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RESUMO

MATOS, Antbnio César Batista, D.Sc., Universidade Federal de Vigegabro de
2017. Andlise fisiolégica e molecular da germinagdo de sementes teauna
(Melanoxylon brauna Schott) sob estresses hidrico e salin®rientador: Eduardo
Euclydes de Lima e Borges. Coorientador: Anderson Cleiton José.

Estresses abidticos, como seca e salinidade, influenciam a séhweaidas plantas. A
germinacdo de sementes € um dos pontos criticos durante o cicitad#asiplantas.
Mecanismos de resposta a nivel fisioloégico e molecular sdcsesgaara sementes de
espécies arboreas condbelanoxylon brauna. O presente trabalho teve por objetivo
investigar os efeitos dos estresses hidrico e salino durante a géonileagementes de
bratna. Avaliou-se as curvas de embebicdo e a germinacdo nos ptm€a-0,2, -

0,4, -0,6 e -0,8 Mpa (PEG e NaCl). Para as demais analises usiiznpetencial de

0,0 e -0,4 MPa, no qual foram avaliados peso fresco e comprimento do eixo
embrionario, fitohormonios, peroxidacdo de lipidios (MDA), producdo de &nion
superoxido (@) e perdxido de hidrogénio ¢B,), acdo do sistema antioxidante, pela
atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX) e peroxidase (POX) e analise protebmica para elosideacanismos

de resposta sob estresse. Para sementes do grupo controle foi possivat phdedo
trifasico de embebicdo, maiores porcentagens de germinacgdo e taxasaileento do

eixo embrionario em relacdo aos tratamentos sob estresse hidricinee Eah
condicBes salinas houve atraso do ganho de peso de sementes, reducdesagagermi
e do crescimento do eixo embrionarggndo classificada como halofitdob estresse
hidrico ocorre reducdo mais drastica do ganho de peso de sementes, a geréinag
inibida, bem como o crescimento do eixo embrionario. Sementds lit@auna sdo mais
sensiveis ao estresse hidrico do que ao estresse salino. NiveisieadlyACC foram
superiores apo6s a germinacao de sementes. Niveis endégenos de ABRAABIram
superiores em resposta ao estresse hidrico. ABA e AIA induzem um ektado
quiescéncia sob condi¢des de estresse hidrico. Ndo houve danos oxidativdagesos

de MDA. Ocorreram reducdes dos niveis d®He MDA durante o tempo. Proteinas
como PGK, a-L-arabinofuranosidase e conglutina sdo temporariamente inibidas sob
estresses hidrico e salino. Anexina pode estar relacionada ao ealusokstresses
hidrico e salino. Mecanismos fisiolégicos e moleculares atuam de foteggada em
sementes de bralna, sendo fundamentais para explicar a germinac@deecates

respostas sob condi¢des de estresse.
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ABSTRACT

MATOS, Anténio César Batista, D.Sc., Universidade Federal de ViCataber, 2017.
Physiological and molecular analysis of the germination of braum (Melanoxylon
brauna Schott) seeds under water and saline stresadvisor: Eduardo Euclydes de
Lima e Borges. Co-advisor: Anderson Cleiton José.

Abiotic stresses, such as drought and salinity, affect the survival aotsplSeed
germination is one of the critical points during the plant life cyMechanisms of
response at physiological and molecular levels are scarce for seéntest species
such asMelanoxylon brauna. The objective of this study was to investigate the effects
of water and saline stress during a germination of Brauna seeds. Tibgiamizurves

and germination were evaluated in the potentials of 0,0; -0.2; -0.4; -0.®aWMPa
(PEG and NaCl). For the subsequente analyses the potential of 0.0 and -Oveidpa
used, in wich were evaluated fresh weight and embryo axis lenght, phytotesm
lipid peroxidation (MDA), superoxide anion {0 and hydrogen peroxide {B,)
production, antioxidant system by enzymatic activity of superoxideutésa (SOD),
catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and peroxidase (POX), and pcoteomi
analysis to elucidate the mechanisms of stress response. For seewisadfgroup was
possible to show the phases of imbibition, germination increases and higlagh g
rates of the embryonic axis in relation to the treatments under amdesaline stress.
Under saline stress, there was delay of seed weight gain, geomimatiuctions and
lower growth rates of the embryonic axis, classified as halophyte. Under steess a
drastic reduction of seed weight gain occurs, germination was inhibitedelass
embryonic axis growth. Seeds of Brauna are more sensitive to water stress than to saline
stress. Later levels of ACC were higher after seed germination. Endoderelssof

ABA, AIA and AS were higher in response to water stress. ABA and AlA induce a state
of quiescence under water stress. There was no oxidative damage fromdMBA
H,O, and MDA levels decreases over the time. Proteins such as REK,
arabinofuranosidase and conglutin are temporarily inhibited under water amel sal
stress. Annexin may be related to the control of water and salineestrBsysiological

and molecular mechanisms act in an integrated way in Brauna seedsubdmgental

to explain the germination and the different responses under stress conditions.

viii



1. INTRODUCAO

A entrada de agua pela semente é 0 passo inicial da germinagéterczada
pela fase I, através de um processo fisico, em que a absorcédo de lageameate
ocorre devido a diferenca de potencial hidrico entre a sementee secmeio de
hidratacdo. Apds a embebicéo inicial, o conteddo de agua permanece @sid@ra|
ocorre a retomada dos processos metabdlicos, denominada de fase Il (Bradford, 1986;
Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 2013). A retomada do metabolismo garante
transicdo para a fase Ill, guando ocorre o aumento do contetdo de aguatresio
radicular (Bradford, 1986; Galland et al., 2014). Desta forma, a embebicdo deesement
normalmente apresenta um padrao trifasico (Bradford, 1986; Bewley et al., 2013).

Em condi¢Bes de estresse hidrico e salino, o potencial hidrico do reahaiidi
limitando a disponibilidade de agua e a germinacdo de sementeguo8igdo de
sementes a solutos osmoticos, como polietileno glicol (PEG) quésarsa estratégia
capaz de simular tais situacdes durante a germinacdo como ocorrbientarfVallejo
et al., 2010). O PEG é um polimero inerte, que se liga a dgua com deia ca
impermeéavel ndo ibnica, capaz de gerar um potencial osmoético negatido de
presenca de grupos hidroxilas ligadas ao polimero, e assim, simulaoodiedo de
estresse hidrico (Michel e Kaufmann, 1973; Henning, 2002). A exposicdo ao NacCl, por
exemplo, causa estresse osmotico, e efeitos tdxicos devido ao acumidasdbisi e
CI" nos tecidos das plantas (Munns e Tester, 2008). Logo, a reducédo do potencial
hidrico, independente do agente osmoético, promove atraso da germinacdo e a
permanéncia das sementes na fase Il por tempo indeterminado, ja quéemstas
absorcdo mais lenta de agua. E consequentemente, ocorre a restricdaudaoprot
radicular (Bradford, 1986; Bewley et al., 2013).

A seca e a salinidade estdo entre o0s principais estrebg@ifcos que
comprometem o desenvolvimento das plantas e a produtividade vegettdr @e
Langridge, 2010; Agarwal et al., 2013). Fatores como intensidade do estgsSee
vegetal e estaddio de desenvolvimento da planta influencians@eibilidade das
plantas as condi¢cfes de estresse (Llanes et al., 2016). Entre eslasalésponsaveis
pela regulacdo dos processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares itas, Haja
em condi¢cdes de estresse ou ndo, podemos destacar os fitohormdnios emtis a
importantes neste controle (Fatma et al.,, 2013). Giberelina (GA)de atiscisico
(ABA) atuam de forma antagonista durante a germinacédo de semeuigsnéncia &

induzida pelo ABA e superada pela sintese de GA (Daszkowska-Golec, 2011).
1



biossintese de ABA é controlada pela enzimeas®poxy-carotenoid dioxygenases
(NCEDSs) e degradadoop 8’-hydroxylases (CYP707As) (Okamoto et al., 2006; Seo et

al., 2006. A biossintese de GA é controla pelas enzimas GA20 e GA3, enquanto GA2
oxidase regula sua degradacéo (Ogawa et al., 2003). A sinalizacamaedmtentre os
fitohormdnios sdo fundamentais para os processos fisiolégicos que ocorrem durante a
germinacao (Kucera et al., 2005). O ABA tamb&om dos principais componentes de
sinalizacdo e regulacdo de fatores de transcricdo responsivos aseeffileu et al.,

2010).

As plantas sob condi¢Bes de estresses abidticos como a secdadalinltas e
baixas temperaturas e inundacdes estdo sujeitas a danos oxidativpgoget@io de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Gill e Tuteja, 2010). As EROsormas
reduzidas do oxigénio molecular fOaltamente reativas e que podem causar estresse
oxidativo a diversos componentes celulares, incluindo cloroplastos, mit@ndr
membrana plasmatica, peroxissomos, parede celular e apoplasto. De&stre@smos
citar o anion superoxido ¢Q, o peréxido de hidrogénio ¢8.,), o radical hidroxila
(OH) e o oxigénio “singleto” (O.) (Mittler, 2002). Para reduzir ou eliminar os danos
oxidativos causados pelo acumulo de EROs, as plantas possuem uma sistem
antioxidante composto por enzimas, entre elas podemos citar a dismusaperdaido
(SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e as peroxid@3gs (P
(Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010).

Além disso, para elucidar os mecanismos de resposta das seraeste
diferentes estresses abioticos, técnicas pos-genémicas como a [matéémi se
mostrado valiosa para ajudar na compreensao de tais mecanismos,sioatiaa;ao e
rotas metabdlicas envolvidas (Tan et al., 2013). Desta forma, o estudo do pratom
sementes € fundamental para o conhecimento de mecanismos reguladores da
germinacdo e de tolerAncia a estresses abidticos, ainda mats d@a cenario de
mudancas climaticas e eventos ambientais extremos.

Para sementes de espécies arboreas nativas, existe um poiedeighcaico
explorado, principalmente com pesquisas a nivel molecular. Entre aiessp®oreas
nativas, podemos citakelanoxylon brauna, conhecida bratna ou brauna-preta, e
pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideaei(@lilho, 2006;
Carvalho, 2010). Devido a qualidade de sua madeira e intensa exploragigia feg
parte da lista oficial das espécies da flora brasileira ameadadastingdo (IBAMA,
2008).



Assim, diante deste contexto, é possivel enumerar as seguintes hipoteses:
1 - A exposicdo de sementes de bralna a estresses abidticogstaases hidrico e
salino, pode atrasar ou inibir a germinacao?
2 - Sementes de brauna sdo mais sensiveis ao estresse hidrico ou salino?
3 - Sob condicdes de estresses hidrico e salino, ocorre o acumulo deeE®ROs
peroxidacdo de lipidios em sementes de brauna?
4 - O sistema antioxidante é capaz de neutralizar possiveis danos oxidativos?
5 - Os fitohorménios atuam em resposta ao estresse durante a germin&m ou
inibidos?
6 - Através do proteoma de sementes de bralna sob estresses hidiiitn, €usEs
proteinas atuam na regulacdo das diferentes rotas metabdlicas dasvalurante o
processo de germinacdo? Em quais condi¢fes estas proteinas sdo induzidas/inibidas?
7 — E possivel elucidar novos mecanismos de tolerancia a estredises @isalino em

sementes de brauna?

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto foi avaliar a influéncia do estresse hidrsedire na
germinacdo de sementes déelanoxylon brauna sob os aspectos fisiolégicos,

bioquimicos, hormonais e do proteoma.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do estresse hidrico e salino durante a germidacsementes;

Quantificar o crescimento do eixo embrionario em condi¢des de estresse hidri
e salino;

Relacionar o estresse hidrico e salino as altera¢cdes hormonais em sementes;

Estabelecer a relacdo entre o estresse hidrico e salino péaegseativas de
oxigénio e MDA,

Quantificar a atividade de enzimas do sistema antioxidante rdenses sob
estresse hidrico e salino;

Comparar as mudancas de abundancia de proteinas em sementes s# estres

hidrico e salino.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Condigdes climaticas, ecologia florestal e perspectivas futuras

De acordo com o relatdrio da conjuntura dos recursos hidricos de 2014, da
Agéncia Nacional de Aguas (ANA), observou-se reducdes nos indicesrpéiricos
gue ocorrem desde 2012 para a regido nordeste e 2013 para a regido sudeatgiem rel
a média histérica mensal de cada regido. Além disso, o nordesteitoragiresenta um
agravante de ter a maior representatividade de solos salinizadois,ddepalo as suas
condicBes climaticas, precipitacdo reduzida e mal distribuida (Freire e Freire, 2007).

Em 2014, os indices de precipitacbes foram préximos dos minimos ja
registrados, comprometendo os niveis dos principais reservatorios do pargjafet
abastecimento de agua das regifes mais populosas e que mais dedgualdANA,

2014). O relatério sobre impactos, adaptacdo e vulnerabilidade as muclangtsas
do Painel Intergovernamental Sobre Mudancas Climaticas (IPCC) tambéropraje
diminuicdo da disponibilidade hidrica, principalmente para as zonasrgiasi das
Ameéricas do Sul e Central (Magrin et al., 2014).

A partir dos modelos e projecfes a respeito do o clima, a temperatirmama
diaria pode aumentar em até 8 °C durante o verdo na regido sudestériz Alm Sul
(IPCC, 2013). O ritmo com que estas alteracBes climaticas vém ocorrendo, quando
comparado com o processo natural de sucessao ecoldgica dos ecosfistestass,
coloca em risco a diversidade das espécies dos ecossistemasstréf@sumidamente,
com o aumento da temperatura havera incremento da evapotranspitdganando
com a diminuicdo da agua disponivel no solo. Esta alteracdo, poplexgradera
favorecer a substituicdo de biomas como a Amazénia pelo cerrado, sémditisno
mais adaptado ao déficit hidrico, colocando em risco os demais biomasa(Elug}.,
2005).

Como fator adicional, segundo relatorio@ayanizacao das Nacdes Unidas para
a Agricultura e a AlimentacddAO, 2010), durante a década de 1990 o desmatamento
de florestas tropicais foi de aproximadamente 16 milhdes de hectares pdaris
milhdes de hectares na década seguinte. Os principais motivos faramveasdo de
areas florestais para a agricultura, infraestrutura ou por desastressn&@uBrasil foi
responsavel por devastar 2,64 milhdes de hectares por ano entre 2000 e 2010. Tal
situacdo coloca em risco dois biomas brasileiros que estdo naldisiatspots de

biodiversidade, a Mata Atlantica e o Cerrado (Myers et al., 2000).



Para um cenario de variacdes climaticas, as sementes e puda® ser
sensiveis a estas oscilagdes, que dependera de alguns fatoresteraqoes bidticas,
gendtipo, plasticidade fenotipica, ciclo evolutivo, localizacdo geografnicho
ecoldgico e magnitude das variacdes climéticas (Dawson et al., IR04lE e Kremer,
2011; Cochrane, 2016).

3.2 Estresse hidrico e germinacdo de sementes

Entre as diferentes condicbes de estresse abiotico, a seca € radaside
condicdo ambiental mais significante, limitando o crescimento e pramthdes vegetal
no mundo (Farooq et al., 2009). Sob condicdes de estresse hidrico, as plantagpodem
como efeitos primarios a reducéo do potencial hidrico, desidratacédo eeletasténcia
hidraulica. Como efeitos secundérios podem ocorrer a redugdo da expansado celular,
reducdo das atividades celulares e metabdlicas, fechamento esipnrdbicao
fotossintética, abscisdo foliar, alteracdo da particdo de carbono, deestdbilde
membranas e proteinas, producao de espécies reativas de oxigénio (EBXs}latie
iOnica e morte celular (Taiz e Zeiger, 2013).

Em sementes, a germinacao inicia-se com a entrada de aguara teom a
protrusao radicular (Bewley et al., 2013). A germinacéo e o estabelecideentmudas
sdo influenciados pelas caracteristicas de propagacdo das espéniede atstarem
ligados a aspectos ecolégicos. Devido a diferentes condi¢cdes aisbienta
susceptibilidade a danos e doencas, a germinacao € consideradanaiasetica do
ciclo de vida das plantas (Nonogaki et al., 2010). Sob condi¢cdes de eBidzEse o
crescimento do eixo embriondrio € inibido em resposta ao acido abs@sa),
prevenindo que a planta entre precocemente num estado vulneravel, T opdigies
ambientais sdo desfavoraveis (Lopez-Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 2002).

Para sementes de espécies arboreas, Guedes et al. (2013) observaram que
sementes deApeiba tibourbou tiveram reducdo drastica da germinagcdo entre o0s
potenciais osmoticos de -0,4 e -0,6 MPa, 26 e 0% de germinacao, respettvitam
o potencial osmético de -0,4 MpRgincianella pyramidalis e Anadenanthera colubrina
tiveram 78 e 75% de germinacdo, respectivamente (Santos et al., 20h6).e
Chamorro et al. (2016) estudaram oito diferentes espécies de semeritesili@da
Cistaceae sob condi¢des de estresse hidrico e observaradstyuetusii e Halimium
viscosum foram altamente sensiveis a partir do potencial osmoético de -0,2 PdRa.

sementes deErythrina falcata, Pelegrini et al. (2013), observaram reducdo da
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germinacdo a partir do potencial de -0,4 MPa e aumento do tempo médio de
germinacao. Para sementes Melanoxylon brauna, Corte et al. (2010) observaram
reducdo da germinacéo a partir do potencial de -0,1 MPa, sendo que a gionona

nula no potencial de -0,4 MPa.

3.3 Estresse salino e germinacao de sementes

De acordo com a tolerancia a salinidade as plantas podemviebdadi em
glicofitas, que sdo capazes de crescer em solos com baixas c@ientta sal, ou
seja, sao intolerantes a salinidade e representam a maioripédeessie plantas, e as
halofitas, que sdo capazes de crescer em condicoes de altas concentragdes de sal (> 200
mM de NaCl) e representam apenas 1% da flora mundial (Flowers e Colmer, 2008).

O estresse salino € um dos principais fatores ambientais quemlinaita
produtividade vegetal (Shabala, 2013), afetando economicamente varias retpdes pe
mundo, reduzindo o crescimento e interferindo no metabolismo das {Rathset al.,

2008; Flowers et al., 2010; Munns&lliham, 2015. Entre os principais mecanismos
utilizados pelas plantas para atenuar os danos causados pela satitégdadeo ajuste
osmoético, em que as células devem acumular solutos para compensafaa ba
disponibilidade hidrica e garantir a manutencéo do turgor (Muf@kileam, 2015.

A salinidade reduz a germinacdo de sementes, porém dependendo da
concentragdo, pode induzir estado de dorméncia para garantir a viabilidade das
sementesKazachkovaet al., 2016). Estes autores observaram a inducdo de um estado
de dorméncia para sementeskilgrema salsugineum submetidas a estresse salino (200
mM de NacCl). Tal fato se deve pela reducdo da concentracdo de giberdirido
abscisico (GA/ABA) e aumento da expressdo dos genes reguladores de dorméncia
como RGL2, ABI5 e DOG1. Além disso, houve acumulo de osmoprotetores e de
reservas. De acordo com os autores, estes fatores favorecem a sobeedeétas
sementes em condi¢cOes salinas até a chegada do periodo chuvosot Sarf&DE7)
observaram que sementes Biassica insularis germinam até as concentracdes entre
200 e 300 mM de NaCl. Para sementes de nabBagahénus raphanistrum) e fedegoso
(Senna obtusifolia), Pereira et al. (2014a) observaram que o potencial de -0,4 MPa foi o

ponto critico de germinacao para estas espécies.



3.4 Fitohormdnios e germinacdo de sementes

Os fitohormdnios sdo compostos quimicos que tem papel fundamental no
desenvolvimento, germinagdo e estabelecimento das plantulasare am diversos
processos fisiologicos das plantas (Verma et al.,, 2016; Llanes et al., 2016). E
sementes, ABA e GAs atuam na regulacdo da dorméncia e germamatéam em
resposta a percepcao ambiental (Nonogaki et al., 2010; Weitbrecht2€14l. Rajjou
et al., 2012; Arc et al., 2013, Miransari e Smith, 2014). Etileno, auxinas, acido
jasmonico, citocininas, brassinosterbéides e estrigolactonas podemdatuaaneira
positiva e negativa no controle da germinacédo de sementesyldaak, 2016). E sob
condi¢cOes de estresse, estes hormoénios tem papel fundamental naocedalegsposta,
podendo ser complexa e integrada a outras rotas de sinalizagédo (Vaina@16;
Llanes et al., 2016). O ABA é altamente responsivo a seca eidadd (Lata e Prasad,
2011). Para Arabidopsis, Park et al. (2011) relataram que auxina atua rzachwesiob
estresse salino e Liu et al. (2013) observaram relacédo estreita@xitta e ABA no
controle da dorméncia em condi¢cdes adversas. Além destes, etilens es@Ed
envolvidos nas respostas ao estresse salino (Igbal et al., 2013). AlonsezRetal.
(2009) relataram o aumento da germinacdo de sementes de Arabidopsigesse est
salino apos aplicacdo de acido salicilico (AS), indicando possivel g¢aguldeste
hormonio durante o estresse.

O avanco das pesquisas a nivel molecular, somado a quantificacaweiss ni
endogenos dos reguladores de crescimento sdo fundamentais para entendimento dos
processos fisiolégicos durante a vida da planta. Esta interacdo de smesani
principalmente em condi¢cdes de estresse abibtico, como secaidadalj amplia o
conhecimento das respostas fisioldgicas durante a germinacao eleteseiihlanes et
al., 2016).

3.5 Estresse oxidativo em sementes

As EROs podem ter dupla funcdo nas plantas, seja como subproduto téxico do
metabolismo bem como reguladoras de inUmeros processos biolégicosmaisiclo
celular, crescimento, sinalizacdo hormonal, respostas a estgstsass e abioticos e
morte celular programada (Foyer e Noctor, 2005; Mittler et al., 2004; Hijitd.,

2006).



Danos oxidativos podem ser minimizados pela acdo de enzimas respgonsave
pela eliminacdo das EROs, como dismutase do superoxido (SOD), cé@dase
peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidases (POX) (Mittler et al., 2004 Qilkeja,

2010). Assim, para manter os niveis homeostaticos das EROs nas éélaelzessario
gue estas enzimas atuem de forma integrada (Mittler, 2002).

A dismutase do superoxido (SOD) é uma metaloenzima localizada emtégeren
compartimentos celulares como mitocondrias, cloroplastos, apoplasto, ,citosol
peroxissomos e glioxissomos (Gill e Tuteja, 2010). E classificadaésnfamilias que
diferem de acordo com o ion metalico, podendo ser com niquel (NiSOD), zondgle
cobre e zinco (Cu,ZnSOD) e manganés (MnSOD) ou ferro (FeSOD) e também com
conformacao da proteina (Miller, 2012). Representa a primeira linha de defesa contra as
EROs, na qual realiza a dismutacdo do anion superoxido em peroxido de hideogénio
oxigénio molecular (Gill e Tuteja, 2010).

A catalase (CAT) € uma enzima tetrameérica, localizada predammante nos
peroxissomos, devido a geragdo de perdxido de hidrogénio pela B-oxidacdo de acidos
graxos, fotorespiracdo e catabolismo de purinas (Gill e Tuteja, 2010). \Wdlekel.

(1995) sugerem a classificagdo das catalases em funcdo do seu padiprestae,
sendo assim, divididas na classe | aquelas expressas em tecidsisitfitoss, as da
classe Il expressas em tecidos vascularizados e as da ltlasggelas expressas em
sementes e plantulas. Apresentam alta especificidade p@&rxa pbdendo converter
aproximadamente 6 milhdes de moléculas de perdéxido de hidrogénio em &agua e
oxigénio por minuto (Gill e Tuteja, 2010).

A peroxidase do ascorbato (APX) € uma enzima que participa do ciclo
glutationa-ascorbato (AsA-GSH) como componente central, utiliza o asafwbéco
como agente redutor e atua na remocdo de perdxido de hidrogénio, formando duas
moléculas de 4gua e uma de dehidroascorbato (Asada, 1999; Gill & P0OE)). E
amplamente distribuida em diferentes compartimentos celulares, clonoplasto,
citosol, mitocondria, peroxissomos e apoplasto (Asada, 1992; Mittler, 2002). Tem maior
afinidade por peréxido de hidrogénio quando comparada com catalase e peroxidase
(Gill e Tuteja, 2010; Das e Roychoudhury, 2014), e isto sugere que APX tgmdla pa
essencial no ajuste dos niveis d®¥kle na sinalizacdo durante o estresse, enquanto que
a CAT é responsavel pela remocdo do excesso de peroxido de hidrogénio (Mittler,
2002; Gill e Tuteja, 2010).

As peroxidases fazem parte de uma superfamilia que contem trées afhes

peroxidases: classe | intracelulares, encontradas na maioria dos rmooFamsos,
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exceto nos animais; classe Il, produzidas por fungos; e a classacddbintradas nas
plantas (POX) (Welinder, 1992). Sdo amplamente distribuidas nos compartimentos
celulares, estando associadas as paredes celulares, membrarmaesceaduyjanelas,
vacuolos e citosol (Siegel, 1993; Passardi et al., 2005; Gill e TW®6[ED). As
peroxidases utilizam o peréxido de hidrogénio para oxidar diferentes substisdds,(A
1992; Almagro et al., 2009). Apresentam menor massa molecular (35 kDa) e
mobilidade mais eficiente do que a catalase (248 kDa), o que faoditdifsiséo e a
remocdo de D, (Siegel, 1993). Devido ao grande numero de isoformas e diferentes
mecanismos de regulacdo da sua expressdo, atuam em diversoogriiesdgicos
durante o ciclo de vida das plantas (Cosio e Dunand, 2009; Passardi et al., 2005).

O processo de germinacado é controlado pelas condicdes ambientaisstego, e
fatores influenciam o equilibrio entre a producdo e a remocdo das ER@K
traduzida ao nivel celular pelas alteragdes na homeostase dagBziiQ<t al., 2008).
Corbineau et al. (2002) observaram danos oxidativos e formacdo de radiess liv
durante dessecacdo de sementes, confirmados pela peroxidacédo de ligéadios as
sementes. Por outro lado, Das e Kar, (2017) observaram regulacgoedeb@, em
plantas de/igna radiata submetidas a estresse hidrico, na qual estas EROs promoveram
o0 crescimento radicular sob estresse. Matos et al. (2014) observatagdoreda
producdo destas EROs em sementesDdkoergia nigra durante a embebicdo em
diferentes temperaturas. A exposi¢cao de sementes de fefijd@sedglus vulgaris) (Abass
e Mohamed, 2011) e cevaddofdeum vulgare) (Cavusoglu e Kabar, 2010) a solugdes
de HO, aumenta a tolerancia a estresses abibticos, como hidrico e salino,

respectivamente.

3.6 Andlise protebmica em sementes

A protedmica é uma area da biotecnologia que estuda as proteinas contidas
numa amostra bioldgica em uma dada célula, tecido ou organismo (Agtaak,
2015), representando imediatamente a condicao testada (Gupta et al., 201%keA ana
proteGbmica esta entre as técnicas que mais crescem nos estudgsrgas) e é uma
estratégia robusta na qual reflete os diferentes processos que ocorreistemaass
bioldgicos, promovendo o entendimento das rotas metabdlicas e suas as€Estéve
et al., 2013). Em sementes, a andlise do proteoma pode ser realizada desde o
desenvolvimento, tolerdncia a dessecacao, germinacgdo, dorménaa @\Vagg et al.,
2015).



Uma das técnicas mais utilizadas para analise proteémica em senitmageada
na separacdo de proteinas, via eletroforese, através do ponto ispeléssas
macromoléculas via focalizacao isoelétrica (IEF) na primein@en$éo, e pelo peso
molecular, via SDS-PAGE na segunda dimenséo. Para identificagémeficacdo das
proteinas pode ser utilizada a espectrometria de massas (MS) (Tan et alGuRa3st
al., 2015).

Em sementes de espécies arboéreas nativas do Brasil sdo rarobatitodra
realizados com base na analise protedmica, entre 0s quais aitdesea brasiliensis
(Wong e Abubakar, 2005), no qual pode-se identificar a beta glucosidase e rubisco,
antes e ap0s a germinacao. Para sement&atea catharinensis, Dias et al. (2010)
identificaram durante o desenvolvimento de sementes proteinas cBnim&nbro de
heat shock 70 protein), endopeptidase, ATP sintase e ascorbato peroxidase. Balbuena et
al. (2011a) identificaram proteinas como vicilina, aldolase, glicedme®fosfato
desidrogenase e ATPase em embrides secos e germinadoaudaria angustifolia.
Para sementes dblagnolia ovata, José et al. (2011) identificaram proteinas de

leguminas durante estudo de tolerancia a dessecacao.

3.7 Melanoxylon brauna

Recentemente foi realizada revisdo sobre a distribuicdo de espbde=aa no
mundo. O numero de espécies arboreas conhecidas atualmente é de 60065, sendo que
45% destas estao distribuidas em apenas 10 familias (Beech et al. E30dS autores
destacam as familias Fabaceae, Rubiaceae e Myrtaceae cdm@s agmis ricas em
namero de espécies. Ainda segundo os autores, o Brasil é o pais comimmeay de
espécies (8715) e também com maior numero de espécies endémicasj¢888).
estas estdeanoxylon brauna, conhecida popularmente como braldna ou bradna-preta.
E uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae, sub@aeiialpinioideae
(Oliveira-Filho, 2006; Carvalho, 2010). No Brasil, tem ocorréncia nos estados de AL,
BA, DF, ES, MG, RJ e SP, principalmente em areas de fitofisionodmid3ominio
Atlantico, mas também pode ser encontrada em areas do Dominio ddoC&ea
status de conservacao é considerado ocasional (Oliveira-Filho, 2006). Suea@ade
conhecida pela qualidade e durabilidade natural (Gonzaga, 2006). Devidmsa inte
exploracéo e a falta de programas de reflorestamento, a espédieclestia na lista
oficial das espécies da flora brasileira ameacgadas de extingdo (IBAMA, 2008). Carvalho

et al. (2007) relataram que a espécie raramente tem sido regetnadaantamentos
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floristicos, fato que coloca em risco a conservacao da espécie e alerta paraidaakeces
de conservacao de fragmentos florestais com certa diversidade floristica.

Encontrou-se na literatura apenas o trabalho de Corte et al. (2010) que aborda a
qualidade fisiolégica de sementes de bralna relacionado aoesiidrsso. Os autores
concluiram que a reducdo do potencial hidrico reduziu a germinac&erdastes de
braina, sendo que a germinacdo no potencial de -0,4 MPa da solucdo de
polietilenoglicol (PEG) foi nula. Além disso, nenhum trabalho foi encontrado na
literatura referente ao estresse salino em sementes de bratm@ueisa espécie tem
ocorréncia em estados do nordeste brasileiro, caracterizado pela oaodé@rsnlos
salinizados. Assim, a sensibilidade de sementes de braluna @eesiigsco e uma
possivel resposta positiva da espécie a ambientes salinos, podfeaden de estudo de
extrema importancia, a fim de elucidar os mecanismos fisiologicos, mmpsi e
moleculares envolvidos, e gerar possiveis explicacfes para osoaspealdgicos e
ambientais, jA& que a sensibilidade/tolerancia a seca e asc@mdsalinas pelas
sementes reflete o potencial de estabelecimento das plantampo e a regeneracao

natural.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As sementes dblelanoxlon brauna foram coletadas em setembro de 2013 na
regido de Leopoldina MG, (21° 31' 55" S e 42° 38' 35" W) de 10 &rvores. Os frutos
foram secos ao sol até a sua abertura, sendo as sementes erteidabknente.
Durante o beneficiamento, foram retiradas as impurezas e sementésratids ou
danificadas. Apds a secagem, quando as sementes atingiram valoden&@i85% de
teor de agua, elas foram armazenadas em camara fria (5 °C/60% umiiaéini®.res
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Analises de Sementesalorest
(LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Fddeviagosa
(UFV). Para analise protedmica, os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de
Sementes Florestais e de Biotecnologia Florestal do DepartamentOiédeias
Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA). E para procddichemnalise
de géis, digestdo e identificacdo de proteinas e analise de fitohsmaso
experimentos foram conduzidos no Nucleo de Analise de Biomoléculas (NuBioMol) da
UFV.
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4.2 Determinacao do grau de umidade

O grau de umidade foi determinado pelo método de estufa a 105 £ 3 °C, por 24
horas (Brasil, 2009), sendo utilizadas trés repeti¢cdes de 20 sementesil®@foafeito

na base Umida, sendo o grau de umidade expresso em porcentagem.

4.3 Curvas de embebicédo

A porcentagem de ganho de peso de agua (%) foi calculada em relacao
ao peso inicial das sementes em cada tratamento. Antes de @nierabebicdo as
sementes foram pesadas em balanca digital de precisédo de 0,000fn geguala,
foram colocadas para embeber em placas de petri, forradas com duas follped de pa
tipo germitest, umedecidas com 4,0 mL de agua destilada, e mantidas sob luntmnsta
na temperatura de 25 °C. As sementes foram pesadas em intervalos derdsas
durante as primeiras 12 horas e, em seguida, em intervalos de 12 horas até que
atingissem 50% de germinacgdo ou até o décimo dia apos o inicio dagbébtes
de cada pesagem, as sementes foram secas superficialmentapabre pecolocadas
em placas de petri nas condi¢cdes citadas anteriormente. Forbeadas cinco
repeticdes de 20 sementes.

Para inducdo do estresse hidrico foram utilizadas solucdes de pulgidel
(PEG 6000)e para estresse salino foram utilizadas solugcdes de NaCl, ambos nos
potenciais osmoéticos de -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa. Os potenciais osmddisos
solucbes de PEG foram preparados de acordo com a férmula de Michel e Kaufman
(1973) e os potenciais osmoticos das solucdes de NaCl foram calculados gpoiamei
curva de calibracdo estabelecida por Braccini et al. (1996), conformguia: sé =
0,194699 + 0,750394 * C, em que Y = potencial osmético (MPa) e C = concentragao

(g/L).
4.4 Germinagao

Apbés imersdo em solucéo de Cafitanb%, por trés minutos, as sementes foram
dispostas sobre duas folhas de papel umedecidas com agua destiladsotucées de
NaCl ou de PEG, em placas de petri, e mantidas em germinador dBQIppna
temperatura de 25 °C e sob luz constante durante 10 dias. Para inducdosde estre

hidrico foram utilizadas solu¢6es de polietilenoglicol (PEG 6000) egsairasse salino
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foram utilizadas solucdes de NaCl, ambos nos potenciais osmoticos d@,4,4),6 e
-0,8 MPa, preparadas conforme descri¢cao do item anterior, sendo avabeidesatite.
Concomitantemente, apos 10 dias de exposi¢cao ao estresse hidrico e ssdimerass
foram primeiramente lavadas em agua para eliminacdo do excesssolde8es
osmoéticas, sendo entdo, transferidas para agua, conforme as condi¢cdeasdescrit
anteriormente, para o teste de germinacdao. Um experimento adaoonas potenciais
osmaticos -0,2, -0,4; -0,6, -0,8, -1,0 e -1,2 MPa em soluc¢des de NaCl foi mpatado
classificacdo das sementes com relacdo a tolerancia acesaéino, conforme Khan
(1999).

Foram feitas avaliacbes diarias, tendo como critério de germiaapémrusao

radicular. Para o célculo do indice de velocidade de germinacdo (diGiijlizada a
formula proposta por Maguire (1962)¢ = %+%+ +% onde G1, G2, ...Gn éo
namero de sementes germinadas por dia e N1, N2, ... Nn é namero de diaa desde

semeadura até cada contagem. Cada tratamento foi constituido de cinco segetitfbe

sementes.
4.5 Peso Fresco e comprimento do eixo embrionario

A partir dos dados de germinacéo, foram selecionadas sementes oriundas dos
tratamentos: agua (controle), -0,4 MPa NacCl e -0,4 MPa PEG nos tempos 9,el7 3,
dias para analise do crescimento do eixo embrionario de sememeddrina. Para
determinacao do peso fresco, as amostras foram pesadas em hgltalgdedprecisao
de 0,0001g. Para calcular o comprimento médio dos eixos embrionarios, faidatiliz
um ampliador fotografico com escala de 3,3 vezes e régua milifaetfeoram
utilizadas cinco repetigcdes de 10 eixos embrionarios.

4.6 Quantificagéo de fitohormonios
4.6.1 Material vegetal para quantificacao de fitohorménios

A partir dos dados de germinacao, foram selecionados os seguintes tratamentos
para a realizacdo da analise de fitohormonios: sementes seca®I€d, sementes
embebidas em &gua, sementes embebidas em solucdo de -0,4 MPa $¢niintes

embebidas em solucéo de -0,4 MPa PEG por 3, 5 e 7 dias, totalizando 10 tratamentos.
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4.6.2 Extracao

Os fitohormonios foram extraidos de sementes Mle brauna, seguindo a
metodologia descrita por Muller e Munné-Bosch (2011). Foram utilizadas trés
repetices de 110 mg de tecido fresco de eixos embrionarios de semstate$otam
macerados em nitrogénio tigo, seguida da adigdo de 400 puL de solugdo extratora
(metanol:isopropanol:acido acético 20:79:1). As amostras foram agitadeeg em
vortex por 20 segundos, incubadas em sonicador ultrasénico na frequéncia de 25 kHz
por 5 minutos e mantidas no gelo por 30 minutos. Apés centrifugagédo ad,.$06000
minutos a 4 °C, 350 uL do sobrenadante foram transferidos para novo tubo. Ao pellet
resultante, repetiu-se 0 processo de extracdo e, em seguidanaatic aos
sobrenadantes. Uma Ultima centrifugacédo a 2@ @@® 5 minutos a 4°C foi realizada

para remocao de restos de tecido em suspensao.

4.6.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia em tandem com espectratria de
massas (UPLC-MS/MS)

Do extrato obtido foram injetados 5 puL no sistema LC-MS/MS. Para a analise
utilizou-se o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao
espectrometro de massas tipo triplo quadrupolo (QgQ), modelo 6430 Agilent
Technologies. A separacdo cromatografica foi realizada utilizandoesuna Zorbax
Eclipe Plus C181,8 um, 2.1 x 50mm) (Agilent) em séric com uma coluna guarda
Zorbax SB€18, 1,8 um (Agilent). A fase movel foi constituida de: (A) acido acetico
0,02% em agua e (B) acido acético 0,02% em acetonitrila em um gratbeiet®po/%

B de: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5; 20/5. Um fluxo de 0,3 mL/minuto e tetapsera
da coluna de 23 °C foram utilizados.

No espectrémetro de massas foi utilizada a fonte de ionizaca&leS&idspray
lonisation) com as seguintes condicfes: temperatura do gas de 300 °C, taxa dke fluxo
nitrogénio de 10 L/min, presséo do nebulizador de 35psi e voltagem de 4000 V.

O equipamento foi operado no modo MRMutiple Reaction Monitoring) no
qual foram monitoradas as massas do ion precursor/fragmento estabetexidate
testes de fragmentacdo de cada molécula: citocinina (zeatina) (220tl86) ea
acido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano (ACC) (102,1/56,2), ABA(263/153),
AlA(176/130), SA(137/93), GA3(345/142.9), JA (209/59), GA4(331/21). Citocinina,

AlA e ACC foram escaneados no modo positivo, enquanto ABA, AS, GA3, GA4 e JA
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no modo negativo. Uma curva de calibracdo (0,1 ng a 200 ng) utilizando osivespect
padrées de cada hormdnio foi feita para a obtencdo da quantificacao al@®lddalos
gerados foram analisados no softwavlassHunter Workstation” para obteng@o da area

dos picos de cada horménio nas amostras e os resultados foram express@sdam ng/

tecido fresco.
4.7 Avaliacédo da peroxidacao de lipidios (MDA)

Amostras de 0,2 g de eixos embionarios isolados foram homogeneizadas com 2
mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e o homogeneizado foi centrifugado a
12.00@ por 15 minutos. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 1,5
mL de TBA 0,5% (p/v) e TCA 20%. A mistura foi incubada em agua fervent8@or
minutos, e imediatamente resfriada em gelo. Em seguida, astrasnderam
centrifugadas a 10.0§0durante 10 minutos. A leitura da absorvancia foi lida nos
comprimentos de onda de 532 nm e 600 nm em espectrofotbmetro nibeeino
Scientific EVOLUTION 60S

Os resultados foram representados pelos niveis de malondialdeido (MDA) e foi
utilizado o coeficiente de extingdo molar de 155 Tem™* para quantificar a
concentracdo de peréxidos de lipidios, sendo os resultados expressos em gt MD
(Heath e Packer, 1968).

4.8 Anion superdxido

Amostras de 20 eixos embrionarios foram pesadas em balanca de precisédo
0,0001 g e cortadas em trés segmentos e incubadas em 2 mL de meagade re
constituido do sal dissédico do acido etilenodiaminotetracéticsE(BA) 100 uM, B-
nicotinamida adenina nucleotideo reduzida (NADH) 20 uM e tampao teofake
sédio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 200dth tubos, tipo “penicilina”,
hermeticamente fechados. A reacao foi iniciada pela introducdo de 100 pL de epinefrina
25,2 mM em HCI 0,1 N, utilizando-se seringa cromatografica. As amostran fora
incubadas a 28 °C, permanecendo em agitacdo, por 5 minutos. Depois disso, 0s
segmentos foram removidos e, a partir do sétimo minuto, iniciou-se uaa leit
absorvancia em 480 nm, em espectrofotdbmetro, durante cinco minutos. O branco foi
realizado sob as mesmas condigbes, mas sem tecido vegetal. A prdeuéaion

superoxido foi avaliada pela determinagdo da quantidade de adenocramdaacu
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(Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se o coeficiente de absortividade oek,0 x
10° MY(Boveris, 1984).

4.9 Peréxido de hidrogénio

Amostras de 20 eixos embrionarios foram pesadas em balanca de precisdo
0,0001g, trituradas em nitrogénio liquido e, em seguida, homogeneizadas eimd20 m
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, seguido de
centrifugacéo a 10.0@0por 15 minutos, 4 °C, e coletado o sobrenadante (Kuo e Kao,
2003). Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacao
constituidode sulfato ferroso amoniacal 250 puM, acido sulfurico 25 mM, laranja de
xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000),
homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 minutos. A determinagao danaizsorv
foi feita em espectrofotbmetro, em 560 nm, e a quantificacde@gfbi realizada com
base em curva de calibracéo, utilizando-se de concentracéesdgielppeomo padrao.
Brancos para os reagentes e 0s extratos vegetais foram preparadoslein pa
subtraidos da amostra.

4.10 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Para avaliar o efeito do estresse hidrico e salino durante a géimideg
sementes d®l. brauna, foram quantificadas as atividades das enzimas dismutase do
superéxido, catalase, peroxidase do ascorbato e peroxidase. As analises foram
realizadas em eixos embrionarios de sementes que foram embebidagi@re no
potencial osmotico de -0,4 MPa para NaCl e PEG por 0 (controle), 1, 3, 5 e Pal@as
as analises das atividades das enzimas, as sementescfd@adas nas mesmas

condicBes do teste de germinacao.

4.10.1 Obtencao dos extratos enziméticos brutos

Os extratos enzimaticos foram obtidos pela homogeneizacdo de ardeditas
g de eixos embrionarios na presenca de 2 mL de tampéao fosfato de phthdsjpH
6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilnfidisico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). O

homogeneizado foi centrifugado a 12.g@urante 15 minutos a°€, e o sobrenadante
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utilizado como extrato bruto na determinacdo das atividades enzisnavwediadas em

quatro repeticdes de cada tratamento.
4.10.2 Determinacao da atividade da dismutase do superoéxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da dismutase do superéxido foi determinada pela adicéo de 50 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacao constituido de tanfpém des
sédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (KEBT)
pM, EDTA 5 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reacactmduzida
a 25 °C, sob iluminagcdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantitariay de
uma caixa coberta com papel aluminio. Ap6s cinco minutos de exposicao a
iluminacao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredu¢cadBTdo N
foi medida em espectrofotdmetro pela absorvancia em 560 nm. A absareamn&60
nm de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior, mas mantidaire pEsc
igual periodo, serviu de branco e foi subtraido da amostra que recebeu ileminaca
(Giannopolis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quartielade
enzima necesséria para inibir em 50% a fotorredug¢do do NBT (Beauehariadiovich,
1971).

4.10.3 Determinacao da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 30 péxiato
enzimatico bruto a 2,97 mL de meio de reacao constituido de tampéao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e kD, 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia
a 240 nm, a temperatura de 25 °C foi medido até o segundo minuto de reacdo. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficieatexdingdo molar de 36

M™ cm™ (Anderson et al., 1995) e o resultado expresso em pmol/min/mg de proteina.
4.10.4 Determinacao da atividade da peroxidade do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adicdo de 150 pL
do extrato enzimatico bruto a 2,85 mL de meio de reagéo constituido de tsfpdo
de potassio 50 mM, pH 6,0, &cido ascorbico 0,8 mM@®,H mM. O decréscimo na
absorvancia a 290 nm, a 25 °C, foi medido até o segundo minuto de reacaalaativi

enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdlar 2,8 mM" cm™*
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(Nakano e Asada, 1981; Koshiba, 1993), e o resultado expresso em pmol/min/mg de

proteina.

4.10.5 Determinacao da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 30 pL dooextrat
enzimatico bruto a 2,97 mL de meio de reacao constituido de tampéo fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e, 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia em 420 nm, em
espectrofotdmetro, a 25 °C, até o segundo minuto de reacao. A atividadetieaZioha
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 omvf (Chance e

Maehley, 1995) e expressa em pmol/min/mg de proteina.

4.10.6 Determinacao de proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando albumina bovina (BSA) como padré&o.

4.11 Material vegetal e analise protebmica

A partir dos dados de germinacao, foram selecionados os seguintes tragament
para a realizacdo da analise proteémica diferencial em senumtds brauna:
sementes secas (controle), sementes embebidas em agua, semdgbglas em
solucéo de -0,4 MPa NaCl e sementes embebidas em solucédo de -REGIPar 3, 5
e 7 dias, totalizando 10 tratamentos.

4.11.1 Obtencéao de extratos protéicos

Extratos de proteinas totais foram obtidos de eixos embrionérios de seteentes
M. brauna. Amostras de 300 mg de eixos embrionarios foram maceradas em nitrogénio
liquido, usando um almofariz e pistilo. Para cada tratamento fordizaddis trés
repeticbes. A extracdo foi realizada de acordo com Gallardo et al. (2003), com
modificacdes propostas por José et al. (2011). Ap6s a maceracdo, o po6 foi
homogeneizado com 800 pL de tampao de extragdo uréia/tiouréia (Meteoudréia 2

M, Trizma HCI 18 mM, Trizma base 14 mM, coquetel de inibidores de protéase
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unidades de DNAse |, 20uL de RNAse A (20 mg/mL), 0,2% (v/v) de Triton X-100,
CHAPS 60 mM e DTT 17,5 mM) em gelo. A mistura foi agitada em v@tes tubos

foram mantidos em repouso em gelo por 20 minutos. Apos esse periodo, os tubos foram
centrifugados a 18.188por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo o extrato
protéico foi submetido a uma segunda centrifugacdo e o sobrenadante coletado com
micropipeta e armazenado a -20 °C em aliquotas de 100 pL. Apos istonhuzstena

teve sua concentracdo de proteinas determinada pelo método desciitagford

(1976), usando albumina bovina (BSA) como padrao.

4.11.2 Focalizacao isoelétrica (IEF)

As proteinas foram separadas por focalizacdo isoelétrica (IEF) usandm gel
fita de 13 cm (pH imobilizado entre 4,0 e #ZAmmobiline Drystrips — Amersham
Biosciences). A reidratardo das fitas foi realizada durante 15 horasugonte de
reidratardo “reswelling tray” (GE Healthcare), em sala climatizada a 20 °C, em tampao
de reidratacd@o, contendo uréia 7 M, tiuréia 2 M, 1% (v/v) de IPG Buffer (Aarars
Bioscience), 2,2% (v/v) de reagente Destreak, 2% CHAPS (p/v), DDT (2,8 mg/mL) e
tracos de azul de bromofenol. O volume final de 250 pL de tampéao contendo 200 ug de
proteina foi aplicado nas canaletas e apOs reidratacdo, as fitas levatas ao
focalizador isoelétrico Ettan IPGphor3 (GE Healthcare), posicionadasanatetas e
imersas em Oleo mineral para eletroforese (Amersham Biosciences).

A focalizacao isoelétrica foi realizada em 4 fases: a 500 V pard, 1000 V
por 1 hora, 8000 V por 2,5 horas e 8000 V por 55 minutos. Em seguida, as fitas foram
armazenadas em tubos a -80 °C até o inicio da eletroforese na segunusiaime
Imediatamente antes do inicio da segunda dimenséo, as fitas fordibratps em
cinco etapas em solugéo contendo uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2st(rma
base 75 mM em pH 8,8. Na primeira etapa (I), as fitas foram colocaddsbes
contendo 5 mL da solugéo de equilibrio acrescida de DDT para concentracao final de 65
mM e mantidas em agitador oscilante por 30 minutos. Na segunda(ktapa fitas
foram colocadas em tubos contendo 5 mL da solugcdo de equilibrio e maatidas
agitador oscilante por 20 minutos. Apos isto, as etapas | e Il foram repetidas. Na terceira
etapa, as fitas foram colocadas em tubos contendo 5mL da solucdo deriequili
acrescida de iodoacetamida para concentracdo final de 0,2 M e mantidagtador

oscilante por 30 minutos.
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4.11.3 Segunda dimensao

As fitas de gel equilibradas foram colocadas no topo de um gel de poliacrilamida
vertical de 12% (v/v) de solucéo de acrilamida/bisacrilamida, 0,3 Widma-base pH
8,8, 0,08% (v/v) de persulfato de aménia e 0,04% (v/v) TEMED. Marcadores de
proteina de peso molecular (10 - 225 kDa) (Promega®) foram utilizados como padréo.
As tiras de gel foram seladas com agarose de baixo ponto de fusdo ©)s€ér{fgndo
0,1% (p/v) de SDS, Trizma base 25 mM, glicina 192 mM e tracos de azul de
bromofenol. Os géis permaneceram em repouso por 5 minutos para solidifieacao
agarose. A eletroforese foi realizada a 20 °C em tampéao contendo 0,1% (BDpde
glicina 192 mM e trizma-base 25 mM, por 20 minutos inicialmerite mA (por gel) e
80 V, e posteriormente, por 4 horas a 25 mA (por gel) e 250 V, numa cuba SE600
(Hoefer). Para cada tratamento foram corridos trés géis carregados com pageinas

extracdo independentes.

4.11.4 Coloracgéo dos géis

Primeiramente, os géis foram colocados por 30 minutos em solucéo de fixacéo
contendo 7% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de metanol. Em seguidas 6sra
transferidos para a solugédo de coloracdo contendo 0,1% (p/v) de azul brilhante de
Coomassie G-250, 1,6% (v/v) acido fosforico, 12% (p/v) de sulfato de aménia e 20%
(v/v) de metanol. Os géis foram mantidos na solucdo de coloracdo por 82 Awmra
final desse periodo, os géis foram neutralizados por 3 minutos em solucdo de
descoloracao contendo 1,2% (p/v) de tris-base, pH 6,5 aferido com acido ortofosforico.
Posteriormente, foram lavados em solug&o contendo 40% (v/v) de metanol potd mi
e deixados em 4gua por mais 72 horas. Por fim, os géis foram armazenadbhga&m s
contendo 5% (v/v) de acido acético e mantidos em camara fria a 5 °G até

digitalizacdo das imagens e excisao §uss.

4.11.5 Digitalizacéo e andlise dos géis bidimendionais

As imagens dos geéis foram digitalizadas utilizando um scdmageScanner
(GE Healthcare, Upsala, Suécia) e o progrdmbhscan (GE Healthcare, Upsala,
Suécia), no Nucleo de Analise de Biomoléculas da U/imagens foram analisadas

com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (Amersham Biosciencajei®$oram
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alinhados e agrupados por tratamento e os pontos de proteinas comparados em funcéo
da média do seu volume normalizado (% Vol) entre as repetig@esolume

normalizado dos spots em um gel foi determinado a partir da féormula:

Vol

0, —_—
Vol = ST (Vols)

x100, onde Vols é o volume dspot S em um gel contendospots.

Apoés isto, os grupos foram comparados por analise da variancia (ANOVA) e
teste de média a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Kii@andb o programa
STATISTICA 8.0. Foram considerados pontos de proteina com uma altertagd@ re

de pelo menos 3,5 vezes e resultado significativo na ANOVA (p<0,05).

4.11.6 Exciséo dos spots

Os spots com alteracdo na abundancia entre os tratamentos foram retirados dos
géis com o auxilio de ponteira de pipeta e bisturi, transferidos para toibendo

solucéo 5% (v/v) de acido acético até o inicio da digestao triptica.

4.11.7 Digestao triptica

A digestéo foi realizada segundo protocolo de digestéo triptica estialoepor
Shevchenko et al. (2006). Os pedacos de géis excisados foram descorados com 3
lavagens com solucéo de acetonitrila 50% em bicarbonato de aménia 25H18\0.

ApGs a segunda lavagem, foram incubados na mesma solucdo por 12veraght),

e depois procedeu-se a terceira lavagem na mesma solugao. A stdug&agem foi
removida e o gel foi desidratado com 200 pL de acetonitrila (10@és}eriormente a
remocdao da acetonitrila, os fragmentos de géis foram secados a vadisonpioutos.

Os pedacos de gel foram reduzidos em 100 pL de DTT 65 mM por 30 minutos, a
temperatura de 56 °C. Posteriormente, foram alquilados com 100 L deecitaaode

200 mM, por 30 minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz, lavados com
solucéo de bicarbonato de aménio 100 mM por 10 minutos. Apoés isto, as amostras
passaram por nova desidratacdo com acetonitrila (100%). A acetonitrilanfoiide e

feita nova reidratacdo com 200 pL de bicarbonato de amé6nio 100 mM, segdidasde
etapas de desidratacdo com 200 pL de acetonitrila (100%). Apds remagiiocda de
acetonitrila, os fragmentos de gel foram secos a vacuo por 15 minutos.

Aos fragmentos de gel foi adicionado solucéo de tripgiyas(n from porcine
pancreas - Proteomics grade - Sigma), solubilizada em acido acético 50 mM e ativada
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com solucdo de bicarbonato de aménio 40 mM em acetonitrila 10%, tendo como
concentracgéo final 25 ng/puL. Apos isto, as amostras foram imediataotdotadas em

gelo por 45 minutos para reidratacdo do gel e absorcdo da enzima na ngghaEto
seguida, foi adicionada uma solucdo de 50 pL de bicarbonato de amémigl 40n
acetonitrila 10%, permanecendo pwernight (20 horas) a 37 °C.

Para recuperacdo dos peptideos tripticos, as amostras foram incubadas em
sonicador ultrasénico na frequénda 25 kHzpor 10 minutos, agitadas em vértex por
20 segundos, centrifugadas a 10@Qfbr 1 minuto e a solugdo com tripsina foi
removida e transferida para um microtubo limg@om o objetivo de lavar os
fragmentos do gel e recuperar 0 maximo de peptideos tripticos podgeiaeh
adicionados 50 uL de acido férmico 5% em acetonitrila 50% aos fragmenged de
cadaspot. As amostras foram agitadas em vortex por 20 segundos e centrifugadas a
10.00@ por 1 minuto. Apos 15 minutos em repouso, a temperatura ambiente, as
amostras foram incubadas em sonicador ultrasénico na frequin@a kHz,por 2
minutos, agitadas em vortex por 20 segundos e centrifugadas aglpad®@0minuta A
solucédo foi removida e adicionada aquela recuperada anteriormentep&sstes para
recuperacdo dos peptideos tripticos foram repetidos mais uma veamdsras
contento peptideos foram secas em sistema de centrifugacdo a tédatingirem um
volume de aproximadamente 10 pL.

As amostras constituidas de peptideos obtidos por digestdo triptica foram
purificadas e desalinizadas utilizando ponteiras de 10uL ZipTip® esma C18
(Millipore) segundo o protocolo do fabricante. Primeiramente, a C18 das ponteiras
ZipTip® foi ativada com uma solucdo de acetonitrila 100%, usando o valarbeuL
da ponteira, certificando-se de que foram feitas 10 lavagens, disgensampre a
solucdo apos cada lavagem. Apds a etapa de ativacdo, as pdoteiragquilibradas
com solucdo de &cido trifluoroacético 0,1%, aspirando e dispensando a solug&tecerc
10 vezes. AplOs a etapa de equilibrio, as ponteiras foram carregadaamostna,
aspirando pelo menos 20 vezes a amostra e adsorvendo a mesma na rédgiaade s
C18. Ap6s o carregamento, as ponteiras foram lavadas com solugdo de &cido
trifluoacético 0,1%, aspirando e dispensando a solucdo cerca de 10 vezes. Em um
microtubo contendo 2,5 pL de solucdo de acetonitrila 50% em &cido trifluoroacétic
0,1%, os peptideos foram eluidos aspirando e dispensando a amostra 20 vezes dentro do

mesmo microtubo.
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4.11.8 Andlise por espectrometria de massa

Os peptideos resultantes da digestao triptica foram analisadotenalo de
750-4000 Da no instrumento ULTRAFLEX IlI MALDI-TOF/TOF (BRUKER
Daltonics) no modo MS reflectivo positivo e o sequenciamento por MS/MS foi
realizado usando o LIFT, no modo positivo, para o qual foram selecionados os ions com
maior intensidade em relacdo a m/z. Os peptideos foram idefdBicssando o método
de MSMS ion search, contidono programa Mascot Daemon, v.2.4.0, Matrix Science,
UK. Os espectros MS/MS gerados foram confrontados contra o banco de dados Uniprot
(www.uniprot.org) e foram analisados a partir dos grupos taxonémicos Fabaceae e
Viridiplantaea, sendo que proteinas com espectros com valor do iddice {jon
score) abaixo do nivel de confiabilidade ndo foram consideradas como proteinas
identificadas. Foi considerada como modificagcdo fixa a carbamidoraetildgs
residuos de cisteina e como variavel a oxidacao dos residuos de mae#odigestao
enzimatica foi realizada pela tripsina. Foi aceito no maximo peptideos comtaiélé s
clivagem perdida, e considerada uma tolerancia para a variacasske adoa peptideos
de 0,2 Da para ions parentais e 0,5 Da para os fragmentos.

As amostras contendo peptideos tripticos das proteinaspatssio gel foram
aplicadas em placa de MALDI na propor¢do 1:1 de amostra e matriz (acido a-ciano-4-
hidrocindmico) em solucdo de acetonitrila 50%, acidificada com atflmitoacético
0,1%. O programa utilizado para obtencdo dos espectros foi o Flex Control 3.3 (Bruker
Daltonics ®). Espectros adquiridos com tiros a laser de nitrogénio forantesmpara
gerar o perfil de massas de peptideos. Os perfis obtidos foram analiseditedes
manualmente utilizando o software Flex analysis 3.3 (Bruker Daltoniesmasy). As
listas de massas de MS/MS foram geradas no formeasoot generic format (mgf) pelo
aplicativo Biotools, v.3.2 (Bruker Daltonics

Para visualizacdo dos espectros, organizacdo e validacdo de todadoss
gerados foi utilizado o software SCAFFOLD® v.3.6.4 (©2006 Proteome Software Inc,
USA), usando 90% de filtro de probabilidade para a identificacdo de proteinas e
peptideos, e no minimo um peptideo Unico para cada proteina.

Massas moleculares e pontos isoelétricos foram preditos atravagaliaalas

sequéncias no_http://expasy.ch/tools/peptide-mass.html e foram comparatdass co

massas e pontos isoelétricos experimentais.
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4.12 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Para andlise do ganho de peso e germinagdo foi utilizado para cada tipo de
estresse um fatorial duplo 5 x 11 (5 tratamentos osmoaticos: 0,0; -0,2;0,6,4& -0,8
MPa) e (11 tempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias). Apos a definicdo dosgmtenci
osmaticos, foi utilizado um fatorial duplo 2 x 5 (3 tratamentos: controle M@@ de
solugéo de NacCl e -0,4 MPa de solugao de PEG) e (5 tempos: 0, 1, 3jidsg para
analise do crescimento do eixo embrionario, EROs e enzimas do sistémadante.
Para andlise de fitohormonios e perfil protéico foi utilizado fatorial dupha os
mesmos tratamentos, porém com os tempos de 0, 3, 5 e 7 dias. Sendo quel® test
Scott-Knott foi utilizado exclusivamente para a analise protedmica.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as meédias Glriaas
comparadas utilizando-se o teste de Tukey (0,05). Quando pertinente, os dados
foram submetidos a analise de regressao, e avaliada com bagafiw@scia pelo teste
F, no p valor dos coeficientes e no coeficiente de determinagéo.

Para verificar a similaridade entre modelos de regressdes gerades/ifasdo o
teste de identidade de modelos, conforme sugerido por Leite e O(R@12), quando
pertinente. Para verificar a correlacdo entre as variaveisdasstmi utilizada a

correlagcdo de Spearman.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curvas de embebicao

A germinacdo de sementes B brauna apresenta padréo trifasico durante a

embebicdo em agua (Figura 1). Foram necessarias 60 horas para @ 22se1l %) e

60 horas para a fase Il (132,76 %) até as sementes atingirem a.fsgdlbementes
submetidas a embebicdo em condi¢cdes de estresse osmatico inouziB&G nao
apresentou tal comportamento em nenhum dos potenciais testados, jdegtr&&or
hidrica diminuiu a hidratacdo e inibiu a germinacdo. As sementdgl. darauna
mostraram-se sensiveis ao estresse hidrico, ja que a partiedoiglobsmotico de -0,2
MPa houve reducdo dabsorcdo de agua. Assim, quanto maior o potencial osmético
menor foi 0 ganho de peso das sementes, fato que aumenta o tempo de pera@snéncia

sementes na fase Il e altera o formato da curva de embebiciod8dereira et al.
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(201%) o padréo trifasico de ganho de peso de sementesmbarana cearensis
ocorreu apenas quando estas foram embebidas em agua, enquanto aquelas sabmetidas
embebicdo em solugcbes de PEG tiveram reducao de hidratacdo e de gpeko de

consequentemente, ndo houve protruséo radicular da raiz primaria.

160 4

140 A

120 4

100

80 4

60 4

Ganho de peso (%)

0,0 MPa (Agua)
—o— -0,2 MPa (PEG)
—»— -0.4 MPa (PEG)
—a&— 0,6 MPa (PEG)
—a— 0.8 MPa (PEG)

40 4

20 A

T—7T T | T L L] T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204 216 228 240
Tempo (horas)

Figura 1. Curvas de embebicdo de sementesvidkanoxylon brauna em agua e em
diferentes potenciais osméticos induzidos por PEG. Seta indica o initagedél em

sementes embebidas em agua. Médias + erro padrao.

A hidratacéo inicial das sementgdase |) é determinada pela diferenca entre os
potenciais hidricos da semente e do meio, o que determina o fluxaaldagmbiente
para a semente. A fase | € considerada como um processo fis@wials para
reativacdo do metabolismo das sementes. Com o0 aumento do estresseobddre a
diminuicdo da disponibilidade de &gua para a semente, 0 que rasuharatacao
abaixo da qual o embrido ndo pode expandir e garante a manutencao dassseanent
fase II.

Ja com relacdo aos dados de ganho de peso de semelitdsraiena durante a
embebicdo em solugdes de NaCl, até o potencial de -0,4 MPa foighadsdervar o
padrdo trifdsico de embebicdo (Figura 2). Porém, houve atraso na embebicdo, e
consequentemente, alteracao nas curvas de embebicéo. Para os pdiengjdie -0,4
MPa foram necessarias 72 (122,92 %) e 96 horas (124,36 %) para a fase |, 72 (131,07
%) e 84 (132,90 %) horas para a fase Il e apés 144 e 180 horas, respectivamente, as
sementes atingiram a fase lll. A partir do potencial de -0,6 MPa observou-se aigaso ma

acentuado no ganho de peso nas fases | e Il, sendo que a fase Ill s6 ocoriDapds
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horas de embebicdo. E no potencial de -0,8 MPa ndo foi possivel observar padra

trifasico de embebicéo.
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Figura 2. Curvas de embebicdo de sementesvidkanoxylon brauna em agua e em

diferentes potenciais osmaticos induzidos por NaCl. Seta indica o inideseldll.

Médias + erro padrao.

O aumento do estresse salino inibe a germinagéo pela restricdo aarfenteci
de agua (efeito osmotico) ou pelo dano especifico ao metabolisondistérbio i6nico,
com acumulo dos ions de Na CI (efeito i6nico) (Munns e Tester, 2008; Gul et al.,
2013). Além disso, o aumento da concentragcdo de sal resulta em desequilibrio
nutricional, estresse oxidativo, desorganizacdo de membranas e redugddsda
celular em plantas (Carillo et al., 2011).

5.2 Germinagéao

A germinacdo de sementes embebidas em agua foi de 89% e 2,86 para o IVG
(Figuras 3A e 3B). Em condicbes de estresse osmatico induzido por P&E@)iaagao
estimada foi de 16, 3, 0 e 0% para os potencias -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa,
respectivamente. O mesmo comportamento foi observado para o IVG, doramue
estimados os valores de 0,36; 0,04 para os potencias osmoéticos de -0,2; -0,40,
respectivamente, e zero para -0,6 e -0,8 MPa, respectivamente. Catte(2£110)
observaram que o decréscimo do potencial hidrico reduziu a germinacsendages
de M. brauna, sendo que nos potenciais de -0,1, -0,2, -0,3 MPa a germinagéo foi de 77,
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15 e 10%, respectivamente. Ja para o potencial de -0,4 MPa a germinacéo foi nula.

3,5
A 165 ¥ = 89,10 0.0001) exp (_3‘()077«])*” 005) pot) R: =09 79 B ¥ = 2.86390 0,0001) X exp (-10.4113W 0,005) X pot) RZ 9995
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Figura 3. Germinacdo e indice de velocidade de germinacédo (IVG) de senuEnte
Melanoxylon brauna durante a embebicdo em diferentes potenciais osmoticos induzidos
por PEG.

Para sementes dghorisia glaziovii a germinacao foi nula a partir do potencial
de -0,2 MPa na temperatura de 20 °C e a partir de -0,3 MPa nas tempeabas 30
°C (Silva et al., 2016). Segundo Almeida et al. (2014), sement&silolaana cearensis
tiveram reducdo drastica da germinacdo a partir do potencial de -0,6 sEifén
limitante para formacdo de plantulas normais. Por outro lado, para esmnomt
Eucalyptus camaldulensis, E. citriodora, E. grandis, E. robusta e E. urophylla foi
observado que o potencial osmaético de -0,8 MPa é o limite para germidestas
espécies (Martins et al., 2014). De acordo com Pelegrini et al. (2013), sgrdent
Erythrina falcata tiveram reducao significativa da germinacgéo a partir do potencial de -
0,4 MPa.

A dispersédo de sementes M brauna ocorre entre os meses de agosto e
novembro (Carvalho, 2010), periodo que antecede o periodo chuvoso na regido sudeste.
Assim, a dispersédo coincide com a época de aumento da disponibilidade hidrica no solo,
fato que aumenta as chances de regeneracao natural da espécie.

Os dados de germinacdo e IVG relativos as solugcdes de NaCl podem se
observados nas figuras 4A e 4B, respectivamente. Houve reducéo da gioneirths
IVG com o aumento do estresse. Para os potenciais de -0,2, -0,4, -0,6 e 808 MP
germinacao foi de 83, 77, 50 e 40% e 2,76, 2,14, 1,25 e 0,89 para IVG, respectivamente.

Segundo Flowers e Colmer (2008), plantas que sdo capazes de crescer em solos
com baixas concentracdes de sal sdo definidas como glicofitagrigsterepresenta a
maioria das espécies de plantas e sdo intolerantes a singdiam disso, na presenca
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de altas concentracdes de sal podem sofrer danos severos (Koyro 2088a Por

outro lado, haléfitas sdo plantas capazes de crescer em condi¢cdes deralentracbes

de sal (= 200 mM de NacCl), representando apenas 1% da flora mundial (Flowers e
Colmer, 2008). De acordo com Gul et al. (2013), espécies haléfitas podem germinar em
ampla faixa com relacdo ao habitat, populacdo e zona clim&imacondi¢cdes de
estresse salino (NaCl), espécies de regides subtropicais podem gemmipatenciais

de 0,25 até 1,0 M. Para regibes temperadas esta faixa varia de 0,26 atéElemM

regibes temperadas e secas a variacdo é de 0,3 até 1,4 M.

. 35
Aum Y =946 - (68,5P 0% y oty R? = 90,02 B Y =3,0723 - (2,7296®700048) y oty R2 =93 34
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904 e .
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Figura 4. Germinacédo e indice de velocidade de germinacédo (IVG) de ssnuente
Melanoxylon brauna durante a embebicdo em diferentes potenciais osmatidozidos
por NaCl.

Para Khan (1999), as plantas haldfitas podem ser divididas em 3 grupos: 1
sensivelmente tolerantes, capazes de germinar em concentracais I mM de
NaCl; 2— moderadamente tolerantes, capazes de germinar em concent@agbe$00
mM de NaCl; e 3- altamente tolerantes, capazes de germinar em concentragdas acim
de 800 mM.

A partir dos dados apresentados na tabela 1, sementksdauna sdo capazes
de germinar até o potencial de -1,0 MPa, ou seja, concentracdo de aproxémtadam
223,59 mM de NaCl. Assim, as sementes de braina podem ser classiGoadas
moderadamente tolerantes ao estresse salino induzido por NaCl, sendo wiea espé

halofita
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Tabela 1.Classificacdo do nivel de tolerancia quanto a concentracdo de Nea@ira

do teste de germinacao de sementegl@danoxylon brauna.

Potencial osmatico (MPa [NaCl] mM Germinagéao (% Classificacéo

0,00 0,00 89 -

-0,20 41,17 83 Sensivelmente tolerante
-0,40 86,77 77 Sensivelmente tolerante
-0,60 132,38 50 Moderadamente tolerant
-0,80 177,99 37 Moderadamente tolerant
-1,00 223,59 12 Moderadamente tolerant
-1,20 269,20 0 Intolerante

Quando as sementes expostas aos estresses hidrico e salino fosteridas
para a agua, foi possivel observar a recuperacdo. Porém, a resposta vadordoe
com a intensidade do estresse e o agente osmotico (Tabela 2). Como observado
anteriormente, sementes M brauna sdo mais sensiveis ao estresse hidrico do que ao
estresse salino, fato que pode ser observado a partir do potenciatosteé),2 MPa.

J& para o estresse salino, a diferenca significativa da recup@@id ser observada a
partir do potencial de -0,6 MPa, fato que comprova a tolerancia deieesgéNacCl e
melhor recuperacdo apds o estresse. A tolerancia ao estraase psale ser um
indicativo da presenca da espécie em alguns estados do nordestBabisr® Alagoas
(Specieslink, 2017). Na regidao nordeste ocorrem 0S mais representatiess sol
salinizados no Brasil, devido as condi¢des climaticas locais (Freire e Freire, 2007).

Segundo Kranner et al. (2010), o estresse em sementes pode ser dividi& em t
fases: alarme, resisténcia e exaustdo. A fase de alarme teonaispercepcao,
sinalizacdo através de espécies reativas de oxigénio (EROshigog€nio (ERNS),
horménios, modificacdes pds-traducionais e alteracdes no transcriptomatipara a

mecanismos de protecao e reparo.

Tabela 2. Germinacdo (%) de sementes MElanoxylon brauna apds 10 dias de
exposicao aos estresses hidricos e salino e transferidas posteriormente para agua.

Potencial osmoético (MPé PEG — Agua NaCl — Agua
0,00 89 a 89 a 89 a 89 a
-0,20 17 b 70 a 83 a 85 a
-0,40 0b 45 a 77a 82a
-0,60 0b 39a 50 b 70 a
-0,80 Ob 36 a 37b 60 a

Tratamentos seguidos por mesma letra dentro do tipo de estresssfer@recia para

agua nao diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Caso a condicao de estresse seja mantida, a fase de resistécicinada, como
0 sistema antioxidante, enzimas de reparo de DNA, eliminacaédascdanificadas e
defesa contra patégenos. E por fim, a fase de exaustdo € caracteriaa@hpehos
mecanismos de protecdo e reparo. A principal caracteristicaaelddagsisténcia é a
manutencdo da viabilidade, adquirida através da aclimatacadressesFato que nao
pode ser observado na fase de exaustdo, ja que as falhas nos processos desproteca
reparo levam a reducao do vigor e, consequentemente, perda da viabilidade. Assim, para
sementes expostas as condi¢des testadas de estresses hidlico, eneamo apds
transferéncia das sementes para condi¢fes ideais, a fase dagéxaésalcangada,
sendo mais pronunciada durante o estresse hidrico, jA que a recuperacdo nao é
totalmente efetiva.

ApOs exposicao a seca ou condi¢des salinas, o ajuste osmotico tem papel durante
0 periodo de desidratagéo. fons inorganicos sdo armazenados no vacuolo. Solutos
compativeis, como prolina, glicina betaina, manitol e trealose s&azemados no
citosol. Além disso, alguns desses solutos, como a prolina, tem funcéprotetora,
que protegem a planta de subprodutos téxicos formados durante baixa disponibilidade
hidrica. Estes solutos, além de fonte de reserva de energia, atestaliibzacdo de
macromoléculas e na preservacdo de membranas. Proteieagmbryogeness
abundant (LEA) e heat shock proteins (HSPs) também tém funcéo protetora durante o
estresse osmoético (Shinozaki et al., 2015).

A partir da caracterizacao fisioldgica da germinacdo de semdpsM. brauna
sob condicdes de estresses hidrico e salino, foi definido o potencial de R@,/AM
partir deste potencial osmético, sob estresse hidrico ocorreu a inibicgondaagéo,
porém, sob estresse salino houve germinacdo. Assim, a partir deste poésntial, as
andlises foram executadas para ambos os tratamentos. De marair®lgservou-se
que ocorre germinacdo na condicdo controle (sem estresse) (FiguraSEBA Sob
estresse salino ocorre inibicdo parcial da germinacao (-0,4 MPa &laGhibicao total
da germinacao sob estresse hidrico (-0,4 MPa PEG).

Em trabalho realizado por Borges et al. (2015a) com sementldk bieauna
varios mecanismos mostraram-se envolvidos no crescimento do eixo embrionario, como
0 aumento da atividade das enzimas poligalacturonase e paatiilasterase, que
atuam na expansao celular do eixo embrionario, juntamente com o aumenhssia
fresca e comprimento do eixo embrionario. Além disso, houve reducdo da forca de
ruptura da regido micropilar, com valores proximos a 1,0 N a partir de 24 horas de
hidratacdo e persistindo até 72 horas. Assim, esta reducdo da rissistiénopilar
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essencial até o0 momento do inicio da protrusado radicular, a partirdi@ 44 curva de

germinacao sem estresse e do 5° dia sob estresse salino (Figura 5B).

A Tempo (dias) B 100 Agua
I 3 5 90 1 .0 NaCl (0.4 MPa)
g0 | —¥~ PEG (04 MPa)
3 o0
~ 701
: <
£ <
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Figura 5. Detalhe do processo de germinacéo (A) e das curvas de germinacéo (B) de
sementes dblelanoxylon brauna em agua e sob estresses hidrico (PEG) e salino (NacCl)

no potencial osmatico de -0,4 MPa.

5.3 Peso fresco e comprimento do eixo embrionario

A inibicdo da germinacdo de sementesMiebrauna sob estresse hidrico foi
acompanhada pela reducdo do peso fresco e do comprimento do eixo embrionario
(Figuras 6 e 7), sendo possivel ajustar os modelos ao longo do tempo AJASeY
estresse salino os aumentos dos pesos frescos e dos comprimentos dos eixos
embrionarios foram intermediarios entre as condicbes de estresseo hédrdo
tratamento controle. A partir do primeiro dia de embebicdo o peso fresco do eixo
embrionéario no tratamento controle foi superior aos demais tratamentoanpeemdo
até o sétimo dia (6B). Comportamento similar ocorreu para o comprimentxalo ei
embrionario, porém, a partir do terceiro dia (7B). Segundo Brunner et al. (2015), os
principais efeitos da restricdo hidrica no crescimento do sistedieulear sdo as

reducdes da biomassa, da producao e aumento da mortalidade.
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Figura 6. Peso fresco de eixos embrionarios de sementelldaignoxylon brauna
durante a germinacdo em agua e sob estresses hidrico e salino altegpo (A) e
dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por mesma letra enttarogitas dentro

de cada tempo néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Figura 7. Comprimento de eixos embrionarios de sementeMeanoxylon brauna
durante a germinagdo em agua e sob estresses hidrico e salino ainlterppo (A) e
dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por mesma letra enttarmentas dentro

de cada tempo néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Brosowska-Arendt et al. (2014) constataram reducdo do peso fresco do embrido
de sementes deisum sativa submetidas ao estresse hidrico induzido por BEf@rtir
de 24 horas, quando comparada com sementes embebidas em agua. Ocorreram reducgdes
do comprimento de raiz primariada germinacéo de sementesGf®risia glaziovii sob
estresse hidrico (Silva et al., 2016). Constatou-se reducdo da georgndaVeG e,
consequentemente, reducdes dos crescimentos radicular e do hipocd@éppde s
flexuosa a partir de 200 mM de NaCl (Pacheco et al., 2012).
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A retomada do crescimento do eixo embrionario s6 é possivel quando ocorre
diminuicdo da resisténcia mecanica das estruturas circundantes aandirionario e
aumento do potencial de crescimento do eixo (Nonogaki et al., 2014). Assim, @urante
germinacdo em Aagua ocorre 0 aumento do potencial de crescimento do eixo
embriondrio,a diminuicdo da resisténcia mecanica da regido micropilar, o aurdanto
atividade de enzimas como poligalacturonase e pectina shetdse (Borges et al.,
2015a). De maneira similar, genes podem codificar proteinas responsawis pel
modificacdo de parede celular, como xiloglucano endotransglicosilase/b&drola
(XTHs), endop-mananase,quitinase, expansinas (EXPs), o-galactosidase, B-1,3-
glucanase, a-L-Arabinofuranosidasee celulases que atuam na expansdo do eixo
embrionario e no enfraquecimento dos tecidos envoltérios das sementes, falmeece
germinacao (Bewley et al., 2013; Dekkers, et al., 2013).

As plantas desenvolveram varios mecanismos de tolerancianiélesddi, como
as halofitas, que sdo capazes de se adaptarem a altas conceukeagéle Entre estes
mecanismos, podemos citar a compartimentalizacdo e equilibrim,iGransporte e
entrada de ions, biossintese de osmoprotetores e de solutos comptirzaido de
enzimas do sistema antioxidante, sintese de compostos antioxidaatesgelacédo
hormonal (Munns e Tester, 2008; Munns e Gilliham, 2015). Assim, um ou mais
mecanismos podem estar presentes em sementes de braldna, promovenalocéatab
estresse salino. Sob estresse hidrico, as moléculas de alto pesalanale PEG séo
capazes de se ligarem as moléculas de agua, reduzindo assimda daté@gua nas
células (Michel e Kaufmann, 1973; Henning, 2002). Esta restricdo diminui éaliiva
das sementes, e consequentemente, evita a retomada do cresctoerixo

embrionario.

5.4 Fitohormobnios

As concentragdes de acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), precursor
do etileno, acido abscisico (ABA), &cido indol-3-acético (AlA) e acidcibab (AS)
em eixos embrionarios dé. brauna sdo demonstradas na figura 8.

Houve aumento da concentracdo enddgena do ACC em eixo embrionario de
sementes embebidas em agua, concentracdo intermediaria esseestino e baixa
concentracdo em condicdo de estresse hidrico. Percebe-se relatdocaline a
disponibilidade hidrica nas condicbes de cada tratamento e comm@agio de

sementes, como discutido anteriormente (Figura 8A). A producgéo de etilarentou
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em sementes de tomates expostas ao estresse hidrico e sajiak @al., 2004), que
pode ser explicada pelo fato de o etileno suprimir a acao inibitoriBdodurante a

germinacao de sementes (Kucera et al., 2005).
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Figura 8. Concentracdo enddégena de ACC (A), ABA (B), AIA (C) e AS (D) em eixos
embrionarios de sementes Melanoxylon brauna durante a germinacéo em agua e sob
estresses hidrico e salino ao longo do tempo. Médias seguidas por he&sma
minuscula ao longo do tempo e mailscula entre os tratamentos ndo difdrersi a

5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Silva et al. (2014) observaram aumentos da producdo de ACC e da germinacéao
paraStylosanthes guianensis durante estresse salino quando comparadoSdmumilis
e S capitata, evidenciando diferentes respostas ao estresse salino entre espécies d
géneroSylosanthes. Além disso, foi observado comportamento similar para o acimulo
de N& nos tecidos das sementes. Estes resultados evidenciam que nb@Ch i
germinacdo e a sintese de etileno. Diferentes espécies témidadpadistinta na
producdo de ACC (precursor imediato do etilemala reducéo de danos em condicdes
de estresse salino. O etileno é um fitohormdnio que regula a germeagdoarméncia
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de varias espécies (Matilla e Matilla-Vasquez, 2008; Arc et al., 2013; Sila 2014).

Silva et al. (2014) observaram a producao de etileno durante o iniciobedbieao e
aumento durante o tempo em sementeStylesanthes humilis. EI-Maarouf-Bouteau et

al. (2015) observaram producdo de etileno no inicio do alongamento celular de
embrides deédelianthus annuus.

A producdo de etileno durante a germinacdo esta relacionada com o
enfraquecimento do endosperma (Linkies et al., 2009; Martinez-Andujar 20%),
Gianinetti et al. (2007) reportam que esse fitohormonio é resultado dangedimie
Matilla e Matilla-Vasquez, (2008) sustentam a ideia de que elsséncial para que
ocorra a germinacao de sementes. Para sementds lor@una foi possivel observar
aumento da producdo de ACC em condi¢cBes sem estresse ap@iasra® embebicao.

Em condicbes de estresse salino ha reducédo significativa dos aévé&i€C quando
comparada com sementes embebidas em agua, concordando com a reducdo da
germinacao. Houve diminuicdo mais pronunciada dos niveis deste fitohormdnio quando
as sementes foram expostas ao estresse hidrico, resultando rengéandbs niveis de

ACC ao longo do tempo e inibicdo da germinagao.

Houve reducdo no conteudo endogeno de ABA a partir de trés dias de
embebicdo em agua e sob estresse salino (Figura 8B). Neste ssohidmndicdes
desfavoraveis, como estresse hidrico, a concentracdo endogena de ABAdé amnt
longo do tempo, fato que inibe a expansdo do eixo embrionario. A permanéncia nesta
condicdo pode ser caracterizada como a indugdo de dorméncia secumdez (
Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 2002; Bewley et al., 2013). Sobssstre
hidrico induzido por PEG no potencial de -0,4 MPa ocorreu a inducdo de quiescéncia na
maior parte de sementes de braina. A dorméncia e a germinacao deeses@ient
controlados por uma relacdo complexa entre varios fitohorménios. O balangnhbrm
entre ABA e giberelinas (GAs) atua na regulagdo da dorméncia e gefimida
sementes e € uma resposta em funcdo da percepcédo e estimuloasfreoneicdes
ambientaigNonogaki et al., 2010; Weitbrecht et al., 2011; Rajjou et al., 2012; Arc et
al., 2013; Miransari e Smith, 2014). Para sementdauttema salsugineum submetidas
a estresse salino (200 mM de NacCl) foi observado reducao da germenagaducéo
de um estado de dorméncia, sugerido pela reducdo da concentracdo dRAGA/A
aumento da expressao dos genes reguladores de dorméncia, como RGL2, ABI5 e DOG1
(Kazachkova et al., 2016).

Assim, a maior sensibilidade de sementes de braldna ao estresseihéirziu

resposta osmoética, com a manutencdo dos niveis de &cido absciBi&p Gob
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condi¢cBes de estresse hidrico, o crescimento do eixo embrionario é imbrdsposta
ao ABA (Figuras 6 e 7), fato que evita o estabelecimento da planteordicdes
desfavoraveis (Lopez-Molina et al., 2001; egolina et al., 2002).

O acumulo de ABA sob condi¢des de estresse osmotico, como 0 esiesse
e salino, ocorre devido ao aumento da expressao de genes envolvidoese dent
ABA, como ZEP, NCED, LOS5/ABA3, e AAO (Zhu, 2002). Além disso, fatores de
transcricdo sdo induzidos durante estresse abibtico cd¥B&, o MYC2, o NAC e o
AREB/ABF atuando de maneira dependente ao ABA e NAC, DREB2 e DREB1/CBF
em rotas independentes (Shinozaki et al., 2007).

O contetudo enddgeno de AIA manteve-se ao longo do tempo em sementes
embebidas em agua (Figura 8C). Sob condicbes de estresse salino, ae nflél
aumentou até o terceiro dia e, a partir deste ponto diminuiu no quinto dia,
permanecendo estavelté o sétimo dia. Ja sob estresse hidrico, houve aumento
significativo aos trés dias, no qual foi superior aos demais tratamentosedtrida
houve reducéo até o sétimo dia, mantendo-se superior aos demais.

As auxinas estédo envolvidas em praticamente todos o0s processasmaelas ao
desenvolvimento das plantas e também como resposta a flutuacfes elataufdbiao,
2010). Wang et al. (2011) sugerem que ABA tenha controle do mecanismo que inibe o
crescimento de raizes primarias atraves da divisdo celular. elin (2009) afirmam
que ABA inibe o crescimento de mudas pelo controle da sinalizac@wdea. A
dorméncia em sementes pode ser controlada por ABA e auxina, pela exprefsééo do
de transcricdo ABI3 (Liu et al., 2013). A auxina tem acéo positiva sobreonssfale
transcricdo ARF10/16Auxin-Responsive Factorgjue atuam na expressao do gene
ABI3, que é o fator principal referente a dorméncia. Assim, estes aatorelsiiram
que a auxina é indispensavel para a regulacdo da dorméncia emesegavés de
mecanismos evolutivos, as plantas podem criar estratégias para que ocoriaazgerm
apenas em condicdes favoraveis. Neste sentido, o controle de auxina sobrea ABA
regulacdo da dorméncia € um destes mecanismos que contribuem paagdadapt
ambiente e sobrevivéncia das espécies sobre condi¢cdes advegsasloSeark et al.
(2011), auxina atua na sinalizagcdo ao estresse salino via gene 1AA30, donfrela
fator de transcricdo NTM2, e modula a germinacdao de sementes de arabioal
condicéao.

Fatores de transcricdo da familia AUX-IAA efnundo donax foram 10 vezes
mais expressos em raizes do que na parte aérea em condig8gesie hidrico (Fu et
al., 2016). Este aumento esta relacionado com a interacao de protgigsAcom o
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fator de transcricdo ARF, que inibe o crescimento radicular em respoatamento dos
niveis intracelulares de AIA (Overvoorde et al., 2010). Logo, estesnisguzs podem
atuar em eixos embrionarios de brauna, principalmente sob condi¢cOesredseest
hidrico, e manter os niveis elevados para AlA e ABA, sendo assimumarglicativo
de resposta ao estresse hidrico e de inducédo a dorméncia secundaria.

Com relacao ao conteudo de AS, para sementes embebidas em aguaijviel pos
observar reducao constante ao longo do tempo (Figura 8D). Comportamento similar foi
observado durante o estresse salino, porém, com aumento significatit@sadsas
quando comparado com embebicdo em agua. Por outro lado, sob estresse hidrico,
observou-se aumento significativo aos tdéas, permanecendo superior aos demais
tratamentos até o sétimo dia.

Sadeghipouet al. (2012) e Romano et al. (2012) relataram que AS tem papel na
tolerancia de plantas quando expostas ao estresse hidrico. Bandurska ld, 3200
observaram que plantas de cevada submetidas a deficiéncia hignaatreducédo dos
danos nas membranas celulares e aumento dos niveis de ABA e aumelgcanaia
das plantas ao estresse hidrico, pela aplicacdo exdégena @eak8mulo de AS pode
atuar como protecdo durante condi¢cbes de estresse hidrico. NestaSeondigre a
inducao de genes PR1 e PR2 através da sinalizacdo de AS (Miura et al., 2013).

Rajjou et al. (2006) observaram a inducdo de dois genes referentes a SOD,
enzima responsavel pela primeira linha de defesa do sistema amtiexigara
sementes de arabidopsis sob estresse salino quando expostas ao A&dDbean
Alonso-Ramirez et al. (2009), foi observado 50% de germinacdo em sementes de
arabidopsis submetidas a estresse salino (100-150 mM de NaCl). Porénsengagoe
acido salicilico esta porcentagem aumentou para 80%. Assim, AS podenatua
reversdo de danos oxidativos e favorecer a germinacgao. Portanto, em eixos embrionérios
de bradna, o aumento do contetdo de AS sob estresse hidrico pode ser unmmecanis
de protecao contra possiveis danos induzidos pelo estresse, garantiabitidade das

sementes até uma possivel modificacdo das condi¢des ambientais.

5.5 Espécies reativas de oxigénio (EROSs) e peroxidacao de lipidios (MDA)

N&o foi possivel quantificar o conteddo de anion superoxido em eixos
embrionéarios déM. brauna. De acordo com estimativas, apenas 1-2% do consumo de
O, resulta na formacao de anion superoxidg Y@Boveris et al., 1973; Turrens, 1982).

Além disso, apresenta tempo de meia vida muito curtd (ds) Maller et al., 2007;
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Halliwell e Gutteridge, 2015) e é mais instavel qug4l o que pode dificultar sua
quantificacdo (Noctor et al., 2016).

Observou-se reducao nos niveis de peréxido de hidrogénio ao longo do tempo de
germinacao em todas as condi¢des testadas e com valores siemkaeeos tratamentos
(Figura 9A). Para verificar tal similaridade, foi realizado oeted¢ identidade de
modelos, conforme sugerido por Leite e Oliveira, (2002). Esta analiséstestiat
confirma se tais modelos sao iguais ou ndo. Observou-se diferencaaityaifentre as
condicdes de estresse hidrico e salino para os niveis de perdxido de hideog@tre
os tratamentos ao longo do tempo (Figura 9B). Os niveis de peroxido de hiolrogéni
foram superiores em condi¢cdes de estresse salino entre o primeiroceim t@ia de
embebicdo. A partir do quinto dia, os niveis foram significativament&sgentre o

tratamento controle e o estresse salino e menores para a condicdo de estresse hidric
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Figura 9. Niveis de peréxido de hidrogénio ABt) em eixos embrionarios de sementes

de Melanoxylon brauna durante a germinacdo em agua e sob estresses hidrico e salino
ao longo do tempo (A) e dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por legama
entre os tratamentos dentro de cada tempo néo diferem entre si afsébalalidade

pelo teste Tukey.

Em eixos embrionarios do controle (tempo zero) observou-se 0s maiorigs nive
de peréxido de hidrogénio. Devido ao baixo conteido de agua, o metabolismo nessas
sementes é reduzido e os sistemas enzimaticos sao ineficietiegudafavorece a
formacdo de EROs (Bewley et al., 2013). A presenca.e &m sementes secas pode
ser resultado de reacdes de Amadori, Maill&ndestley, 1986; Sun e Leopold, 1935
a partir da peroxidacado de lipidios (McDonald, 1999). Niveis elevadoénibs

superoxido e peroxido de hidrogénio foram observados em eixos embrionarios de
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sementes secas Balbergia nigra, outra espécie arborea nativa do Brasil. Porém, apds
a embebicdo das sementes em agua na faixa de temperatura otjeranot@cao da
espécie, a formacao destas EROs reduziu até 120 horas (Matos et al., 2014).

Borges et al. (2015a) observaram altos niveis de peréxido de hidrogénio em
eixos embrionarios isolados dd. brauna no tempo zero, sendo que durante a
hidratacdo em agua os niveis reduziram-se em 24 horas. O mesmo comorfam
observado neste trabalho, mesmo em condi¢cBes de estresse &ddiricoe De forma
similar, durante a embebicdo de sementesPidam sativum em agua ndo houve
alteracdes dos niveis enddgenos de peroxido de hidrogénio (Barba-Espin et al., 2011). A
producdo e acumulo de EROs ocorre em sementes e plantas submetitiesses
biéticos e abidticos (Hossain e Fujita, 2013; Gomes e Garcia, 2013;eDas
Roychoudhury, 2014; You e Chan, 2015). Em excesso, estas moléculas podem causar
danos oxidativos em membranas (peroxidagdo de lipidios), proteinas, RNA, DNA,
alterar a homeostase e levar a morte celular (Mittler, 2002; Apet,e2004; Foyer e
Noctor, 2005; Gomes e Garcia, 2013). Ou seja, em altas concentracbes podem se
principal motivo para a deterioracédo e perda de vigor de sementes (&uaha2015).
Porém, em baixa concentragdo, a principal funcdo das EROs é samkzaggulacao
de varios processos biologicos (Bailly, 2004z1ldr et al., 2007).

Gomes e Garcia, (2013), Kumar et al. (2015) e Woijtyla, et al. (2016) destacam
papel chave das EROs na sinalizacdo durante o processo de germimag&sgosta a
diferentes condicdes de estresse. A partir da sinalizacdo de ER€E®pse de
enfraguecimento do endosperma micropilar (Zhang et al., 2014), a superacao de
dorméncia (El-Maarouf-Boateau e Bailly, 2008), a regulacdo hormonal (El-Maarouf-
Bouteau, et al., 2015), a ativacdo de cascata de sinais atravéhaseguMitogen
Activated Protein Kinases (MAPKS), que regulam o crescimento, o desenvolvimento e
as repostas a estresses (Barba-Espin, et al., 2011). A carbonilacdo despfdibired
al., 2005; Barba-Espin, et al., 2011) e mobilizacdo de reservas (Verma61.8) sao
ativados durante o progresso da germinacdo. Sob estresse, mecanismoscéde prote
contra patdégenos (Morkunas et al., 2004), interacdo com outras moléculas de
sinalizagdo, como oxido nitrico (Arc et al., 2013) e ativagdo demeszdo sistema
antioxidante (Kibinza, et al., 2011) sédo acionados durante a germinacdo de sementes.

A aplicacdo de bD, exdgeno aumentou a tolerancia ao estresse salino em
Triticum aestivum, e promoveu o crescimento das plantulas, devido a eficiéncia do
sistema antioxidante. Assim,®, pode ter papel fundamental na inducao de tolerancia

ao estresse salino (Wahid et al., 2007; Houssain et al., 2015). Enmtegnde
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arabidopsis, Lee et al. (2010) observaram atuacéo de acido salicilico (AS) na Siaalizag
de giberelina e aumento da eficiéncia do sistema antioxidante, goedaram a
germinacao de sementes sob esse tipo de estresse.

Observou-se em eixos embrionarios de sementes bralna niveis deasSoig
superiores ao controle durante o tempo de exposicdo ao NaCl. Esse padréstgpode
relacionado a mecanismos de sinalizacdo, como por exemplo pajaeAfdi superior
aos trés dias de embebicédo (Figura 8D) e enzimas do sistermedantie, a fim de
promover a germinagdo mesmo sob estresse salino.

Em todas as condi¢cbes testadas, nota-se que ndo houve acumuy®.do H
durante a embebicdo de sementes de bradna. A aplicacdo exdgena deibNBA i
acumulo de EROs em sementes de vérias espécies como cevddasiflst al., 2012),
arroz (Ye et al.,, 2012) e girassol (El-Maarouf-Bouteau et al., 2015). Assing com
mostrado anteriormente, a manutencdo dos niveis de ABA em eixos embriolearios
sementes dil. brauna, até os trés primeiros dias de embebicdo, em todas as condi¢oes,
e até setelias sob estresse hidrico (Figura 8B) pode controlar a formacao desBROs
condi¢cBes de estresse hidrico, diminuindo os niveis £® &l consequentemente, de
MDA.

A auséncia de estresse oxidativo causado por peréxido de hidrogénio em eixos
embrionarios de sementes Wk brauna pode ser confirmado pela quantificacdo de
MDA (Figura 10). O seu conteudo foi decrescente ao longo do tempo de gegronina
para sementes dd. brauna em todas as condi¢des testadas, similar ao comportamento
observado para @, (Figura 10A). O teste de identidade modelo foi aplicado, conforme
sugerido por Leite e Oliveira, (2002). Foi verificado que os conteudos de MDA em
eixos embriondrios de sementes Me brauna embebidas em agua ou submetidas a
estresse hidrico e salino sé@o iguais entre os tratamentos. Assipgs&ivel gerar
apenas um modelo para MDA, representando todas as condi¢des testadas (Figura 10B).

De acordo com Munné-Bosch et al. (2011), sementa&ltiezia alata expostas
as condicOes naturais de ocorréncia da espécie tiveram reducé@ dldstanteudo de
MDA principalmente nos primeiros trés meses. A germinacgdo diminuiu pela metade nos
seis primeiros meses, permanecendo constante até completar urvlemnoo em
condicBes naturais, com variacbes ambientais ocorrendo durante todo periodo, o0s
autores nao observaram dano oxidativo. Os autores sugerem ainda que ia aesénc
peroxidacdo de lipidios pode ter sido evitada pela presenca de tod¢ariecoferol,

gque podem atuar contra o estresse oxidativo.
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Figura 10. Conteudo de malonaldeido (MDA) em eixos embrionarios de sementes de
Melanoxylon brauna durante a germinacdo em agua e sob estresses hidrico e salino ao

longo do tempo (A) e equacdo de regressao do teste de identidade paydeMDA
(B).

Chen e Arora (2011) também observaram reducdes dos niveis de MDA em
sementes depinacia oleracea durante germinacdo em agua devido a atuacdo do
sistema antioxidantePor outro lado, Barba-Espin et al. (2011) relataram aumento da
peroxidacdo de lipidios em sementesRisum sativum tanto na condicdo controle
guanto em sementes embebidas e@,HPorém, estes autores ndo encontraram relagcao

entre os padroes de MDA e®}.

5.6 Enzimas do sistema antioxidante

Houve aumento significativo na atividade das enzimas do sistatitxidante
ao longo do tempo de germinagdo sem estresse. Sob condicfes de estlies
observou-se comportamento intermediario. Sob estresse hidrico as asivitkle
enzimas foram menores dentre os tratamentos ao longo do tempo (Figura 11). Houve
diferenca significativa entre os tratamentos na atividade da &n3@D apenas no
sétimo dia, sendo superior para tratamento controle, seguido do esihesse menor
atividade foi observada para estresse hidrico (Figura 11A). A ativittadezima CAT
foi estatisticamente superior em eixos embrionarios de sementes éasbein agua a
partir do quinto dia, seguido pelo estresse salino, e com valores menorestpsse
hidrico (Figura 11B). A atividade da enzima APX foi superior estatisticamengéxes
embrionarios de sementes embebidas em agua e estresse salinotmaigquijuando

comparado com estresse hidrico. J& no sétimo dia foi possivelifiestraos
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tratamentos, sendo que a atividade foi superior no tratamento controle, gegjoido
estresse salino, e por ultimo sob estresse hidrico (Figura 11C). Estatestie, a
atividade da enzima POX foi superior em eixos embrionarios de seneembebidas
em agua, seguido pelo estresse salino, e por ultimo sob estresse hiplidco do
quinto dia de embebicéo (Figura 11D).
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Figura 11. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e POX (D) ero®
embrionarios de sementes Melanoxylon brauna durante a germinacdo em agua e sob
estresses hidrico e salino ao longo do tempo. Médias seguidas por me&sma
minuscula ao longo do tempo e mailuscula entre os tratamentos ndo difdérersi a
5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Plantas sob condi¢cdes normais de crescimento e principalmente asxpost
estresses abidticos, causadas por temperatura, metais pesadoscidefiei@utrientes,
salinidade e seca podem aumentar a formacao de EROs (Ape) 2084t Mittler et
al., 2004; Gill e Tuteja, 2010; Miller et al., 2010). Para evitar que esbééculas se
acumulem nas células e causem danos oxidativos, as plantas peissesta de defesa

antioxidante (Mittler et al., 2004; Bailly et al., 2008). Existem tamb@ecanismos
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antioxidantes ndo enzimaticos, tais como vitamina C, vitamindutatigna, tocoferol,
flavonoides, alcaloides e carotenoides capazes de regular os niERCOde(Apel e

Hirt, 2004; Miller et al., 2010Das e Roychoudhury2014). Entretanto, ndo houve
aumento das atividades das enzimas SOD, CAT, APX e POX emeamwgnarios de
sementes d®&l. brauna sob condi¢cdes de estresse hidrico. Nesta condicéo foi possivel
observar a manutencao de altos niveis de ABA durante a exposicagaosié PEG.

De forma similar, durante embebicdo de sementes em ABA, foi observadgd@oeda
expressdo de proteinas relacionadas ao sistema antioxidante,paoan@CAT em
Arabidopsisthaliana (Chibani et al., 2006) e para APX em eixos embrionaridsadas
sylvatica (Pawtowski, 2007) e embrides de Oryza sativa (Kim et al., 2008).

Para estresse salino a atividade das enzimas do sistema antexal reduzida
quando comparada com a condi¢do controle. Em condi¢cBes de estresse lddliino e
esperava-se que os niveis de MDA e EROs fossem elevados erambasnarios de
M. brauna, e consequentemente, a atuacdo das enzimas do sistema antidaiginte
efetiva no controle dos possiveis danos oxidativos. Sob estresse hidricoadcardic
que a germinacao foi nula, outros mecanismos podem reduzir os niveis Alee MD
EROs, ja que a atividade enziméticarfwantida a niveis reduzidos. Por outro lado, sob
estresse salino observa-se atuacdo das enzimas do sistema atdip@€sim como
observado para sementes embebidas em agua. Além disso, neste tralabissivei
observar a tolerancia de sementedviddrauna a altas concentracdes de NaCl, sendo
que as enzimas do sistema antioxidante podem compor 0os mecanismas &heitol
referentes ao estresse salino. Para que ocorra a germinacdoabeteeistento das
mudas, € necessario a atuacdo do sistema antioxidante robustoralmtegpaz de
reduzir possiveis danos oxidativos durante o crescimento, o estabelecitaentida,
em resposta ao estresse e relacionado também ao potencial de reparo e ao
desenvolvimento de organelas (Bailly, 2004; Ma et al., 2007; Chen e Arora, 2011).

SOD atua na primeira linha de defesa contra EROs, na conversag denO
H.O, (Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010; Halliwell e Gutterid@®d15). Porém,
nem sempre esta diretamente relacionada a resposta ao estness®bservado por
Chen e Arora (2011) pafpinacia oleracea. Estes autores verificaram que a atividade
da enzima SOD diminuiu durante a germinacéo em condic8es controle, sob desidratacéo
e sob estresse por frio. Por outro lado, as atividades das enzimase G¥AX
aumentaram durante a germinacdo sem estresse, assim como observasigopara
embrionarios dé. brauna. Borges et al. (2015a) relataram aumento das atividades das

enzimas SOD e POX em eixos isoladosMebrauna submetidos a embebicdo em
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agua. Em sementes dea mays sob desidratacdo houve reducdo da atividade de SOD
durante a germinacdo (Huang et al., 2012). Réadicago truncatula, também houve
aumentos nas expressoes dos genes SOD e APX durante as fassdeiembebicéo
(Balestrazzi et al.2011). Em sementes armazenadasMiebrauna, o aumento do teor
de agua durante o armazenamento de sementes reduziu a atividade deCBD@0
longo do tempo (Borges et al., 2015b). Aléem disso, a peroxidacao de lipidios nao foi
alterada ao longo do tempo. Assim, outros mecanismos podem estar enveiridos
sementes da espécie para evitar danos oxidativos em diverskgdes ambientais ja
testadas. Estes resultados estdo de acordo com a reducdo de MDxosm
embrionarios d&. brauna durante a germinacéo sob condi¢cdes do tratamento controle,
estresse salino e hidrico, como discutido anteriormente.

CAT, APX e POX atuam na conversao deOWHl em HO, sendo que CAT
apresenta a maior taxa de conversdo por minuto entre as demdéer @dial., 2004;
Gill e Tuteja, 2010; Halliwell e Gutteridge, 2015). Houeelucdo da enzima CAT em
eixos embrionarios isolados de sementedlderauna durante as primeiras 24 horas de
embebicdo em &gua (Borges et al., 2015a&pres de transcricdo, como WRKY, atuam
em resposta ao estresse (Nam et al.,2017). A superexpressdo de NbWRKY79 em
plantas transgénicas d&cotina benthamiana teve efeito positivo sob a tolerancia ao
estresse salino, sendo que houve aumento da atividade das enzin&AIOAPX e
POX. O condicionamento de sementes\Migna radiata com NaCl foi avaliado em
condicdes de estresse hidrico e salilish@ e Puthur2013). Pard/. radiata variedade
Pusa Vishal as mudas oriundas do condicionamento fisioldgico tiveraon atigidade
da enzima peroxidase, sendo relacionado a tolerancia ao estresseo.alfidti
condicbes sem estresse houve aumento da enzima CAT durante a geyndeac
sementes delordeum vulgare (Potokina et al., 2012) &iticum aestivum (Cakmak et
al., 1993). Fercha et al. (2016), a partir da analise protedmica de eixos endzidaa
Glycine max durante a germinacdo sob estresse salino, verificaram aundtos
compostos antioxidantes, como a SOD, a glutationa transferase earalfidase. Em
transgénicos dalicotina tabacum com o gene StAPX a superexpressédo do gene StAPX
aumentou a germinacéo, a atividade de APX, a reducée@eetb aumento das taxas
fotossintéticas e do crescimento das plantas sob condi¢cdes dseesiidrico e salino
(Sun et al., 2010). De forma geral, nota-se que a atividade enzimateixandeM.
brauna ndo responde de forma positiva ao estresse hidrico. Para o trataomtrile @
sob estresse salino, condi¢des nas quais foi possivel observar gerndmagioentes

de M. brauna, a atuacdo conjunta das enzimas SOD, CAT, APX e POX ¢é esgmnaia
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germinacao de sementes, sendo que a partir da protruséo radiciveladeafoi ainda
maior. Assim, esta retomada da atividade enzimatica pode estdvidamwna protecéo
para as plantulas, que estardo expostas a diversas condicbes ampimaeado assim
preparar o sistema de defesa mais eficiente durante os proximos estéadios
desenvolvimento.

Avancos recentes sobre o entendimento da regulacdo e da sinalizacdo
evidenciam a importancia das EROs nos diferentes processos fisioldgicido de
vida de uma semente, como bem discutido nos trabalhos de Baill{2€08), Barba-
Espin et al. (2011), iBzVivancos et al. (2013), El-Maarouf-Bouteau et al. (2015),
Verma et al. (2015) e Wojtyla et al. (2016). Da mesma forma, a regutigéo
fitohormbnios é essencial para inUmeros processos durante o ciclo de vidantas
principalmente durante o controle da germinacdo, da dorméncia e em cormticoes
estresse (Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 2013; Llanes et al., 20%), ABA
parece ter papel fundamental no controle da germinacdo de semektelsrdena. Os
niveis de ABA mantiveram-se elevados até os trés primeirosddiasnbebicdo em
todas as condi¢Bes testadas. A manutencdo dos niveis de ABA podsarsipala
reducdo das EROs como observado por Ishibashi e2@l2), Ye et al. (2012),
Lariguet et al. (2013) e El-Maarouf-Bouteau et(a015) e ativar os mecanismos de
defesa antioxidante, como o0 aumento da atividade de catalase emesamheiordeum
vulgare (Bahin et al., 2011)Neste sentido, a partir dos trés dias de embebicdo sob
estresse hidrico, os niveis de ABA sdo mantidos elevados, o que maetdungd dos
niveis de HO, e MDA até osétimo dia. E assim, ndo sendo necessario a ativacdo do
sistema antioxidante. Porém, durante a embebicdo em agua seesai@so, ocorrem
reducdes dos niveis de ABA e ao mesmo tempo aumentos das atividdCias, dia
APX, da POX e da SOD de forma mais tardia no quinto dia. EstetagEsiindicam
gue até os trés primeiros dias o controle dos niveis @ &l MDA é regulado por
ABA. A partir deste ponto, apés reducao dos niveis de ABA, o sistema antitexgia
encarrega de controlar os niveis d®fe MDA até o sétimo dia, controlando possiveis

danos oxidativos.

5.7 Analise protedmica

Foram realizadas analises comparativas do perfil de proteinas presentes em eixos

embrionarios de sementes k& brauna sem embebicdo (sementes secas-controle),
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embebidas em aguam solucdo osmoética induzida por NaCl (-0,4 MPa) e em solucao

osmotica induzida por PEG (-0,4 MPa) por 3, 5 e 7 dias, totalizando 10 tratamentos.

A comparagdo entre os 10 tratamentos revelou que 64 proteinas foram

significativamente diferentes em abundancia (% de volume normalizado, p<0,05 de

acordo com a ANOVA e pelo menos 3,5 x de diferenca com relacdo ao Qoratsole

quais foram excisados dos géis 2-DE (Figura 12) e analisados por enpétirale
massa (MALDI-TOF-TOF MS/MS).
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Figura 12. Imagem de um gel 2-DE representativo de proteinas de eixos emimsonari

de sementes ddelanoxylon brauna, mostrando a posi¢cao dos 64 spots excisados para
analise de espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF MS/MS).

Foram identificados nove spots a partir dos espectros obtidos. Liu et al. (2009)

também tiveram baixa cobertura na identificacdo de proteinasdestrde embrido e

endosperma de sementes Jitropha curcas usando MADI-TOF-MS e José et al.

(2011) em sementes ddagnolia ovata. Balbuena et al. (2011b) destacam que em

tecidos de espécies tropicais sdo frequentemente encontrados elaiassde
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metabdlitos secundarios, principalmente compostos fenélicos (Carpetier2€05) e
parede celular rica em carboidratos, fatos que podem interferir na eletroforese.

Dentre os 64 spots, 10 del@h,6%) foram positivamente regulados durante a
embebicdo em &gua, nenhum exclusivo para estresse salino, 4 spots (6,3%)
positivamente regulados para sementes secas e estresse hidapots 2(3,1%)
regulados positivamente durante a embebicdo em agua e estrasses sé8 spots
(75%) regulados positivamente em sementes secas e durante estigssee Fsalino.

As proteinas identificadas sdo apresentadas com suas respabitimdancias na figura

13. Os spots foram associados estatisticamente com a entrada nodbadados
Uniprot (Tabela 3). As abundancias dos spots nao identificados sdo apresergadas na
figuras 14, 15, 16 e 17 do Anexo.

O spot 133 Phosphoglycerate kinase) manteve a abundéancia até o terceiro dia
de embebicdo em &gua e reducdo significativa durante o restante plo dem
germinacdo. Sob condicdes de estresses salino e hidrico houve manutencdo da
abundéancia de proteina durante o tempo de germinacdo, sendo iguatamento
controle (sementes secas). Estes resultados coincidem com o atladmtigédo das
sementes encontrado nas curvas de embebicdo em PEG e em NaChtegfasg®las
figuras 1 e 2. A abundancia da proteina PGK, encontrada em niveis superiores e
sementes seca e sob condicfes de estresse, sugere queise giodla ndo foi
completada, mantendo os niveis elevados até que a condicdo ambjarf@/@avel
para a germinacdo. Para a embebicdo em agua, houve reducdo de PGKentordam
protruséo radicular, indicando que o fornecimento de energia foi eficiente, promovendo
a germinacao.

O inicio da embebicdo de sementes € acompanhado pela ativacd@asde rot
respiratérias, tais como glicdlise, via das pentoses-fosfatol@ aic acido citrico
(Bewley et al., 2013). Durante a glicolise, a primeira reacdo deafdonde ATP,
através da transferéncia do grupo fosforil de 1,3-bifosfoglicerato para o Abdligda
pela enzima fosfoglicerato quinase, na qual forma ATP e 3-fosfoglic€fain e
Zeiger, 2013; Zeeman, 2015).

Desta forma, fosfoglicerato quinase (PGK) tem papel fundamental no
fornecimento de energia na forma de ATP durante a glicélise paranaadstodo
crescimento de eixos embrionariosMebrauna. Em eixos embrionarios de sementes
secas foi possivel observar abundancia de PGK. De forma similar,nestsa €oi
encontrada em eixos embrionarios de sementes se€ayadesativa (Han et al., 2014),

Acer pseudoplatanus (Pawlowski e Staszak, 2016) e em Arabidopsis thaliana
47



(Weitbrechtet al., 2011). Estes autores afirmam que enzimas relacionadasl&eglic
séo originadas atraves da traducao durante a fase de maturacdo, senddategpada
a embebicdo, justificando a presenca de PGK em sementes sexias.cAmo neste
trabalho, durante a embebi¢cdo de sementes em agua a abundanciaifta aténo
terceiro dia, ponto que antecede a protrusdo radiculgrarvy do quinto dia ocorre
reducao significativa até o sétimo dia. O embrido obtém energEgaimente atraves
da glicdlise, que ocorre nas fases inicias da embebicdo, sendo queggrdsnacao o
consumo de reservas diminui, reduzindo também a glicélise (Han et al. HO&tal.,
2015).

Sob estresses hidrico e salino houve manutencao da abundancia darRG&
todo o tempo. Sob condi¢cdes de estresse ocorreu inibicdo temporaria daeatilada
enzima, blogueando a rota da glicdlise. Por outro lado, sob estresse hidrico a
germinacao nao ocorre, sugerindo que a retomada do crescimento de eixos embrionarios
de M. brauna pode ser relacionada com alguns fatores, como a sinalizacdo de ABA. A
aplicacdo exogena de ABA induziu a atividade de enzimas glesljitcomo frutose-
bifosfato aldolase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase em sermetetidopsis
thaliana (Chibani et al.,, 2006) e &osfoglicerato quinase em sementes FBgus
slvatica (Pawtowski, 2007).

Para outras enzimas relacionadas ao fornecimento de energia como 6-
fosfogluconato desidrogenase, relacionada com a via das pentoses-fosfato, foram
observadas aumento da abundéancia desta proteina sob estresse osmstiterees
de Pisum sativa, sendo que esta enzima pode estar relacionada com a regulacédo desta
via sob condi¢Bes de estresse (Brosowska-Arendt et al., 28d#hwski e Staszak
(2016) observaram reducéo da enzfosfoglicerato quinase em eixos embrionarios de
sementes décer pseudoplatanus embebidas em solucdo de ABA quando comparada
com embebicdo em agua e giberelina. Diante disso, a glic@igmérdo de acao desta

enzima variam de acordo com os diferentes estresses e espécies (Tan et al., 2013).
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Tabela 3 Identificacdo de proteinas de eixo embrionario de semenidsldaoxylon brauna submetidas ou ndo aos estresses hidrico e salino. As
proteinas foram separadas por eletroforese bidimensional, identificadas por MALDIOK)BIgoritmo MASCOT e software SCAFFOLD.

Cobertura Teobrico Experimental
Nome da Proteina / EEITED G2 NUimero de . ch_re iz Prob da NPIV n Prob
Spot ) dados / identificacdo : ~ . Massa Massa Sequéncia dos peptideos :
(Organismo) acesso (1) sequéncia Ponto Ponto (3) 2)
Entradas (MS/MS) % molecular o elatrico MOCCUAT s pelétrico
(%) (kDa) (kDa)
. . (K)LVAQLPEGGVLLLENVR(F)  99%
133 Phosphoglycerate kinase - Uniprot/ g gm56360 168 100% 9 42,366 628 36006 6,36
[Glycine soja] Viridiplantae
(K)LASLADLYVNDAFGTAHR(A)  98%
Alpha-L-
139 arapbr'gtc;fi‘;']r?;‘gdsigzze"'ke E;‘gg; é o G7L4RG 48 92% 2 71,420 6,53 37,041 570 1 (K)SGGILGSSQIIK(R) 92%
truncatula]
196 U”Tgﬂ;ﬁgg&ge‘” Viﬁgi'glg’r:t; o AOADAOL4Q9 60 92% 1 113,608 843 54,614 5,73 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 92%
197 U”ngﬁgg&ge‘“ Viﬂ'&f&; o AOADAOL4QY 60 93% 1 113,608 843 54,463 5,69 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93%
201 U”ngﬁgg%ge‘” Viﬁgi'ggt; o AOADAOL4Q9 60 93% 1 113,608 8,43 55,220 5,64 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93%
207 U”‘Eggj";ﬁgg%ge” Vit{gi'&gt; o ADADAOL4Q9 61 93% 1 113,608 8,43 58,674 5,82 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93%
209 U”‘Eggﬁg;‘%%ge” Viﬁgilglr;;t/a o AOAOAOLAQY 64 95% 1 113608 843 58836 577 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 95%
249 d&iﬁf:s'r\‘le[?’scr‘;r;ms] Viﬁgi'&gt; o AOAL03ST37 61 95% 5 28,929 6,79 50,975 5,85 1 (K)QLKEEEEEQQWR(H) 95%
251 U”‘Egjﬁg;‘%ﬁgan Viﬁgi'&g’;t; o ADADAOL4Q9 57 90% 1 113,608 8,43 56,452 5,61 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 90%

Legenda: (1) Probabilidade de identificacdo para proteina (Scaffold); (2) Probabilidadditieag@&n para peptideo (Scaffold); (3) NPANUmero
de peptideos identificados e validados (Scaffold).
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Para o spot 13%{L-arabinofuranosidase-like protein) houve a manutencéo da
abundéncia da proteina até o terceiro dia de embebicdo de semerdgsize® a
reducdo significativa durante o restante do tempo de germinacédo. Sobdesnde
estresse salino a abundancia foi mantida até o quinto dia, sendo que no sétimo dia houve
reducdo significativa. Em condicdo de estresse hidrico a abundanpiateima foi
mantida constante ao longo do tempo de germinacéo, sendo igual ao tratamento controle
(sementes seca).

Para que ocorra a protrusdo radicular é necessario que ocorra aumento do
crescimento potencial do eixo embrionario e reducdo da resisténciaicaedads
tecidos circundantes da semente. Além disso, a atividade dgeasnzapazes de atuar
na modificacdo de parede celular do eixo embrionario e na ponta daaguicallque
ocorra expanséao celular, no endosperma lateral e na regidao micropilaregaa a
resisténcia dos tecidos envoltorios é fundamental para garantir a gémniBagvley et
al., 2013). Para sementes de bralBaages et al. (2015a) relataram varios mecanismos
que atuam para 0 crescimento do eixo embrionario, como a atividade desnzi
poligalacturonase e pectina metilesterase, paralelamente rewemento da massa
fresca e do comprimento do eixo embrionario. Juntamente com estas moegjcac
estes autores observaram enfraquecimento da regido micropilar apés 24 horas de
embebicao.

A parede celular priméaria de células vegetais é constituidmipoofibrilas de
celulose, (+4)-4-D-glucano, inseridas em uma matriz de polissacarideos, proteinas
estruturais, fenilpronanéides e uma zona de juncdo com célcio. Essaéntatniposta
por hemiceluloses (xiloglucano, xilano, glucomanano, arabinoxilano e calosesk que
ligam a celulose. Agectinas (homogalacturonano, ramnogalacturonano, arabinano,
galactano e arabinogalactano) formam a fase gel onde esta inseeida eelulose-
hemicelulose. Entre os polissacarideos pécticos, um dos mais abundamtes
ramnogalacturonano | (RG 1), que transporta cadeias longas e curtas derasbi
galactanos e arabinogalactanos ligados a residuos de ramnose. (WoHK(dt2alTaiz e
Zeiger, 2013; Carpita et al., 2015). Em arabinoxilano ou arabinano séo encontrados L-
arabinofuranoses como substituintes da cadeia Ig@ahez et al., 2009). Arabinano
(L-arabinose) esta presente na parede celular de endosperma deesedeent
Arabidopsis thaliana e Lepidium sativum (Minic et al. 2006; Lee et al. 2012). Para que
ocorra a hidrélise da cadeia desses polissacarideos é neceseati@ngima o-L-

arabinofuranosidase atue na clivagem de terminagdes nao redutores de a-L-
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arabinofuranosil e, juntamente com a-L-arabinanase, complete a degradagéo (Minic et
al., 2006).
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Figura 13. Quantidade de proteina (% volume normalizado) associada cepotes
identificados (133, 139, 196, 197, 201, 207, 209, 249 e 251) e que tiveram maior
diferenca de abundancia entre sementes secas (controle) e as Semiemetidas a
embebicdo em agua e sob estresse salino e hidrico por 3, 5 e 7 dias. Médias seguidas por
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Jaaitt (p<0,05).
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A atividade de a-L-arabinofuranosidase no endosperma micropilar, envolvida no
enfragquecimento do tecido, e na radicula, participa do alongamento celdamemtes
de Lactuca sativa (Liu et al., 2015). Estes mesmos autores verificaram a ativiceste d
enzima em sementes secas, 0 que sugere que ela pode atuar nascfaseda
germinacao, ja que houve aumento da atividade e da abundéancia de genes que codificam
esta enzima (LsARAf2 e LsSARAf7) antes da protrusdo radicular e redygds a
germinacao.

A atuacdo de o-L-arabinofuranosidase em eixos embrionariosMiebrauna
ocorre de forma similar a descrita por Liu et al. (2015). A abundancia danpretai
eixos embrionarios de sementes secas sugere a regulacdo destanaszases inicias
da germinacao. Além disso, durante a embebicdo em 4gua, a abundanaeiatifta até
o terceiro dia, ponto que antecede a protrusao radicular. Assim, a eatmotade
forma efetiva na hidrélise de polissacarideos presentes no eixo embritadlitando
o enfraguecimentoda parede celular, o que faciltou a expansdo celular e,
consequentemente, a retomada da expanséo do eixo embrionario.

O comportamento sob estresse salino foi similar quando comparado com a
embebicdo em &gua, porém, com atraso na reducdo da abundancia da proteina,
coincidindo com a germinacgédo nesta condi¢do, ja que houve retardo daagéomiO
aumento dos niveis de pectina em cultivar de soja tolerantd goaselo comparado
com a cultivar sensivel, sugere-se que esta resposta é pgsitiwacrescimento
radicular sob estresse salino (An et al., 2014). Em contrapartida, sobeebfkE,
houve manutencéo da abundancia da proteina em eixos embrionarios de sdmhntes
brauna durante os setes dias de embebicdo. Desta forma, a atividadeteadstal -
arabinofuranosidase em eixos embrionariodVddorauna sob estresse hidrico sugere
protecdo celular, relacionada a regulacdo osmatica e ao controle do cresciment

Os spots 196, 197, 201, 207, 209 e 251 foram identificados como
Uncharacterized protein, porém com funcdo molecular referente a reserva nutricional
A partir da ferramenta BLAST do site Uniprot, foi encontrada proteinaasirai
conglutin beta 5 (Cucumis melo), com 75,8% de identidade, sendo esta uma proteina de
reserva. De maneira geral, houve manutencao da abundancia até o terceiro dia e reducao
significativa destes spots a partir deste ponto para embebicaguemPér outro lado,
sob condicdo de estresse hidrico, a manutencdo da abundancia de pfoiteina,
semelhante ao tratamento controle (sementes secas). Sob condisGesde salino, o
comportamento foi intermediario, sendo que a reducgéo foi significativa, poyém

reducdo mais gradativa ao longo do tempo quando comparada com seméetadas
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em aguaEstes resultados confirmam que a abundancia destas proteinas esta relacionada
ao atraso da hidratacdo das sementes, encontrado nas curvas dedendmEG e

em NaCl, representadas pelas figuras 1 e 2. Logo, a abundancia da protéina es
relacionada a disponibilidade hidrica de cada tratamento.

Durante a germinacdo de sementesMiebrauna em agua, a abundancia de
conglutina em eixos embrionarios decresce durante o tempo. Entre o tergeadoe
dia de embebicao ocorre o inicio da protruséo radicular, sendo que d@aguinto dia
a abundancia decresceu significativamente, sugerindo que as reservasodo e
embrionario foram utilizadas, acumuladas durante as fases de deseentivitas
sementes. A partir deste ponto a fonte de aminoacidos provem dos cotilédones
mobilizacdo de reservas ocorre de forma ordenada pelo tempo e espaco, seoidd esse
para a biossintese de metabdlitos energéticos durante a germinagétoa(GR2016).
Durante o estresse salino, 0 comportamento foi similar, porém, como ocosceretra
germinacao o consumo de conglutinas € menos efetivo quando comparado cem a ag
Em contrapartida, sob estresse hidrico ocorre manutencédo da abundancidutima&ong
sendo entéo inibida nesta condicgéo.

A ocorréncia de multiplospots relacionados a mesma proteina, principalmente
proteinas de reserva como vicilina, legumina, cruciferina, globulina, entras
formas, é relatada em varios trabalhos de analise proteémica emes(desé et al.,
2011; Balbuena et al., 2011a; Huang et al., 2012; Martins et al., 2016; Gu2€x18).
Todos estes autores relatam que modificacbes poOs-transducionais podem gexar nov
spots, podendo alterar o ponto isoelétrico, tamanho e a massa destas proteinas. Balbuena
et al. (2011a) refere-se também a possibilidade de existéncia de isofierwiadina e
ao catabolismo de proteinas. Além disso, nota-se variagdo dos pontdsdssglel) e
massas moleculares destas proteinas (Tabela 3). Esta variabg@mtaerificada por
Martins et al. (2016), ocorre devido a protedlise de proteinas sulieimg alternativo
(Gallardo et al., 2002; Farinha et al., 2011). Além dissoheterogeneidade da
composicdo de vicilinas pode ser devido as diferentes subunidades quena® for
(O’Kane et al., 2004). Outro fator referente as variagdes entre massa molecular teérica e
pratica é a possibilidade da proteina identificada pelo banco ser apenas um fragmento de
proteina, como é o caso da proteina annexina, identificada neste trabalho.

As conglutinas sdo membros da familia das vicilinas ou 7S globutiresentes
em varias espécies de Fabaceae, representam uma das mais ebumdairicipais
fontes de reservas em sementes de dicotiledobemariti e Gius, 1997; Sheoran et al.,

2005; Foley et al., 20)5Proteinas de reserva em sementes tem papel fundamental
53



durante a germinacdo e o estabelecimento de plantulas, como fomendécédos e
nitrogénio (Yacoubi et al., 2011s aminoacidos séo destinados ao desenvolvimento
do eixo embrionario e utilizados para sintese de outras enzimas e gresthudurais,
sendo que a mobilizacdo de reservas pode ser alterada de acordo conmeSeBut
ambientais (Tan et al., 2013). Em condicdes de estresse, ha aumento dacédueda
proteinas de reserva, como legumina para sementes dorme/iebidiepsis thaliana
(Chibani et al., 2006) e vicilina e globulina para sementegedanays submetidas a
dessecacado (Huang et al., 2012). Segundo os autores ha reducao de enzinsas,protea
responsaveis pelo metabolismo de proteina e responsivas ao estresse bidticme abioti

Para o spot 249A0nexin) houve manutencdo da abundéancia de proteina até o
terceiro dia de embebicdo de sementes em agua e reducaccaigaifidurante o
restante do tempo de germinacdo. Sob condigcbes de estresse salino e ahidrico
abundancia de proteina foi mantida constante ao longo do tempo de germinat@o, se
semelhante ao tratamento controle (sementes seca).

Anexinas sao proteinas capazes de interagir de forma seletiva evadente
com fosfolipidios, na presenca de ions de calcid'jGaestdo presentes em todos os
eucariotos (Gerke et al. 2005; Clark et al., 2012). Apresenta multifungdeare=lul
como divisao celular, transporte celular, interacdes entre membrana® exalctose,
reparo de membrana, sinalizacdo celular para diversos processosscieer,
desenvolvimento e em resposta a diferentes estresses (Mortime2608|Konopka-
Postupolska, et al., 2011; Clark et al., 201Ra associagdo com membranas
plasmaticas as anexinas tém a capacidade de serem solUviésicps e integrais
(Ladokhin e Haigler, 2005 Podem ainda ser encontradas em diversos compartimentos
celulares, como o cloroplasto, a parede celular, no complexo de golgiitoe@narias,
no nucleo celular, no peroxissomo, nos reticulos endoplasmatico rugoso e liso e no
vacuolo (Mortimer et al., 2008).

Acumulo de EROs pode causar danos oxidativos em membranas (peroxidacao
de lipidios), proteinas e DNA (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004; Foyewoetdl, 2005).
Sob estresses hidrico e salino ocorrem a producdo de EROs e, consequentemente,
aumento da peroxidacao de lipididgeill et al. 2002) A membrana plasmética pode ser
uma fonte de EROs por meio do NADPH oxidase, na qual produz anion superéxido
pela transferéncia de elétrons de NADPH citoplasmatico para oxig&endo
dismutado posteriormente dhO, e G (Marino et al., 2012). Anexina forma canais de
calcio que sdo ativados pelos niveis extracelulares de BR®D®tka-Postupolska et

al., 2009; Laohavisit et al., 201Daohavisit et al., 2012). Além disso, anexina pode ter
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papel na modulacdo de,®, via sistema antioxidanteggor meio do aumento da
atividade das enzimas SOD e CAT e por proteinas dependentesidgCBIEK24),
em reposta ao estresse abiodtico (Qiao et al.,, 2015). De formaaa evéstresse
oxidativo, anexinas também tém atividade similar a enzima pesaxidme atua na
manutencao dos niveis dg®3 (Gorecka et al.,2005; Clark et al., 2012)

Eixos embrionarios de sementes secasMddérauna possuem abundancia de
anexina. Apos embebigcdo em 4gua a manutencdo de anexina ocorrezregémdia,
com reducgdoposterior Ela atua no controle dos niveis de EROs nas fases inicias da
germinacao, principalmente antes da protrusdo radicat@rgue o sistema de defesa
antioxidante seja ativadeomo indicadgpela reducdo dos niveis de® e MDA e
aumento das enzimas SOD, CAT, APX e POX apdés a embebicdendentss.
Semenlhante M. brauna, Han et al. (2014) detectaram abundancia de anexina em
sementes secas @eyza sativa e posterior reducdo durante a germinacao de sementes.
Por outro lado, em condicbes de estresses hidrico e salino houve manutencdo da
abundéancia de anexina em eixos embrionaridd.d@auna. Sugere-se que a exposicao
de sementes ao estresse hidrico e salino pode gerar producdo de ERQsdPooém
sistema de defesa antioxidante ndo € ativado, os niveis de aséginaantidos
elevados para manter a homeostase celular desde o inicio da embefgigénindo o
estresse oxidativo. Fato que pode ser confirmado pelos niveisQdeeHMDA, que
reduziram sob condi¢cbes de estresse hidrico e s@iesta forma, anexina pode ter
papel fundamental no controle de EROs, sendo importante na sinalizelcdar
durante a germinacdo e em resposta ao estresse hidrico e salind. ala(2@16)
estudaram a expressao de quatro genes de anexina (BrANNEXIN) durante a germinacao
de sementes dBrassica rapa submetidas a estresse térmico, frio, ABA, NaCl, PEG e
desidratacéo, havendo regulacdo positiva em todas as condi¢cfes testadasque
BrANNEXIN2 e 4 tiveram aumento da expressao em todas as condesiadass,
sugerindo que anexinas tem papel importante na adaptacdo de plantas drente a
variacbes ambientais.

Em plantas transgénicas 8elanum tuberosum, a expressédo do gene STANN1
sinalizou a relagéo entre o célcio e as EROs, podendo classifinexiasacomo uma
nova ferramenta para ser introduzida no melhoramento genético de pldimasea
aumentar a tolerancia ao estresse abidtico (Szalonek et al., 2015).aKu(2216)
também identificaram a expressdo de genes de anexifa asgivum, T. urartu, A.
tauschii and H. vulgare juntamente com elementos cis, como DRE e ABRE, envolvidos

na regulacéo de estresse abioético, induzidos por PEG, ABA, NaCl e frio.
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Sob condicdes de estresse hidrico ou apés aplicacdo de ABA, ocorreu a
superexpressao do gene AnnAtl Anabidopsis thaliana, conferindo maior tolerancia
ao estresse, sendo importante mecanismo de resposta aos estirhidaga@nJa para
mutantes de AnAtl ocorreu sensibilidade das plantas ao estréksmopka-
Postupolska et al., 2009). Sementes de linhas transgénicAsalielopis thaliana
(35S AnnAt4) tiveram maiores taxas de germinacdo do que de plantas do tipaesjlvest
mutantes simplesa@nAtl e annAt4) ou duplos mutantesarinAtlannAt4) quando
submetidas ao estresse salino (NaCl) ou exposicao ao ABA, sugerindoagéatva
de AnnAtl e AnnAt4 na resposta ao estresdeh(et al.,, 2010)Zhang et al. (2014)
relataram a superexpressdo do gene GhAnnl em plantas transgénieessypeum
hirsutum submetidas a exposicéo ao acido salicilico, metil jasmonato, ABA, R&G
e H,O,. Estes autores sugerem relacdo entre a anexina e os fitohormomespesta a
multiplos estresses, aumentando a tolerancia das plantaseasgsatinidade, visto que
tais respostas evitaram o0 estresse oxidativo pela reducdo dos dé&s MDA e
promoveram o acumulo de prolina e de agUcares, importantes reguladores de control
osmotico.

A partir da correlacdo de Spearman entre as variaveis testadag-seige
integracdo de rotas durante a germinagcao de sementes de braluna sesm@sten sob
estresse hidrico e salino (Tabelas 4, 5 e 6 - Anexo 1). Todas asgwatkEntificadas
foram responsivas principalmente ao estresse hidrico, sendo possivet oséita
marcadores em reposta ao estresse em sementes de. [Dadteca-sea anexina,
proteina multifuncional que tem atuacdo importante na tolerancizadscdes
ambientais. Assim, pode desempenhar papel chave na sinalizac@olacde de
tolerdncia ao estresse em eixos embrionérioMderauna. Entre os fitohorménios,

ABA é uma molécula também multifuncional presente em eixos emhiderde M.
brauna, principalmente em resposta ao estresse hidrico, sugerindo que o ABA pode
cooperar com as rotas de varias proteinas identificadas na regulacasciloerr® e

em resposta ao estresse, como anexina, sendo fundamental na sinadizacao
sobrevivéncia de sementes de bralina sob estresse.

Nota-se a integragdo de diferentes mecanismos envolvidos durante a
germinacdo. Para ERQ#BA, AIA, PGK, o-L-arabinofuranosidase, conglutina e
anexina, em condicfes sem estresse, a regulacdo € coordenada pnmoscpre-
formados. Apds a mobilizacdo de reservas, as modificacdes de paredsia eia
expansdo celular, que sdo reduzidos/desativados durante a embebicfooatésa@ao

radicular, a fase de transicdo entre semente e plantula € mediadatividade de
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enzimas do sistema antioxidante e pelo AC&€sob estresse hidrico, ABA, AIA e AS
juntamente com PGK, a-L-arabinofuranosidase, conglutina e anexina fazem a regulacéo
de fungbes como a divisdo celular, fornecimento de energia, modificdedesrede,
mobilizagdo de reservas e sinalizacdo para controle dos niveis deeER@nutencao

do redox celular sob estresse. Em algum momento destas rotas dotereupcao de

um dos reguladores destas rotas, evitando que o eixo embrionario cresgadgbes

de estresse. Sob estresse salino, estas enzimas e moléculpadtém de atuacdo
intermediario para a maioria das variaveis avaliadas, provam&nporque a espécie

foi classificada como moderadamente tolerante ao NaCl, pois oc@eemanacao,
porém em menores porcentagens.
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6. CONCLUSOES

Sementes embebidas em agua apresentam padrao trifasico, maiores porcentagens
de germinacgdo e taxas de crescimento do eixo embrionario em retascatamentos
sob estresse hidrico e salino.

Sob estresse salino ocorre atraso do ganho de peso de sementes, dalucdes
germinacéo e do crescimento do eixo embriongeado classificada como haldfita

Sob estresse hidrico a reducdo do ganho de peso de sementes € mais
pronunciada, a germinagdo € inibida, assim como as taxas de créscupeeixo
embrionario.

Sementes d®l. brauna sdo mais sensiveis ao estresse hidrico induzido por PEG
do que por estresse salino induzido por NacCl.

Os niveis enddgenos de ACC séo relacionados com a germinacdo desement
enquanto ABA, AIA e AS sao responsivos principalmente ao estresse hidrico;

ABA e AIA atuam de forma conjunta sob estresse hidrico, induzindo estado de
quiescéncia;

Nao ha dano oxidativo sob estresses hidrico e salino, mas a atiddade
enzimas do sistema antioxidante € reduzida nestas condicdes;

O proteoma de sementes de brauna evidencia varias rotas atuando ale form
integrada em funcdo da disponibilidade hidrica e do tempo de germinacgao.

PGK, a-L-arabinofuranosidase e conglutinas sdo temporariamente inibidos sob
estresses hidrico e salino.

Anexina pode estar relacionada ao controle dos estresses hidricmog sal
prevenindo o estresse oxidativo.

Mecanismos fisiologicos e moleculares atuam de forma conjunta e catadena
em sementes de brauna, sendo fundamentais para regular a germinagicae as

diferentes respostas sob condicfes de estresse.
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Figura 14. Quantidade de proteina (% volume normalizado) associada cgpot®eao
identificados (0, 5, 87, 99, 107, 109, 112, 113, 114, 115, 120, 122, 123, 124 e 126) e que
tiveram maior diferenca de abundéancia entre sementes secas éjontasl sementes
submetidas a embebigdo em agua e sob estresse salino e hidric por73dias.
Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo test&ott (p<0,05),

sendo que spots com tratamentos sem letras nao diferem entre si.
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Figura 15. Quantidade de proteina (% volume normalizado) associada cgpot®rdo
identificados (127, 128, 129, 137, 138, 166, 169, 182, 187, 188, 189, 190, 198, 199 e
206) e que tiveram maior diferenca de abundancia entre sementegcentale) e as
sementes submetidas a embebicdo em 4gua e sob estresse Balim por 3,5 e 7

dias. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si peloStagt-Knott
(p<0,05), sendo que spots com tratamentos sem letras ndo diferem entre si.
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Figura 16. Quantidade de proteina (% volume normalizado) associada cgpot®rado
identificados (208, 230, 231, 232, 250, 254, 258, 285, 286, 287, 288, 289, 294, 296 e
297) e que tiveram maior diferenca de abundancia entre semente¢cestele) e as
sementes submetidas a embebicdo em 4gua e sob estresse Balim por 3,5 e 7

dias. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si peloStadt-Knott
(p<0,05), sendo que spots com tratamentos sem letras ndo diferem entre si.
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Figura 17. Quantidade de proteina (% volume normalizado) associada cgpot®sao

identificados (306, 307, 313, 321, 329, 335, 336, 353, 354 e 355) e que tiveram maior
diferenca de abundancia entre sementes secas (controle) e as Semiemietidas a
embebicdo em agua e sob estresse salino e hidrico por 3, 5 e 7 dias. Médias seguidas por

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Faaitt (p<0,05), sendo que spots com
tratamentos sem letras ndo diferem entre si.
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Tabela 4 Coeficientes de correlacdo de spermagnefitre os valores médios de tempo, ganho de peso (GP), germinacéao (G), gresoidio (PE),
comprimento do embrido (CE), MDA, perdxido de hidrogénio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ABCAS&, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK),
a-L-ArabinofuranosidaseARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em semente®eakanoxylon brauna durante germinacédo em agua.

TEMPO | GP | G |PE | CE |[MDA |PERO |SOD |CAT |APX |POX |ACC | AIA | AS |ABA |PGK |/ARAB |CONG |ANEX
TEMPO 10,09/120(20|(-10}| -10 10|08} 10|10/|0,2|-08|-10|-08]|-08]| -1,0 -0,6 | -1,0
GP 1,0 o9(10(10|-10| -10|10/08|10|10| 02 -08|-10)|-08|-0,8| -1,0 -0,6 | -1,0
G 0,9 0,9 09/09(-09| 09 09/0909|09)|03|-06|-09]|-09|-09]| -09 -0,7 -0,9
PE 1,0 1,009 10(-10,-10 10|08 |10|10|02|-08|-10/|-0,8|-08]| -1,0 -0,6 | -1,0
CE 1,0 1009 |10 -10| -10 (1008 | 10|10 |02 |-08|-10/|-0,8|-08]| -1,0 -0,6 | -1,0
MDA -1,0 -1,0(-0,9 |-1,0|-1,0 10 |-10,08|-10,-10/|-0,2| 08| 10 08 | 0,8 1,0 0,6 1,0
PERO -1,0 -1,0/-0,9 |-1,0/-1,0| 1,0 -10|-08|-10/|-10/|-0,2| 08| 10 08 | 0,8 1,0 0,6 1,0
SOD 1,0 10/09/10/10| -10 | -1,0 0810|110 |02|-08|-10|-08]|-08]| -1,0 -0,6 | -1,0
CAT 0,8 08/09/08/08|-08]| -0,8 | 0,8 080804 )-04-08|-10]|-10]| -0,8 -0,8 | -0,8
APX 1,0 10/09/10,10|-10 | -10 | 1,0 | 0,8 10,0208 -10,-0,8|-08| -1,0 -0,6 | -1,0
POX 1,0 10,09/120,10|-10| -10 |10 | 08 | 1,0 02 |-08(-10|-08]|-08]| -1,0 -0,6 | -1,0
ACC 0,2 0203|0202 02| -02 |02]|04)| 02| 0,2 -04|-02|-04]|-04| -0,2 0,2 -0,2
AlA -0,8 -0,8-0,6 |-0,8/-0,8| 0,8 o8 (-08|-04)|-08|-08]|-04 08|04 |04| 08 0,0 0,8
AS -1,0 -1,0(-0,9-1,0/-1,0| 1,0 10 |-10-08|-10-10|-0,2| 0,8 08 | 0,8 1,0 0,6 1,0
ABA -0,8 -0,8-0,9|-0,8/-0,8| 0,8 o8 (-08|-10,-08|-08|-04| 04 0,8 10| 0,8 0,8 0,8
PGK -0,8 -0,8|-0,9-0,8/-0,8| 0,8 o8 [08|-10|-08|-08|-04| 04|08 | 1,0 0,8 0,8 0,8
ARAB -1,0 -1,0/-0,9-1,0/-1,0| 1,0 10 /-10,-08-10|-10(-02| 08 | 10 | 0,8 | 0,8 0,6 1,0
CONG -0,6 -0,6 [-0,7 |-0,6|-0,6 | 0,6 o6 |06|-08|-06|-06|02)|00)|06 ) 08|08/, 06 0,6
ANEX -1,0 -1,0(-0,9|-1,0/-1,0| 1,0 10 (-10,-08-10-10(-0,2| 08 | 10 | 0,8 | 0,8 1,0 0,6
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Tabela 5 Coeficientes de correlacdo de spermgnefntre os valores meédios de tempo, ganho de peso (GP), germinacéao (G), graboido (PE),
comprimento do embrido (CE), MDA, perdxido de hidrogénio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ABCAS8, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK),
a-L-ArabinofuranosidaseARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em sementeMdkanoxylon brauna durante germinacdo sob estresse
hidrico.

TEMPO | GP | G | PE | CE MDA |PERO|SOD |CAT |APX |POX|ACC | AIA | AS |ABA |PGK |ARAB |[CONG |ANEX
TEMPO 1,00 0,20|0,40|-1,00| -1,00 | 1,00 |-0,40| 0,60 | 1,00 |-0,80| 0,40 | 0,80 |-0,80| 0,20 | -0,40 | -0,20 | 0,80
GP 1,00 0,20|0,40|-1,00| -1,00 | 1,00 |-0,40| 0,60 | 1,00 |-0,80| 0,40 | 0,80 |-0,80| 0,20 | -0,40 | -0,20 | 0,80
G
PE 0,20 |0,20 0,80/ -0,20| -0,20 | 0,20 |-0,80|-0,20| 0,20 |-0,40]| 0,80 | 0,40 |-0,40|-0,60| -0,80 | 0,60 | 0,40
CE 0,40 |0,40 0,80 -0,40| -0,40 | 0,40|-0,40| 0,40 | 0,40 -0,80| 1,00 | 0,20 |-0,20|-0,80| -1,00 | 0,80 | 0,20
MDA -1,00 |-1,00 -0,20/-0,40 1,00 |-1,00| 0,40|-0,60|-1,00| 0,80 |-0,40|-0,80| 0,80 |-0,20| 0,40 | 0,20 | -0,80
PERO | -1,00 |-1,00 -0,20/-0,40| 1,00 -1,00| 0,40|-0,60|-1,00| 0,80 |-0,40|-0,80| 0,80 (-0,20| 0,40 | 0,20 | -0,80
SOD 1,00 |1,00 0,20|0,40|-1,00| -1,00 -0,40| 0,60 1,00 |-0,80| 0,40 | 0,80 |-0,80| 0,20 | -0,40 | -0,20 | 0,80
CAT -0,40 |-0,40 -0,80/-0,40| 0,40 | 0,40 |-0,40 0,40 |-0,40| 0,20 |-0,40|-0,80| 0,80 | 0,00| 0,40 | 0,00 | -0,80
APX 0,60 |0,60 -0,20| 0,40 | -0,60| -0,60 | 0,60 | 0,40 0,60 |-0,80| 0,40 0,00 | 0,00 |-0,20| -0,40 | 0,20 | 0,00
POX 1,00 | 1,00 0,20|0,40|-1,00| -1,00 | 1,00 |-0,40| 0,60 -0,80| 0,40 0,80|-0,80| 0,20 | -0,40 | -0,20 | 0,80
ACC -0,80 |-0,80 -0,40/-0,80| 0,80 | 0,80 |-0,80]| 0,20 |-0,80-0,80 -0,80|-0,40| 0,40 0,40 | 0,80 | -0,40 | -0,40
AlA 0,40 |0,40 0,80|1,00|-0,40| -0,40 | 0,40|-0,40| 0,40 | 0,40 |-0,80 0,20|-0,20(-0,80| -1,00 | 0,80 | 0,20
AS 0,80 |0,80 0,40 0,20|-0,80| -0,80 | 0,80(-0,80| 0,00 | 0,80 |-0,40| 0,20 -1,00| 0,40 | -0,20 | -0,40 | 1,00
ABA -0,80 |-0,80 -0,40|-0,20| 0,80 | 0,80 |-0,80| 0,80 0,00 |-0,80/| 0,40 |-0,20|-1,00 -0,40| 0,20 | 0,40 | -1,00
PGK 0,20 |0,20 -0,60/-0,80| -0,20| -0,20 | 0,20 0,00 |-0,20| 0,20 | 0,40 |-0,80| 0,40 |-0,40 0,80 | -1,00 | 0,40
ARAB -0,40 |-0,40 -0,80/-1,00| 0,40 | 0,40 |-0,40| 0,40 |-0,40|-0,40| 0,80 |-1,00|-0,20| 0,20 | 0,80 -0,80 | -0,20
CONG | -0,20 |-0,20 0,60|0,80| 0,20 | 0,20 |-0,20]| 0,00 0,20 |-0,20(-0,40| 0,80 |-0,40| 0,40 |-1,00| -0,80 -0,40
ANEX 0,80 |0,80 0,40|0,20|-0,80| -0,80 | 0,80 |-0,80| 0,00 | 0,80 |-0,40| 0,20| 1,00 (-1,00| 0,40 | -0,20 | -0,40
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Tabela 6 Coeficientes de correlacdo de spermgnefitre os valores médios de tempo, ganho de peso (GP), germinacao (G), gresoido (PE),
comprimento do embrido (CE), MDA, perdxido de hidrogénio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ABCAS8, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK),
a-L-ArabinofuranosidaseARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em sementedMédkanoxylon brauna durante germinacdo sob estresse
salino.

TEMPO | GP | G | PE | CE |MDA |PERO |SOD |CAT |APX |[POX|ACC | AIA | AS |ABA |PGK |ARAB |[CONG |ANEX
TEMPO 1,00/0,95|1,00|1,00|-1,00| -1,00 | 1,00| 0,80 | 1,00 1,00 | 0,40 |-0,60(-1,00|-1,00|-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
GP 1,00 0,95|100|1,00|-1,00| -1,00 |{1,00|0,80|1,00]| 1,00 0,40 |-0,60/-1,00/-1,00(-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
G 0,95 |0,95 0,95/0,95|-0,95| -0,95 |{0,95|0,95|0,95| 0,95 | 0,63 |-0,74|-0,95|-0,95|-0,95| -0,63 | -0,95 | -0,95
PE 1,00 |1,00|0,95 1,00|-1,00| -1,00 |1,00|0,80| 1,00 1,00 | 0,40 |-0,60(-1,00(-1,00|-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
CE 1,00 |1,00|0,95|1,00 -1,00| -1,00 | 1,00| 0,80 1,00 | 1,00 | 0,40 |-0,60(-1,00|-1,00|-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
MDA -1,00 |-1,00|-0,95|-1,00|-1,00 1,00 (-1,00/-0,80|-1,00|-1,00|-0,40|0,60|1,00|1,00|1,00| 0,80 | 1,00 | 0,80
PERO | -1,00 |-1,00/-0,95|-1,00|-1,00| 1,00 -1,00{-0,80/|-1,00|-1,00/-0,40| 0,60 | 1,00 | 1,00 | 1,00| 0,80 | 1,00 | 0,80
SOD 1,00 |/1,00|0,95|1,00|1,00|-1,00| -1,00 0,80/1,00|1,00|0,40|-0,60(-1,00{-1,00(-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
CAT 0,80 |0,80|0,95|0,80|0,80|-0,80| -0,80 | 0,80 0,80 0,80/ 0,80 |-0,80/-0,80(-0,80|-0,80| -0,40 | -0,80 | -1,00
APX 1,00 |/1,00{0,95/1,00|1,00-1,00| -1,00 | 1,00 0,80 1,00 0,40|-0,60/-1,00|-1,00/-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
POX 1,00 |{1,00|{0,95|1,00|1,00|-1,00| -1,00 |1,00|0,80| 1,00 0,40 |-0,60(-1,00(-1,00|-1,00| -0,80 | -1,00 | -0,80
ACC 0,40 |0,40/0,63|0,40|0,40|-0,40| -0,40 | 0,40|0,80| 0,40 0,40 -0,40/-0,40/-0,40(-0,40| -0,20 | -0,40 | -0,80
AlA -0,60 |-0,60|-0,74|-0,60|-0,60| 0,60 | 0,60 |-0,60|-0,80|-0,60|-0,60/-0,40 0,60|0,60|0,60| 0,00 | 0,60 | 0,80
AS -1,00 |-1,00|-0,95|-1,00|-1,00| 1,00 | 1,00 |-1,00(-0,80|-1,00/-1,00(-0,40] 0,60 1,00|1,00| 0,80 | 1,00 | 0,80
ABA -1,00 |-1,00|-0,95/-1,00|-1,00| 1,00 | 1,00 |-1,00(-0,80/-1,00/-1,00(-0,40/| 0,60 | 1,00 1,00 0,80 | 1,00 | 0,80
PGK -1,00 |-1,00|-0,95/|-1,00|-1,00| 1,00 | 1,00 |-1,00|-0,80|-1,00(-1,00|-0,40| 0,60 | 1,00 | 1,00 0,80 | 1,00 | 0,80
ARAB -0,80 |-0,80/|-0,63/|-0,80|-0,80| 0,80 | 0,80 |-0,80|-0,40|-0,80(-0,80|-0,20{ 0,00 | 0,80 | 0,80 | 0,80 0,80 | 0,40
CONG | -1,00 |-1,00/-0,95/|-1,00|-1,00| 1,00 | 1,00 |-1,00{-0,80|-1,00(-1,00|-0,40|0,60|1,00|1,00|1,00| 0,80 0,80
ANEX -0,80 |-0,80|-0,95/-0,80|-0,80| 0,80 | 0,80 |-0,80|-1,00|-0,80|-0,80/|-0,80|0,80|0,80|0,80|0,80| 0,40 | 0,80
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