sob luz constante, proporcionada por quatro lampadas de 20 W,
tipo luz do dia, durante 10 dias. Foram consideradas germinadas as sementes que emitiram
radicula (2 mm). O nimero de sementes germinadas foi avaliado diariamente. O
reumedecimento do substrato foi feito sempre que necessario. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado ¢ em cada temperatura foram realizadas cinco
repeticoes de 20 sementes. A partir do nimero de sementes germinadas foi calculada a
porcentagem de germinagdo — G% e o indice de velocidade de germinagdo — IVG
(MAGUIRE, 1962). Os dados foram submetidos a andalise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SAS.

Ensaios enzimaticos

Na avaliagdo da atividade enzimatica, as sementes foram semeadas em rolos de papel
germitest e submetidas as temperaturas (constantes) minima — 15°C, faixa 6tima — 25 ¢ 30°C
e maxima — 40°C em germinador sob luz constante, proporcionada por quatro lampadas de
20 W, tipo luz do dia. A cada 12 horas foram retiradas amostras das sementes para analise da
atividade enzimadtica até a protrusdo radicular de 50% das sementes ou 168 horas para a
temperatura minima. Estas amostras foram armazenadas em freezer (-20°C) até o momento
das andlises.

Os extratos enzimaticos brutos, usados para as determinag¢des das atividades da
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) foram obtidos
por meio da metodologia descrita por Hodges et al. (1997), com pequenas adaptagdes.
Amostras de 16 eixos embrionarios ¢ 16 endospermas micropilares foram separadamente
trituradas em gelo, usando gral e pistilo, seguido da adicdo de 2,0 mL do seguinte meio de
homogeneizagdo: tampao fosfato 50 mM, pH 7,8 e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v).
Em seguida o extrato foi centrifugado a 19.000 xg durante 30 minutos, a 4°C, ¢ o
sobrenadante obtido foi utilizado como extrato enzimdtico bruto. Foram realizadas trés
repeticdes de cada extracao.

Atividade de SOD: A atividade da superoxido dismutase foi determinada pelo ensaio
contendo 30 pL do extrato enzimatico bruto e 2,97 mL de um meio de reacao constituido de:

1500 pL de tampao fosfato de 100 mM, pH 7,5, 780 uL de metionina 50 mM, 225 uL de azul
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de p-nitro tetrazolio (NBT) 1mM, 60 uLL de EDTA 5 mM, 60 uL de riboflavina 2 uM e 345
uL de agua destilada (DEL LONGO et al., 1993). A reacdo foi conduzida a 25°C em camara
de reacdo sob iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Apds cinco minutos de
exposi¢do a luz, a iluminacdo foi interrompida e a formazana azul produzida pela
fotorredugao do NBT foi medida a 560 nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). A absorbancia
a 560 nm, de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por
igual tempo, foi usado como controle, e a leitura obtida em Aseonm foi subtraida da amostra
que recebeu iluminagdo. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT (BEAUCHAMP e FRIDOVICH,
1971).
Atividade de APX: A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada pelo ensaio
contendo 100 pL do extrato enzimatico bruto e 1400 pL de um meio de reacdo constituido
de: 700 uL de tampdo de fosfato 50 mM, pH 7,8, 400 uL de 4cido ascorbico 0,25 mM
contendo EDTA 0,1 mM, e 300 uL. de H,O; 0,3 mM (adaptado de RAMALHEIRO, 2009). O
decréscimo na absorbancia a 210 nm, a temperatura de 25°C, foi medido durante dois
minutos com intervalo de 10 segundos entre cada leitura, sendo, a atividade da APX
determinada com base na inclinacdo da reta apds o inicio da reacdo. A atividade enzimatica
foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm” (NAKANO e
ASADA, 1981). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para converter 1 nmol de substrato em produto por minuto, por mL, nas condigdes
do ensaio.
Atividade de CAT: A atividade da catalase foi determinada pelo ensaio contendo 100 pL do
extrato enzimatico bruto e 1400 pL. de um meio de reacdo constituido de: 900 pL de tampao
fosfato 50 mM, pH 7,8 e 500 uL de H,O;, 0,97 M (adaptado de HODGES et al., 1997). O
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25°C foi medido durante dois minutos
de reacdo a cada 10 segundos, sendo, a atividade da CAT determinada com base na
inclinagdo da reta apos o inicio da reagdo. A atividade enzimadtica foi calculada utilizando-se
o coeficiente de extincdo molar de 36 M cm™ (ANDERSON et al., 1995). Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para converter 1 mmol de
substrato em produto por minuto, por mL, nas condigdes do ensaio.

Os dados de determinagdo das atividades enzimadticas apresentados foram valores
médios de ensaios em triplicata e os valores do desvio padrdo foram calculados. As
atividades enzimaticas foram expressas em atividade especifica (SOD - U SOD min™ mg

prot™; APX - nmol ASC min™' pg prot™'; CAT- mmol H,0, min™ pg prot™).
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Determinagéo da concentragéo de proteina
A concentragdo de proteinas para todas as amostras foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se curva padrdo construida com albumina sérica bovina (BSA),

de 2,5 a 50 pg de proteina.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados de germinagdo e IVG sdo mostrados na Tabela 1. Sob temperatura de
15°C, a germinagdo foi de apenas 11%. Nas temperaturas de 25 e 30°C as médias de
germinagdo nao diferiram entre si, observando-se o maximo de germinacdo. A germinacgao
volta a decrescer na temperatura de 40°C. Os valores de IVG aumentam significativamente
com o aumento da temperatura até¢ 30°C, decrescendo significativamente em 40°C. Percebe-
se que o aumento da temperatura até 30°C aumentou a velocidade de germinagdo, embora a
porcentagem final ndo tenha diferenciado significativamente da observada a 25°C. Como em
qualquer sistema bioldgico, o aumento da temperatura resulta no aumento da velocidade das
reagoes, tendo limites especificos para a progressdo. Os resultados para Melanoxylon brauna
diferem parcialmente daqueles apresentados por Bracalion et al. (2010), em avaliacdo das
diferentes temperaturas de germinacao de espécies florestais brasileiras no bioma Mata
Atlantica. Os autores constataram que nas diferentes pesquisas publicadas a temperatura de
25°C foi a mais adequada para a maior germinagdo, ficando a temperatura de 30°C como a
mais apropriada para espécies amazonicas. Segundo os mesmos autores, a temperatura reflete
o bioma original das sementes. No presente caso, a Melanoxylon brauna mostra amplitude de

temperatura que ¢ apropriada para a sua vasta regido de ocorréncia, do Para a Sdo Paulo.

Tabela 1 — Germinagdo (%) e indice de velocidade de germinacdo - IVG de sementes de
Melanoxylon brauna submetidas a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Germinagao (%) IVG
15 I1c 0,23 ¢
25 90 a 3,22b
30 89 a 4,13 a
40 48 b 331b

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Nao foram detectadas, pela metodologia utilizada, atividade das enzimas SOD, APX ¢

CAT no endosperma micropilar de sementes de Melanoxylon brauna, nas diferentes
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temperaturas, estes resultados discordam dos observados no endosperma de sementes de
Jatropha curcas durante a germinagdo para as atividade das enzimas SOD e CAT (CAl et al.,
2011). Cakmak et al. (1993) também relatam a atividade das enzimas SOD, APX e CAT em
endosperma de sementes de Triticum aestivum, porém, com valores inferiores aos observados
no eixo embrionario. Altas taxas do radical superoxido e H,O, sdo sintetizadas quando as
células nao estdo sob condi¢des ideais (APEL e HIRT, 2004), entretanto diferentes
compartimentos das sementes comportam-se de maneira especifica. Sementes de brauna
submetidas ao envelhecimento acelerado a 45°C por 48 horas ndo apresentaram alteragdes
significativas na atividade da SOD nos cotilédones, diferentemente do comportamento do
eixo cuja atividade se alterou em 24 horas de envelhecimento (CORTE et al., 2010). Como o
endosperma micropilar ¢ composto por células de reserva, ¢ de se esperar que nao houvesse
outra atividade que ndo a degradagdo das reservas, sem os mecanismos de protecao,
caracterizados pelas enzimas de decomposi¢ao das EROs.

Os valores de atividade da SOD no eixo embriondrio encontram-se na Figura 1 e
Apéndice 1. Observa-se queda da atividade na temperatura de 15°C nas primeiras 12 horas de
germinacdo, mantendo-se particularmente constante até proximo a protrusdo da radicula,
entre 156 e 168 horas, quando foi observado aumento da atividade (Figura 1A). Sob
temperatura de 25, 30 e 40°C a atividade decresceu a partir do tempo zero (testemunha) e se
manteve praticamente constante durante todo o periodo de germinagdo (Figura 1B, 1C e 1D),
demonstrando ndo sofrer influéncia das temperaturas durante a germinagao, provavelmente
por ndo serem temperaturas que causem estresse as sementes. Porém, sua presenca ao longo
deste processo sugere que esta enzima esteja participando da prote¢ao contra radicais
superoxidos. Resultados semelhantes foram observados por Prodanovic et al. (2007), onde a
atividade da enzima SOD apresentou comportamento constante ao longo do periodo de
germinacdo de semente de Picea omorika, sob temperatura de 25°C. Os resultados
encontrados neste trabalh, estdo de acordo com os observados por Cakmak et al. (2010), que
verificaram, durante a germinacdo de sementes recém colhidas de Medicago sativa, sob
temperatura de 22°C, comportamento constante da atividade da enzima SOD. Ressalta-se,
que a atividade da enzima SOD durante a germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna ¢
considerada alta, quando comparada aos resultados encontrados para outras espécies durante

a germinacdo de sementes (CAKMAK et al., 1993; MEI e SONG, 2010).
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Figura 1 — Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) no eixo embrionario durante o
periodo de germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna Schott sob efeitos das
temperaturas: A) 15°C, B) 25°C, C) 30°C, D) 40°C. Barras verticais indicam o valor do
desvio padrao da média.

Detectou-se baixa atividade da enzima APX no eixo embrionario ao longo da
germinacdo nas diferentes temperaturas (Figura 2 e Apéndice 2). Analisando o
comportamento da SOD e considerando que a APX ¢ uma rota alternativa na retirada de
peroxido de hidrogénio do meio, pode-se supor que a producao de EROs ¢ baixa nessas
sementes durante o processo de germinagdo, o que mantém a atividade desta enzima em
niveis extremamente baixos. Estes resultados discordam dos observados por Mei e Song
(2010), que verificaram aumento da atividade da enzima APX em sementes de Hordeum
vulgare com a elevagdo da temperatura de 0 a 25°C e decréscimo da atividade a partir desta
temperatura. Ramalheiro (2009) também verificou aumento na atividade da enzima APX em
algumas variedades de Olea europaea, em diferentes estadios de maturagdo e afirmou que
este comportamento pode significar importante capacidade da espécie em desenvolver

mecanismos de tolerancia ao estresse, especialmente no combate as EROs.
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Figura 2 — Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) no eixo embrionario durante o
periodo de germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna Schott sob efeitos das
temperaturas: A) 15°C, B) 25°C, C) 30°C, D) 40°C. Barras verticais indicam o valor do
desvio padrao da média.

A enzima CAT no eixo embrionario apresentou alteracdes no seu comportamento ao
longo da germinagdo, sob diferentes temperaturas (Figura 3 e Apéndice 3), cujos niveis foram
mais baixos que o da rota da APX. Nas temperaturas de 15°C (Figura 3A) observa-se
aumento na atividade ao longo da germinagdo, a partir de 84 horas, demonstrando que ha
produg¢do de H,O, nas células. A atuagdo das rotas envolvendo a APX e CAT sao
concomitantes, o que pode resultar na baixa atividade de ambas, mas com provavel eficiente
desempenho de desintoxicacdo. Na temperatura de 25°C observa-se pequeno declinio nas
primeiras 24 horas e aumento a partir de 36 horas, quando atingiu valores proximos ao da
testemunha em 60 horas. Em 30°C houve reducdo da atividade nas primeiras 12 horas,
permanecendo constante ¢ em valores proximos aqueles de 25°C. Sob 40°C o
comportamento foi semelhante ao de 25°C nas primeiras 36 horas, mas com elevagdo em 48
horas, permanecendo estavel a seguir. Considerando que 15 e 40°C foram temperaturas fora
da faixa 6tima de germinagdo, ¢ razodvel supor situagdo de estresse influenciando a maior
atividade da enzima. Entretanto, Mei e Song (2010) verificaram aumento da atividade da
enzima CAT em sementes de Hordeum vulgare com o aumento da temperatura de 0 a 25°C e
decréscimo a partir desta temperatura, com 48 horas de germina¢do. Cakmak et al. (1993)

também observaram aumento da atividade desta enzima, no eixo embrionario, sob
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temperatura de 24°C, ao longo do periodo de germinagdo de sementes de Triticum aestivum.
Ja Cakmak et al. (2010) observaram diminui¢do da atividade da enzima CAT ao longo da
germinacao de Medicago sativa, sob temperatura de 22°C.

Pode-se concluir, diante desses resultados, que o comportamento da enzima CAT

durante o processo de germinagdo € intrinseco a cada espécie.
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Figura 3 — Atividade da enzima catalase (CAT) no eixo embrionario durante o periodo de
germinac¢do de sementes de Melanoxylon brauna Schott sob efeitos das temperaturas : A)
15°C, B) 25°C, C) 30°C, D) 40°C Barras verticais indicam o valor do desvio padrdo da
média.

Sob mudancas lentas nas condigdes ambientais muitas plantas desenvolvem
mecanismos de tolerancia a situagdes de estresse. Frequentemente a exposi¢dao a um tipo
particular de estresse, sob niveis moderados, pode aumentar a resisténcia a outros estresses
(MEI e SONG, 2010). Segundo os mesmos autores, aumentos nas atividades de enzimas
removedoras de EROs podem ser um elemento comum durante a germinacdo de sementes
que possuem mecanismos de tolerancia ao estresse. Para Prodanovic et al. (2007), as
atividades das enzimas SOD e CAT podem estar envolvida na preservagao da viabilidade e
protecdo das sementes contra as EROs produzidas durante a germinagdo. Huang e Guo
(2005), em estudo com duas cultivares de Oryza sp.(Xiangnuo-1 e IR-50), uma tolerante ¢

outra ndo tolerante ao resfriamento, observaram que as atividades das enzimas SOD, APX e
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CAT se mantiveram alta na cultivar tolerante, quando submetidas a temperatura de 8°C, e
decresceu na cultivar ndo tolerante, nesta mesma condi¢do. Os autores concluiram que a
atividade mais alta das enzimas antioxidantes estd associada a tolerancia da cultivar a baixa

temperatura.

CONCLUSOES

Nao foram detectadas atividades das enzimas SOD, APX e CAT no endosperma
micropilar durante a germinagdo de sementes de Melanoxylon brauna, sob diferentes
temperaturas.

No eixo embrionario, as atividades das enzimas SOD e CAT apresentaram maiores
alteracdes ao longo da germinagdo em 15 e 40°C, demonstrando que temperaturas
estressantes provocam danos oxidativos.

A atividade da enzima APX, no eixo embriondrio, ndo foi afetada pela temperatura ao

longo da germinacgdo e sua atividade foi extremamente baixa.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Para sementes de Melanoxylon brauna pode-se concluir:

A protrusdo da radicula ocorre em torno de 72 horas apds inicio da embebicdo e a

germinagao € epigea.
O tamanho e a cor das sementes influenciam sobre a qualidade fisioldgica do lote de
sementes. Para a espécie, as sementes pequenas e claras possuem qualidade fisiologica

inferior as pequenas escuras e, as grandes, independentemente da cor do tegumento.

O substrato mais indicado para a realizagdo de teste de germinagdo em laboratdrio € o rolo de

papel germitest.

A temperatura atuou de forma significativa sobre a porcentagem final, velocidade e

sincronizagdo da germinagao de sementes.

E mais criterioso recomendar faixas de temperaturas para germina¢do do que temperaturas

pontuais.

As faixas de temperatura considerando-se todas as variaveis investigadas foram: 12,1-12,6°C

(minima); 30-35,8°C (6tima); e 42,4-43°C (maxima).

A espécie apresenta uma grande amplitude de germinacdo com relagdo a temperatura, sendo

verificada germinagdo na faixa de temperatura de 12 a 42°C.

O teste de CE foi eficiente para avaliar o efeito da temperatura sobre a qualidade fisiologica

das sementes e por este teste a temperatura 6tima foi de 27°C.
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Nao foram detectadas atividades das enzimas SOD, APX e CAT no endosperma micropilar

durante a germinacdo de sementes de Melanoxylon brauna, sob diferentes temperaturas.

No eixo embriondrio, as atividades das enzimas SOD e CAT apresentaram maiores alteracdes

ao longo da germinagdo em 15 e 40°C.

A atividade da enzima APX, no eixo embrionario, ndo foi afetada pela temperatura ao longo

da germinacdo e sua atividade foi extremamente baixa.
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APENDICE 1 - Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) no eixo embrionario de
sementes de Melanoxylon brauna Schott durante a germinagdo sob diferentes temperaturas.
Os valores sdo expressos em U mL™"' e U mg prot” (atividade especifica) (+desvio padrdo da

média).

Tempo de

Temperatura germinaciio (h) UmL"’ U mg prot”
0 247,10 (£52,27) 88,41 (+8,42)
12 27,76 (£10,85) 10,45 (+4,36)
24 198,83 (£60,11) 59,15 (+10,11)
36 80,96 (+20,49) 24,31 (£5,97)
48 91,89 (+42,68) 29,34 (+£18,32)
60 64,56 (+£22,24) 17,49 (£5,44)
72 87,49 (£28,41) 23,31 (£5,96)
15°C 84 144,48 (+43,78) 45,89 (+11,20)
96 110,37 (£86,26) 33,43 (£27,22)
108 155,14 (£46,72) 43,21 (+£14,30)
120 137,94 (£30,35) 36,70 (£8,11)
132 190,15 (£51,77) 52,19 (+£13,27)
144 160,48 (+64,33) 44,45 (£17,76)
156 91,83 (£12,51) 25,13 (£3,58)
168 375,81 (+63,00) 152,80 (£19,72)
0 247,10 (£52,27) 88,41 (+8,42)
12 39,71 (+4,94) 15,64 (£1,45)
950¢ 24 62,17 (£10,26) 24,06 (+0,40)
36 57,87 (£10,06) 16,63 (+£2,92)
48 59,21 (£13,92) 21,78 (+6,46)
60 127,79 (£28,08) 42,75 (£8,38)
0 247,10 (£52,26) 88,41 (£8,42)
12 137,27 (£64,61) 45,431 (£22,11)
30°C 24 277,42 (£93,02) 90,34 (£36,08)
36 53,45 (£3,29) 23,33 (+1,86)
48 44,71 (£15,97) 14,99 (+4,43)
60 162,89 (£20,98) 65,43 (£5,37)
0 247,10 (£52,26) 88,41 (£8,42)
12 202,06 (£20,00) 87,00 (£6,44)
24 69,01 (+11,48) 22,14 (+4,19)
40°C 36 53,28 (£14,74) 17,29 (£3,54)
48 124,02 (+41,40) 41,78 (£7,99)
60 82,40 (+4,96) 24,94 (£3,31)
72 55,14 (£17,47) 21,74 (£6,71)
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APENDICE 2 - Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) no eixo embrionario de
sementes de Melanoxylon brauna Schott durante a germinagdo sob diferentes temperaturas.
Os valores sdo expressos em U mL™ e U pg prot” (atividade especifica) (+desvio padrdo da
média).

Temperatura ge?n??gggége(h) UmL" U g prot’!

0 2420,63 (£930,43) 0,56 (+0,18)

12 2916,67 (£362,07) 0,97 (£0,16)

24 2103,17 (£655,66) 0,62 (£0,15)

36 3035,71 (£1194,90) 1,12 (+0,38)

48 1726,19 (£371,73) 0,58 (£0,26)

60 3750,00 (£586,24) 1,18 (£0,20)

72 2519,84 (+454,62) 0,76 (£0,15)

15°C 84 2638,89 (+£446,76) 0,72 (£0,12)
96 4900,79 (£953,00) 1,57 (£0,46)

108 2837,30 (£149,8) 0,99 (+0,15)

120 2996,03 (£604,14) 0,98 (+£0,13)

132 3869,33 (£119,05) 1,17 (£0,22)

144 2083,33 (+178,57) 0,68 (£0,08)

156 3353,17 (+137,46) 1,04 (£0,10)

168 2162,70 (+£446,76) 0,76 (£0,27)

0 2420,63 (£930,43) 0,56 (+0,18)

12 3234,13 (£895,50) 0,78 (£0,23)

950¢ 24 2460,32 (£717,58) 0,57 (£0,17)
36 1884,92 (+90,92) 0,38 (+0,02)

48 3313,49 (+1014,24) 0,74 (£0,24)

60 2619,05 (+£362,07) 0,56 (£0,09)

0 2420,63 (£930,43) 0,56 (+£0,18)

12 30315,87 (£655,66) 0,73 (£0,21)

30°C 24 3452,38 (£1250,00) 0,79 (£0,24)
36 1468,25 (£149,80) 0,31 (+£0,03)

48 873,02 (£225,35) 0,20 (£0,04)

60 496,03 (£123,91) 0,13 (£0,03)

0 2420,63 (£930,43) 0,56 (+0,18)

12 3095,24 (£826,93) 0,80 (£0,25)

24 1895,08 (£785,92) 0,38 (£0,16)

40°C 36 1061,51 (£507,12) 0,21 (+0,09)
48 2043,65 (£1282,64) 0,43 (£0,27)

60 2222,22 (+£382,68) 0,50 (+0,10)

72 2857,14 (£778,37) 0,80 (+£0,28)
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APENDICE 3 — Atividade da enzima catalase (CAT) no eixo embrionario de sementes de
Melanoxylon brauna Schott durante a germinagdo sob diferentes temperaturas. Os valores
sdo expressos em U mL™ e U pg prot” (atividade especifica) (+desvio padrio da média).

Temperatura ge;rrrei?;g gé?)e(h) UmL’ U pg prot”
0 1097,22 (£149,01) 0,26 (+0,01)

12 776,23 (£118,97) 0,25 (+0,01)

24 841,05 (+£291,94) 0,24 (+0,06)

36 853,39 (£75,41) 0,32 (£0,02)

48 756,17 (£100,83) 0,25 (£0,08)

60 729,94 (+£94,46) 0,23 (£0,01)

72 655,86 (x43,02) 0,19 (£0,01)

15°C 84 873,46 (+£168,29) 0,24 (£0,06)
96 856,48 (+164,60) 0,28 (£0,12)

108 861,11 (x143,74) 0,30 (+0,08)

120 1138,89 (+116,85) 0,38 (+0,03)

132 1274,69 (£239,51) 0,38 (+0,04)

144 1185,19 (£150,23) 0,38 (+0,01)

156 1214,51 (£115,77) 0,38 (+0,05)

168 1439,81 (£166,92) 0,49 (+0,08)

0 1097,22 (£149,01) 0,26 (+0,01)

12 800,93 (£28,16) 0,19 (£0,01)

250 24 754,63 (£41,15) 0,17 (£0,01)
36 856,48 (+113,78) 0,17 (£0,02)

48 901,23 (+67,46) 0,20 (£0,01)

60 1308,64 (£201,39) 0,28 (+0,04)

0 1097,22 (£149,01) 0,26 (+0,01)

12 694,44 (£216,11) 0,16 (+0,04)

30°C 24 851,08 (£87,97) 0,20 (£0,02)
36 942,90 (£256,53) 0,20 (+0,04)

48 925,93 (£91,07) 0,21 (x0,02)

60 814,81 (£166,73) 0,21 (+0,04)

0 1097,22 (£149,01) 0,26 (£0,01)

12 785,49 (£150,75) 0,20 (£0,03)

24 830,25 (+48,63) 0,17 (£0,01)

40°C 36 1001,54 (£85,53) 0,21 (+0,01)
48 1595,68 (£153,15) 0,34 (£0,04)

60 1629,63 (£72,76) 0,36 (£0,02)

72 1421,30 (£36,16) 0,40 (£0,06)
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