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RESUMO 

 

MATOS, Antônio César Batista, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro de 
2017. Análise fisiológica e molecular da germinação de sementes de brauna 
(Melanoxylon brauna Schott) sob estresses hídrico e salino. Orientador: Eduardo 
Euclydes de Lima e Borges. Coorientador: Anderson Cleiton José. 

 

Estresses abióticos, como seca e salinidade, influenciam a sobrevivência das plantas. A 

germinação de sementes é um dos pontos críticos durante o ciclo de vida das plantas. 

Mecanismos de resposta a nível fisiológico e molecular são escassos para sementes de 

espécies arbóreas como Melanoxylon brauna. O presente trabalho teve por objetivo 

investigar os efeitos dos estresses hídrico e salino durante a germinação de sementes de 

braúna. Avaliou-se as curvas de embebição e a germinação nos potenciais de 0, -0,2, -

0,4, -0,6 e -0,8 Mpa (PEG e NaCl). Para as demais análises utilizou-se o potencial de 

0,0 e -0,4 MPa, no qual foram avaliados peso fresco e comprimento do eixo 

embrionário, fitohormônios, peroxidação de lipídios (MDA), produção de ânion 

superóxido (O2
.-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), ação do sistema antioxidante, pela 

atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do 

ascorbato (APX) e peroxidase (POX) e análise proteômica para elucidar os mecanismos 

de resposta sob estresse. Para sementes do grupo controle foi possível observar padrão 

trifásico de embebição, maiores porcentagens de germinação e taxas de crescimento do 

eixo embrionário em relação aos tratamentos sob estresse hídrico e salino. Em 

condições salinas houve atraso do ganho de peso de sementes, reduções da germinação 

e do crescimento do eixo embrionário, sendo classificada como halófita. Sob estresse 

hídrico ocorre redução mais drástica do ganho de peso de sementes, a germinação é 

inibida, bem como o crescimento do eixo embrionário. Sementes de M. brauna são mais 

sensíveis ao estresse hídrico do que ao estresse salino. Níveis endógenos de ACC foram 

superiores após a germinação de sementes. Níveis endógenos de ABA, AIA e AS foram 

superiores em resposta ao estresse hídrico. ABA e AIA induzem um estado de 

quiescência sob condições de estresse hídrico. Não houve danos oxidativos pelos dados 

de MDA. Ocorreram reduções dos níveis de H2O2 e MDA durante o tempo. Proteínas 

como PGK, α-L-arabinofuranosidase e conglutina são temporariamente inibidas sob 

estresses hídrico e salino. Anexina pode estar relacionada ao controle dos estresses 

hídrico e salino. Mecanismos fisiológicos e moleculares atuam de forma integrada em 

sementes de braúna, sendo fundamentais para explicar a germinação e as diferentes 

respostas sob condições de estresse. 
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ABSTRACT  

 

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

 

Abiotic stresses, such as drought and salinity, affect the survival of plants. Seed 

germination is one of the critical points during the plant life cycle. Mechanisms of 

response at physiological and molecular levels are scarce for seeds of forest species 

such as Melanoxylon brauna. The objective of this study was to investigate the effects 

of water and saline stress during a germination of Brauna seeds. The imbibition curves 

and germination were evaluated in the potentials of 0,0; -0.2; -0.4; -0.6 and -0.8 MPa 

(PEG and NaCl). For the subsequente analyses the potential of 0.0 and -0.4 Mpa were 

used, in wich were evaluated fresh weight and embryo axis lenght, phytohormones, 

lipid peroxidation (MDA), superoxide anion (O2
.-) and hydrogen peroxide (H2O2) 

production, antioxidant system by enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and peroxidase (POX), and proteomic 

analysis to elucidate the mechanisms of stress response. For seeds of control group was 

possible to show the phases of imbibition, germination increases and higher growth 

rates of the embryonic axis in relation to the treatments under water and saline stress. 

Under saline stress, there was delay of seed weight gain, germination reductions and 

lower growth rates of the embryonic axis, classified as halophyte. Under water stress a 

drastic reduction of seed weight gain occurs, germination was inhibited, as well as 

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. Endogenous levels of 

ABA, AIA and AS were higher in response to water stress. ABA and AIA induce a state 

of quiescence under water stress. There was no oxidative damage from MDA data. 

H2O2 and MDA levels decreases over the time. Proteins such as PGK, α-L-

arabinofuranosidase and conglutin are temporarily inhibited under water and saline 

stress. Annexin may be related to the control of water and saline stresses. Physiological 

and molecular mechanisms act in an integrated way in Brauna seeds, being fundamental 

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

 

 A entrada de água pela semente é o passo inicial da germinação, caracterizada 

pela fase I, através de um processo físico, em que a absorção de água pela semente 

ocorre devido à diferença de potencial hídrico entre a semente seca e o meio de 

hidratação. Após a embebição inicial, o conteúdo de água permanece estável, porém, 

ocorre a retomada dos processos metabólicos, denominada de fase II (Bradford, 1986; 

Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 2013). A retomada do metabolismo garante a 

transição para a fase III, quando ocorre o aumento do conteúdo de água e a protrusão 

radicular (Bradford, 1986; Galland et al., 2014). Desta forma, a embebição de sementes 

normalmente apresenta um padrão trifásico (Bradford, 1986; Bewley et al., 2013). 

 Em condições de estresse hídrico e salino, o potencial hídrico do solo diminui, 

limitando a disponibilidade de água e a germinação de sementes. A exposição de 

sementes a solutos osmóticos, como polietileno glicol (PEG) ou sais, é uma estratégia 

capaz de simular tais situações durante a germinação como ocorre no ambiente (Vallejo 

et al., 2010). O PEG é um polímero inerte, que se liga à água com uma cadeia 

impermeável não iônica, capaz de gerar um potencial osmótico negativo devido à 

presença de grupos hidroxilas ligadas ao polímero, e assim, simular uma condição de 

estresse hídrico (Michel e Kaufmann, 1973; Henning, 2002). A exposição ao NaCl, por 

exemplo, causa estresse osmótico, e efeitos tóxicos devido ao acúmulo dos íons Na+ e 

Cl- nos tecidos das plantas (Munns e Tester, 2008). Logo, a redução do potencial 

hídrico, independente do agente osmótico, promove atraso da germinação e a 

permanência das sementes na fase II por tempo indeterminado, já que estas tem 

absorção mais lenta de água. E consequentemente, ocorre a restrição da protrusão 

radicular (Bradford, 1986; Bewley et al., 2013). 

 A seca e a salinidade estão entre os principais estresses abióticos que 

comprometem o desenvolvimento das plantas e a produtividade vegetal (Tester e 

Langridge, 2010; Agarwal et al., 2013). Fatores como intensidade do estresse, espécie 

vegetal e estádio de desenvolvimento da planta influenciam a susceptibilidade das 

plantas às condições de estresse (Llanes et al., 2016). Entre as moléculas responsáveis 

pela regulação dos processos fisiológicos, bioquímicos e moleculares das plantas, seja 

em condições de estresse ou não, podemos destacar os fitohormônios entre as mais 

importantes neste controle (Fatma et al., 2013). Giberelina (GA) e ácido abscísico 

(ABA) atuam de forma antagonista durante a germinação de sementes. A dormência é 

induzida pelo ABA e superada pela síntese de GA (Daszkowska-Golec, 2011). A 
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biossíntese de ABA é controlada pela enzima 9-cis-epoxy-carotenoid dioxygenases 

(NCEDs) e degradado por 8’-hydroxylases (CYP707As) (Okamoto et al., 2006; Seo et 

al., 2006). A biossíntese de GA é controla pelas enzimas GA20 e GA3, enquanto GA2 

oxidase regula sua degradação (Ogawa et al., 2003). A sinalização e interação entre os 

fitohormônios são fundamentais para os processos fisiológicos que ocorrem durante a 

germinação (Kucera et al., 2005). O ABA também é um dos principais componentes de 

sinalização e regulação de fatores de transcrição responsivos ao estresse (Zhu et al., 

2010). 

 As plantas sob condições de estresses abióticos como a seca, salinidade, altas e 

baixas temperaturas e inundações estão sujeitas a danos oxidativos pela produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (Gill e Tuteja, 2010). As EROs são formas 

reduzidas do oxigênio molecular (O2), altamente reativas e que podem causar estresse 

oxidativo a diversos componentes celulares, incluindo cloroplastos, mitocôndrias, 

membrana plasmática, peroxissomos, parede celular e apoplasto. Dentre esses, podemos 

citar o ânion superóxido (O2
.-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxila 

(OH) e o oxigênio “singleto” (O.) (Mittler, 2002). Para reduzir ou eliminar os danos 

oxidativos causados pelo acúmulo de EROs, as plantas possuem um sistema 

antioxidante composto por enzimas, entre elas podemos citar a dismutase do superóxido 

(SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e as peroxidases (POX) 

(Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010).  

 Além disso, para elucidar os mecanismos de resposta das sementes aos 

diferentes estresses abióticos, técnicas pós-genômicas como a proteômica tem se 

mostrado valiosa para ajudar na compreensão de tais mecanismos, como a sinalização e 

rotas metabólicas envolvidas (Tan et al., 2013). Desta forma, o estudo do proteoma de 

sementes é fundamental para o conhecimento de mecanismos reguladores da 

germinação e de tolerância a estresses abióticos, ainda mais diante do cenário de 

mudanças climáticas e eventos ambientais extremos. 

 Para sementes de espécies arbóreas nativas, existe um potencial ainda pouco 

explorado, principalmente com pesquisas a nível molecular. Entre as espécies arbóreas 

nativas, podemos citar Melanoxylon brauna, conhecida braúna ou braúna-preta, e 

pertencente à família Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae (Oliveira-Filho, 2006; 

Carvalho, 2010). Devido à qualidade de sua madeira e intensa exploração, a espécie faz 

parte da lista oficial das espécies da flora brasileira ameaçadas de extinção (IBAMA, 

2008). 
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 Assim, diante deste contexto, é possível enumerar as seguintes hipóteses: 

1 - A exposição de sementes de braúna a estresses abióticos, como estresses hídrico e 

salino, pode atrasar ou inibir a germinação? 

2 - Sementes de braúna são mais sensíveis ao estresse hídrico ou salino? 

3 - Sob condições de estresses hídrico e salino, ocorre o acúmulo de EROs e a 

peroxidação de lipídios em sementes de braúna? 

4 - O sistema antioxidante é capaz de neutralizar possíveis danos oxidativos? 

5 - Os fitohormônios atuam em resposta ao estresse durante a germinação ou são 

inibidos? 

6 - Através do proteoma de sementes de braúna sob estresses hídrico e salino, quais 

proteínas atuam na regulação das diferentes rotas metabólicas envolvidas durante o 

processo de germinação? Em quais condições estas proteínas são induzidas/inibidas? 

7 – É possível elucidar novos mecanismos de tolerância a estresses hídrico e salino em 

sementes de braúna? 

 

2. OBJETIVO GERAL  

 

O objetivo deste projeto foi avaliar a influência do estresse hídrico e salino na 

germinação de sementes de Melanoxylon brauna sob os aspectos fisiológicos, 

bioquímicos, hormonais e do proteoma. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

Avaliar o efeito do estresse hídrico e salino durante a germinação de sementes; 

Quantificar o crescimento do eixo embrionário em condições de estresse hídrico 

e salino; 

Relacionar o estresse hídrico e salino às alterações hormonais em sementes; 

Estabelecer a relação entre o estresse hídrico e salino e as espécies reativas de 

oxigênio e MDA; 

Quantificar a atividade de enzimas do sistema antioxidante de sementes sob 

estresse hídrico e salino; 

Comparar as mudanças de abundância de proteínas em sementes sob estresse 

hídrico e salino. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 Condições climáticas, ecologia florestal e perspectivas futuras 

 

De acordo com o relatório da conjuntura dos recursos hídricos de 2014, da 

Agência Nacional de Águas (ANA), observou-se reduções nos índices pluviométricos 

que ocorrem desde 2012 para a região nordeste e 2013 para a região sudeste, em relação 

à média histórica mensal de cada região. Além disso, o nordeste brasileiro apresenta um 

agravante de ter a maior representatividade de solos salinizados do país, devido às suas 

condições climáticas, precipitação reduzida e mal distribuída (Freire e Freire, 2007). 

Em 2014, os índices de precipitações foram próximos dos mínimos já 

registrados, comprometendo os níveis dos principais reservatórios do país, afetando o 

abastecimento de água das regiões mais populosas e que mais demandam água (ANA, 

2014). O relatório sobre impactos, adaptação e vulnerabilidade às mudanças climáticas 

do Painel Intergovernamental Sobre Mudanças Climáticas (IPCC) também projetou a 

diminuição da disponibilidade hídrica, principalmente para as zonas semiáridas das 

Américas do Sul e Central (Magrin et al., 2014). 

A partir dos modelos e projeções a respeito do o clima, a temperatura máxima 

diária pode aumentar em até 8 °C durante o verão na região sudeste da América do Sul 

(IPCC, 2013). O ritmo com que estas alterações climáticas vêm ocorrendo, quando 

comparado com o processo natural de sucessão ecológica dos ecossistemas florestais, 

coloca em risco a diversidade das espécies dos ecossistemas tropicais. Resumidamente, 

com o aumento da temperatura haverá incremento da evapotranspiração, culminando 

com a diminuição da água disponível no solo. Esta alteração, por exemplo, poderá 

favorecer a substituição de biomas como a Amazônia pelo cerrado, sendo este último 

mais adaptado ao déficit hídrico, colocando em risco os demais biomas (Hutyra et al., 

2005). 

Como fator adicional, segundo relatório da Organização das Nações Unidas para 

a Agricultura e a Alimentação (FAO, 2010), durante a década de 1990 o desmatamento 

de florestas tropicais foi de aproximadamente 16 milhões de hectares por ano e de 13 

milhões de hectares na década seguinte. Os principais motivos foram a conversão de 

áreas florestais para a agricultura, infraestrutura ou por desastres naturais. O Brasil foi 

responsável por devastar 2,64 milhões de hectares por ano entre 2000 e 2010. Tal 

situação coloca em risco dois biomas brasileiros que estão na lista de Hotspots de 

biodiversidade, a Mata Atlântica e o Cerrado (Myers et al., 2000). 
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Para um cenário de variações climáticas, as sementes e mudas podem ser 

sensíveis a estas oscilações, que dependerá de alguns fatores como interações bióticas, 

genótipo, plasticidade fenotípica, ciclo evolutivo, localização geográfica, nicho 

ecológico e magnitude das variações climáticas (Dawson et al., 2011; Neale e Kremer, 

2011; Cochrane, 2016). 

 

3.2 Estresse hídrico e germinação de sementes 

 

Entre as diferentes condições de estresse abiótico, a seca é considerada a 

condição ambiental mais significante, limitando o crescimento e produtividade vegetal 

no mundo (Farooq et al., 2009). Sob condições de estresse hídrico, as plantas podem ter 

como efeitos primários a redução do potencial hídrico, desidratação celular e resistência 

hidráulica. Como efeitos secundários podem ocorrer a redução da expansão celular, 

redução das atividades celulares e metabólicas, fechamento estomático, inibição 

fotossintética, abscisão foliar, alteração da partição de carbono, desestabilização de 

membranas e proteínas, produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), citoxicidade 

iônica e morte celular (Taiz e Zeiger, 2013). 

Em sementes, a germinação inicia-se com a entrada de água e termina com a 

protrusão radicular (Bewley et al., 2013). A germinação e o estabelecimento das mudas 

são influenciados pelas características de propagação das espécies, além de estarem 

ligados a aspectos ecológicos. Devido a diferentes condições ambientais e 

susceptibilidade a danos e doenças, a germinação é considerada a fase mais crítica do 

ciclo de vida das plantas (Nonogaki et al., 2010). Sob condições de estresse hídrico, o 

crescimento do eixo embrionário é inibido em resposta ao ácido abscísico (ABA), 

prevenindo que a planta entre precocemente num estado vulnerável, já que as condições 

ambientais são desfavoráveis (Lopez-Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 2002). 

Para sementes de espécies arbóreas, Guedes et al. (2013) observaram que 

sementes de Apeiba tibourbou tiveram redução drástica da germinação entre os 

potenciais osmóticos de -0,4 e -0,6 MPa, 26 e 0% de germinação, respectivamente. Para 

o potencial osmótico de -0,4 Mpa, Poincianella pyramidalis e Anadenanthera colubrina 

tiveram 78 e 75% de germinação, respectivamente (Santos et al., 2016). Luna e 

Chamorro et al. (2016) estudaram oito diferentes espécies de sementes da família 

Cistaceae sob condições de estresse hídrico e observaram que Cistu clusii e Halimium 

viscosum foram altamente sensíveis a partir do potencial osmótico de -0,2 MPa. Para 

sementes de Erythrina falcata, Pelegrini et al. (2013), observaram redução da 
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germinação a partir do potencial de -0,4 MPa e aumento do tempo médio de 

germinação. Para sementes de Melanoxylon brauna, Corte et al. (2010) observaram 

redução da germinação a partir do potencial de -0,1 MPa, sendo que a germinação foi 

nula no potencial de -0,4 MPa. 

 

3.3 Estresse salino e germinação de sementes 

 

De acordo com a tolerância à salinidade as plantas podem ser divididas em 

glicófitas, que são capazes de crescer em solos com baixas concentrações de sal, ou 

seja, são intolerantes à salinidade e representam a maioria de espécies de plantas, e as 

halófitas, que são capazes de crescer em condições de altas concentrações de sal (≥ 200 

mM de NaCl) e representam apenas 1% da flora mundial (Flowers e Colmer, 2008). 

O estresse salino é um dos principais fatores ambientais que limitam a 

produtividade vegetal (Shabala, 2013), afetando economicamente várias regiões pelo 

mundo, reduzindo o crescimento e interferindo no metabolismo das plantas (Qadir et al., 

2008; Flowers et al., 2010; Munns e Gilliham, 2015). Entre os principais mecanismos 

utilizados pelas plantas para atenuar os danos causados pela salinidade cita-se o ajuste 

osmótico, em que as células devem acumular solutos para compensar a baixa 

disponibilidade hídrica e garantir a manutenção do turgor (Munns e Gilliham, 2015). 

A salinidade reduz a germinação de sementes, porém dependendo da 

concentração, pode induzir estado de dormência para garantir a viabilidade das 

sementes (Kazachkova et al., 2016). Estes autores observaram a indução de um estado 

de dormência para sementes de Eutrema salsugineum submetidas a estresse salino (200 

mM de NaCl). Tal fato se deve pela redução da concentração de giberelina e ácido 

abscísico (GA/ABA) e aumento da expressão dos genes reguladores de dormência, 

como RGL2, ABI5 e DOG1. Além disso, houve acúmulo de osmoprotetores e de 

reservas. De acordo com os autores, estes fatores favorecem a sobrevivência destas 

sementes em condições salinas até a chegada do período chuvoso. Santo et al. (2017) 

observaram que sementes de Brassica insularis germinam até as concentrações entre 

200 e 300 mM de NaCl. Para sementes de nabiça (Raphanus raphanistrum) e fedegoso 

(Senna obtusifolia), Pereira et al. (2014a) observaram que o potencial de -0,4 MPa foi o 

ponto crítico de germinação para estas espécies.  
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3.4 Fitohormônios e germinação de sementes 

 

Os fitohormônios são compostos químicos que tem papel fundamental no 

desenvolvimento, germinação e estabelecimento das plântulas, e atuam em diversos 

processos fisiológicos das plantas (Verma et al., 2016; Llanes et al., 2016). Em 

sementes, ABA e GAs atuam na regulação da dormência e germinação e atuam em 

resposta à percepção ambiental (Nonogaki et al., 2010; Weitbrecht et al., 2011; Rajjou 

et al., 2012; Arc et al., 2013, Miransari e Smith, 2014). Etileno, auxinas, ácido 

jasmônico, citocininas, brassinosteróides e estrigolactonas podem atuar de maneira 

positiva e negativa no controle da germinação de sementes (Llanes et al., 2016). E sob 

condições de estresse, estes hormônios tem papel fundamental na regulação da resposta, 

podendo ser complexa e integrada a outras rotas de sinalização (Verma et al., 2016; 

Llanes et al., 2016). O ABA é altamente responsivo à seca e à salinidade (Lata e Prasad, 

2011). Para Arabidopsis, Park et al. (2011) relataram que auxina atua na sinalização sob 

estresse salino e Liu et al. (2013) observaram relação estreita entre auxina e ABA no 

controle da dormência em condições adversas. Além destes, etileno e GAs estão 

envolvidos nas respostas ao estresse salino (Iqbal et al., 2013). Alonso-Ramírez et al. 

(2009) relataram o aumento da germinação de sementes de Arabidopsis sob estresse 

salino após aplicação de ácido salicílico (AS), indicando possível regulação deste 

hormônio durante o estresse. 

O avanço das pesquisas a nível molecular, somado a quantificação dos níveis 

endógenos dos reguladores de crescimento são fundamentais para entendimento dos 

processos fisiológicos durante a vida da planta. Esta interação de mecanismos, 

principalmente em condições de estresse abiótico, como seca e salinidade, amplia o 

conhecimento das respostas fisiológicas durante a germinação de sementes (Llanes et 

al., 2016). 

  

3.5 Estresse oxidativo em sementes 

 

As EROs podem ter dupla função nas plantas, seja como subproduto tóxico do 

metabolismo bem como reguladoras de inúmeros processos biológicos, tais como ciclo 

celular, crescimento, sinalização hormonal, respostas a estresses bióticos e abióticos e 

morte celular programada (Foyer e Noctor, 2005; Mittler et al., 2004; Fujita et al., 

2006). 
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Danos oxidativos podem ser minimizados pela ação de enzimas responsáveis 

pela eliminação das EROs, como dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT), 

peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidases (POX) (Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 

2010). Assim, para manter os níveis homeostáticos das EROs nas células é necessário 

que estas enzimas atuem de forma integrada (Mittler, 2002). 

A dismutase do superóxido (SOD) é uma metaloenzima localizada em diferentes 

compartimentos celulares como mitocôndrias, cloroplastos, apoplasto, citosol, 

peroxissomos e glioxissomos (Gill e Tuteja, 2010). É classificada em três famílias que 

diferem de acordo com o íon metálico, podendo ser com níquel (NiSOD), complexo de 

cobre e zinco (Cu,ZnSOD) e manganês (MnSOD) ou ferro (FeSOD) e também com a 

conformação da proteína (Miller, 2012). Representa a primeira linha de defesa contra as 

EROs, na qual realiza a dismutação do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e 

oxigênio molecular (Gill e Tuteja, 2010). 

 A catalase (CAT) é uma enzima tetramérica, localizada predominantemente nos 

peroxissomos, devido à geração de peróxido de hidrogênio pela β-oxidação de ácidos 

graxos, fotorespiração e catabolismo de purinas (Gill e Tuteja, 2010). Willekens et al. 

(1995) sugerem a classificação das catalases em função do seu padrão de expressão, 

sendo assim, divididas na classe I aquelas expressas em tecidos fotossintéticos, as da 

classe II expressas em tecidos vascularizados e as da classe III aquelas expressas em 

sementes e plântulas. Apresentam alta especificidade para H2O2, podendo converter 

aproximadamente 6 milhões de moléculas de peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio por minuto (Gill e Tuteja, 2010). 

 A peroxidase do ascorbato (APX) é uma enzima que participa do ciclo 

glutationa-ascorbato (AsA-GSH) como componente central, utiliza o ácido ascórbico 

como agente redutor e atua na remoção de peróxido de hidrogênio, formando duas 

moléculas de água e uma de dehidroascorbato (Asada, 1999; Gill e Tuteja, 2010). É 

amplamente distribuída em diferentes compartimentos celulares, como cloroplasto, 

citosol, mitocôndria, peroxissomos e apoplasto (Asada, 1992; Mittler, 2002). Tem maior 

afinidade por peróxido de hidrogênio quando comparada com catalase e peroxidase 

(Gill e Tuteja, 2010; Das e Roychoudhury, 2014), e isto sugere que APX tenha papel 

essencial no ajuste dos níveis de H2O2 e na sinalização durante o estresse, enquanto que 

a CAT é responsável pela remoção do excesso de peróxido de hidrogênio (Mittler, 

2002; Gill e Tuteja, 2010). 

 As peroxidases fazem parte de uma superfamília que contem três classes de 

peroxidases: classe I intracelulares, encontradas na maioria dos organismos vivos, 
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exceto nos animais; classe II, produzidas por fungos; e a classe III, encontradas nas 

plantas (POX) (Welinder, 1992). São amplamente distribuídas nos compartimentos 

celulares, estando associadas às paredes celulares, membranas celulares, organelas, 

vacúolos e citosol (Siegel, 1993; Passardi et al., 2005; Gill e Tuteja, 2010). As 

peroxidases utilizam o peróxido de hidrogênio para oxidar diferentes substratos (Asada, 

1992; Almagro et al., 2009). Apresentam menor massa molecular (35 kDa) e 

mobilidade mais eficiente do que a catalase (248 kDa), o que facilita sua difusão e a 

remoção de H2O2 (Siegel, 1993). Devido ao grande número de isoformas e diferentes 

mecanismos de regulação da sua expressão, atuam em diversos processos fisiológicos 

durante o ciclo de vida das plantas (Cosio e Dunand, 2009; Passardi et al., 2005). 

O processo de germinação é controlado pelas condições ambientais, logo, estes 

fatores influenciam o equilíbrio entre a produção e a remoção das EROs, sendo 

traduzida ao nível celular pelas alterações na homeostase das EROs (Bailly et al., 2008). 

Corbineau et al. (2002) observaram danos oxidativos e formação de radicais livres 

durante dessecação de sementes, confirmados pela peroxidação de lipídios e danos as 

sementes. Por outro lado, Das e Kar, (2017) observaram regulação de O2 e H2O2 em 

plantas de Vigna radiata submetidas a estresse hídrico, na qual estas EROs promoveram 

o crescimento radicular sob estresse. Matos et al. (2014) observaram redução da 

produção destas EROs em sementes de Dalbergia nigra durante a embebição em 

diferentes temperaturas. A exposição de sementes de feijão (Phaseolus vulgaris) (Abass 

e Mohamed, 2011) e cevada (Hordeum vulgare) (Cavusoglu e Kabar, 2010) à soluções 

de H2O2 aumenta a tolerância a estresses abióticos, como hídrico e salino, 

respectivamente.  

 

3.6 Análise proteômica em sementes 

 

A proteômica é uma área da biotecnologia que estuda as proteínas contidas 

numa amostra biológica em uma dada célula, tecido ou organismo (Agrawal et al., 

2015), representando imediatamente a condição testada (Gupta et al., 2015). A análise 

proteômica está entre as técnicas que mais crescem nos estudos com plantas, e é uma 

estratégia robusta na qual reflete os diferentes processos que ocorrem nos sistemas 

biológicos, promovendo o entendimento das rotas metabólicas e suas interações (Esteve 

et al., 2013). Em sementes, a análise do proteoma pode ser realizada desde o 

desenvolvimento, tolerância à dessecação, germinação, dormência e vigor (Wang et al., 

2015).  
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Uma das técnicas mais utilizadas para análise proteômica em sementes é baseada 

na separação de proteínas, via eletroforese, através do ponto isoelétrico dessas 

macromoléculas via focalização isoelétrica (IEF) na primeira dimensão, e pelo peso 

molecular, via SDS-PAGE na segunda dimensão. Para identificação e quantificação das 

proteínas pode ser utilizada a espectrometria de massas (MS) (Tan et al., 2013; Gupta et 

al., 2015). 

Em sementes de espécies arbóreas nativas do Brasil são raros os trabalhos 

realizados com base na análise proteômica, entre os quais cita-se a Hevea brasiliensis 

(Wong e Abubakar, 2005), no qual pode-se identificar a beta glucosidase e rubisco, 

antes e após a germinação. Para sementes de Ocotea catharinensis, Dias et al. (2010) 

identificaram durante o desenvolvimento de sementes proteínas como BiP (membro de 

heat shock 70 protein), endopeptidase, ATP sintase e ascorbato peroxidase. Balbuena et 

al. (2011a) identificaram proteínas como vicilina, aldolase, gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase e ATPase em embriões secos e germinados de Araucaria angustifolia. 

Para sementes de Magnolia ovata, José et al. (2011) identificaram proteínas de 

leguminas durante estudo de tolerância à dessecação. 

 

3.7 Melanoxylon brauna 

 

Recentemente foi realizada revisão sobre a distribuição de espécies arbóreas no 

mundo. O número de espécies arbóreas conhecidas atualmente é de 60065, sendo que 

45% destas estão distribuídas em apenas 10 famílias (Beech et al., 2017). Estes autores 

destacam as famílias Fabaceae, Rubiaceae e Myrtaceae como as três mais ricas em 

número de espécies. Ainda segundo os autores, o Brasil é o país com maior número de 

espécies (8715) e também com maior número de espécies endêmicas (4333). Dentre 

estas está Melanoxylon brauna, conhecida popularmente como braúna ou braúna-preta.  

É uma espécie arbórea pertencente à família Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae 

(Oliveira-Filho, 2006; Carvalho, 2010). No Brasil, tem ocorrência nos estados de AL, 

BA, DF, ES, MG, RJ e SP, principalmente em áreas de fitofisionomias do Domínio 

Atlântico, mas também pode ser encontrada em áreas do Domínio do Cerrado. Seu 

status de conservação é considerado ocasional (Oliveira-Filho, 2006). Sua madeira é 

conhecida pela qualidade e durabilidade natural (Gonzaga, 2006). Devido à intensa 

exploração e a falta de programas de reflorestamento, a espécie está incluída na lista 

oficial das espécies da flora brasileira ameaçadas de extinção (IBAMA, 2008). Carvalho 

et al. (2007) relataram que a espécie raramente tem sido registrada em levantamentos 
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florísticos, fato que coloca em risco a conservação da espécie e alerta para a necessidade 

de conservação de fragmentos florestais com certa diversidade florística.  

Encontrou-se na literatura apenas o trabalho de Corte et al. (2010) que aborda a 

qualidade fisiológica de sementes de braúna relacionado ao estresse hídrico. Os autores 

concluíram que a redução do potencial hídrico reduziu a germinação das sementes de 

braúna, sendo que a germinação no potencial de -0,4 MPa da solução de 

polietilenoglicol (PEG) foi nula. Além disso, nenhum trabalho foi encontrado na 

literatura referente ao estresse salino em sementes de braúna, visto que a espécie tem 

ocorrência em estados do nordeste brasileiro, caracterizado pela ocorrência de solos 

salinizados. Assim, a sensibilidade de sementes de braúna a estresse hídrico e uma 

possível resposta positiva da espécie à ambientes salinos, pode ser um alvo de estudo de 

extrema importância, a fim de elucidar os mecanismos fisiológicos, bioquímicos e 

moleculares envolvidos, e gerar possíveis explicações para os aspectos ecológicos e 

ambientais, já que a sensibilidade/tolerância à seca e às condições salinas pelas 

sementes reflete o potencial de estabelecimento das plantas no campo e a regeneração 

natural.  

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material vegetal 

 

 As sementes de Melanoxlon brauna foram coletadas em setembro de 2013 na 

região de Leopoldina – MG, (21º 31' 55" S e 42º 38' 35" W) de 10 árvores. Os frutos 

foram secos ao sol até a sua abertura, sendo as sementes extraídas manualmente. 

Durante o beneficiamento, foram retiradas as impurezas e sementes deterioradas ou 

danificadas. Após a secagem, quando as sementes atingiram valor médio de 10,85% de 

teor de água, elas foram armazenadas em câmara fria (5 °C/60% umidade relativa). Os 

experimentos foram conduzidos no Laboratório de Análises de Sementes Florestais 

(LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV). Para análise proteômica, os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de 

Sementes Florestais e de Biotecnologia Florestal do Departamento de Ciências 

Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA). E para procedimento de análise 

de géis, digestão e identificação de proteínas e análise de fitohormônios, os 

experimentos foram conduzidos no Núcleo de Análise de Biomoléculas (NuBioMol) da 

UFV. 
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4.2 Determinação 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 três repetições de 20 sementes. O cálculo foi feito 

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

 

4.3 Curvas de embebição 

 

 A porcentagem de ganho de peso de água (%) foi calculada em relação 

ao peso inicial das sementes em cada tratamento. Antes de iniciar a embebição as 

sementes foram pesadas em balança digital de precisão de 0,0001 g e, em seguida, 

foram colocadas para embeber em placas de petri, forradas com duas folhas de papel do 

tipo germitest, umedecidas com 4,0 mL de água destilada, e mantidas sob luz constante, 

na temperatura de 25 °C. As sementes foram pesadas em intervalos de duas horas 

durante as primeiras 12 horas e, em seguida, em intervalos de 12 horas até que 

atingissem 50% de germinação ou até o décimo dia após o início da embebição. Antes 

de cada pesagem, as sementes foram secas superficialmente com papel e recolocadas 

em placas de petri nas condições citadas anteriormente. Foram utilizadas cinco 

repetições de 20 sementes. 

Para indução do estresse hídrico foram utilizadas soluções de polietilenoglicol 

(PEG 6000) e para estresse salino foram utilizadas soluções de NaCl, ambos nos 

potenciais osmóticos de -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa. Os potenciais osmóticos das 

soluções de PEG foram preparados de acordo com a fórmula de Michel e Kaufman 

(1973) e os potenciais osmóticos das soluções de NaCl foram calculados por meio da 

curva de calibração estabelecida por Braccini et al. (1996), conforme a seguir: Y = 

0,194699 + 0,750394 * C, em que Y = potencial osmótico (MPa) e C = concentração 

(g/L). 

 

4.4 Germinação 

 

Após imersão em solução de Captan® 0,5%, por três minutos, as sementes foram 

dispostas sobre duas folhas de papel umedecidas com água destilada ou em soluções de 

NaCl ou de PEG, em placas de petri, e mantidas em germinador do tipo BOD, na 

temperatura de 25 °C e sob luz constante durante 10 dias. Para indução do estresse 

hídrico foram utilizadas soluções de polietilenoglicol (PEG 6000) e para estresse salino 
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foram utilizadas soluções de NaCl, ambos nos potenciais osmóticos de -0,2; -0,4; -0,6 e 

-0,8 MPa, preparadas conforme descrição do item anterior, sendo avaliadas diariamente. 

Concomitantemente, após 10 dias de exposição ao estresse hídrico e salino, as sementes 

foram primeiramente lavadas em água para eliminação do excesso das soluções 

osmóticas, sendo então, transferidas para água, conforme as condições descritas 

anteriormente, para o teste de germinação. Um experimento adicional com os potenciais 

osmóticos -0,2, -0,4; -0,6, -0,8, -1,0 e -1,2 MPa em soluções de NaCl foi montado para 

classificação das sementes com relação à tolerância ao estresse salino, conforme Khan 

(1999). 

Foram feitas avaliações diárias, tendo como critério de germinação a protrusão 

radicular. Para o cálculo do índice de velocidade de germinação (IVG), foi utilizada a 

fórmula proposta por Maguire (1962):                     , onde G1, G2, ... Gn é o 

número de sementes germinadas por dia e N1, N2, ... Nn é número de dias desde a 

semeadura até cada contagem. Cada tratamento foi constituído de cinco repetições de 20 

sementes.  

 

4.5 Peso Fresco e comprimento do eixo embrionário 

 

 A partir dos dados de germinação, foram selecionadas sementes oriundas dos 

tratamentos: água (controle), -0,4 MPa NaCl e -0,4 MPa PEG nos tempos 0, 1, 3, 5 e 7 

dias para análise do crescimento do eixo embrionário de sementes de M. brauna. Para 

determinação do peso fresco, as amostras foram pesadas em balança digital de precisão 

de 0,0001g. Para calcular o comprimento médio dos eixos embrionários, foi utilizado 

um ampliador fotográfico com escala de 3,3 vezes e régua milimetrada. Foram 

utilizadas cinco repetições de 10 eixos embrionários. 

 

4.6 Quantificação de fitohormônios 

 

4.6.1 Material vegetal para quantificação de fitohormônios 

 

A partir dos dados de germinação, foram selecionados os seguintes tratamentos 

para a realização da análise de fitohormônios: sementes secas (controle), sementes 

embebidas em água, sementes embebidas em solução de -0,4 MPa NaCl e sementes 

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

 

Os fitohormônios foram extraídos de sementes de M. brauna, seguindo a 

metodologia descrita por Muller e Munné-Bosch (2011). Foram utilizadas três 

repetições de 110 mg de tecido fresco de eixos embrionários de sementes. Estes foram 

macerados em nitrogênio líquido, seguida da adição de 400 μL de solução extratora 

(metanol:isopropanol:ácido acético 20:79:1). As amostras foram agitadas 4 vezes em 

vórtex por 20 segundos, incubadas em sonicador ultrasônico na frequência de 25 kHz 

por 5 minutos e mantidas no gelo por 30 minutos. Após centrifugação a 13.000g, por 10 

minutos a 4 °C, 350 μL do sobrenadante foram transferidos para novo tubo. Ao pellet 

resultante, repetiu-se o processo de extração e, em seguida, adicionado aos 

sobrenadantes. Uma última centrifugação a 20.000g por 5 minutos a 4°C foi realizada 

para remoção de restos de tecido em suspensão.  

 

4.6.3 Cromatografia líquida de ultra eficiência em tandem com espectrometria de 

massas (UPLC-MS/MS) 

 

Do extrato obtido foram injetados 5 μL no sistema LC-MS/MS. Para a análise 

utilizou-se o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao 

espectrômetro de massas tipo triplo quadrupolo (QqQ), modelo 6430 Agilent 

Technologies. A separação cromatográfica foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax 

Eclipe Plus C18 (1,8 μm, 2.1 x 50mm) (Agilent) em série com uma coluna guarda 

Zorbax SB-C18, 1,8 μm (Agilent). A fase móvel foi constituída de: (A) ácido acetico 

0,02% em água e (B) ácido acético 0,02% em acetonitrila em um gradiente de tempo/% 

B de: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5; 20/5.  Um fluxo de 0,3 mL/minuto e temperatura 

da coluna de 23 ºC foram utilizados.  

  No espectrômetro de massas foi utilizada a fonte de ionização ESI (Electrospray 

Ionisation) com as seguintes condições: temperatura do gás de 300 °C, taxa de fluxo de 

nitrogênio de 10 L/min, pressão do nebulizador de 35psi e voltagem de 4000 V. 

O equipamento foi operado no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) no 

qual foram monitoradas as massas do íon precursor/fragmento estabelecidas mediante 

testes de fragmentação de cada molécula: citocinina (zeatina) (220/136), etileno via 

ácido 1-carboxílico-1-amino ciclopropano (ACC) (102,1/56,2), ABA(263/153), 

AIA(176/130), SA(137/93), GA3(345/142.9), JA (209/59), GA4(331/21). Citocinina, 

AIA e ACC foram escaneados no modo positivo, enquanto ABA, AS, GA3, GA4 e JA 
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no modo negativo. Uma curva de calibração (0,1 ng a 200 ng) utilizando os respectivos 

padrões de cada hormônio foi feita para a obtenção da quantificação absoluta. Os dados 

gerados foram analisados no software “MassHunter Workstation” para obtenção da área 

dos picos de cada hormônio nas amostras e os resultados foram expressos em ng/g de 

tecido fresco. 

 

4.7 Avaliação da peroxidação de lipídios (MDA) 

 

Amostras de 0,2 g de eixos embionários isolados foram homogeneizadas com 2 

mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e o homogeneizado foi centrifugado a 

12.000g por 15 minutos. Uma alíquota 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 água fervente por 30 

minutos, e imediatamente resfriada em gelo. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 10.000g durante 10 minutos. A leitura da absorvância foi lida nos 

comprimentos de onda de 532 nm e 600 nm em espectrofotômetro modelo Thermo 

Scientific EVOLUTION 60S. 

Os resultados foram representados pelos níveis de malondialdeído (MDA) e foi 

utilizado o coeficiente de extinção molar de 155 mM-1 cm-1 para quantificar a 

concentração de peróxidos de lipídios, sendo os resultados expressos em nmol MDA g-1 

(Heath e Packer, 1968). 

 

4.8 Ânion superóxido 

 

Amostras de 20 eixos embrionários foram pesadas em balança de precisão 

0,0001 g e cortadas em três segmentos e incubadas em 2 mL de meio de reação 

constituído do sal dissódico do ácido etilenodiaminotetracético (Na2EDTA) 100 µM, β-

nicotinamida adenina nucleotídeo reduzida (NADH) 20 µM e tampão de fosfato de 

sódio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001) em tubos, tipo “penicilina”, 

hermeticamente fechados. A reação foi iniciada pela introdução de 100 µL de epinefrina 

25,2 mM em HCl 0,1 N, utilizando-se seringa cromatográfica. As amostras foram 

incubadas a 28 °C, permanecendo em agitação, por 5 minutos. Depois disso, os 

segmentos foram removidos e, a partir do sétimo minuto, iniciou-se a leitura da 

absorvância em 480 nm, em espectrofotômetro, durante cinco minutos. O branco foi 

realizado sob as mesmas condições, mas sem tecido vegetal. A produção de ânion 

superóxido foi avaliada pela determinação da quantidade de adenocromo acumulado 
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(Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 

103 M-1(Boveris, 1984). 

 

4.9 Peróxido de hidrogênio 

 

Amostras de 20 eixos embrionários foram pesadas em balança de precisão 

0,0001g, trituradas em nitrogênio líquido e, em seguida, homogeneizadas em 2,0 mL de 

tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, seguido de 

centrifugação a 10.000g, por 15 minutos, 4 °C, e coletado o sobrenadante (Kuo e Kao, 

2003). Alíquotas de 100 µL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reação 

constituído de sulfato ferroso amoniacal 250 μM, ácido sulfúrico 25 mM, laranja de 

xilenol 250 μM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000), 

homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 minutos. A determinação da absorvância 

foi feita em espectrofotômetro, em 560 nm, e a quantificação de H2O2 foi realizada com 

base em curva de calibração, utilizando-se de concentrações de peróxido como padrão. 

Brancos para os reagentes e os extratos vegetais foram preparados em paralelo e 

subtraídos da amostra. 

 

4.10 Atividade das enzimas do sistema antioxidante 

 

Para avaliar o efeito do estresse hídrico e salino durante a germinação de 

sementes de M. brauna, foram quantificadas as atividades das enzimas dismutase do 

superóxido, catalase, peroxidase do ascorbato e peroxidase. As análises foram 

realizadas em eixos embrionários de sementes que foram embebidas em água e no 

potencial osmótico de -0,4 MPa para NaCl e PEG por 0 (controle), 1, 3, 5 e 7 dias. Para 

as análises das atividades das enzimas, as sementes foram colocadas nas mesmas 

condições do teste de germinação.  

 

4.10.1 Obtenção dos extratos enzimáticos brutos 

 

Os extratos enzimáticos foram obtidos pela homogeneização de amostras de 0,1 

g de eixos embrionários na presença de 2 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 

6,8, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfônico 

(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). O 

homogeneizado foi centrifugado a 12.000g durante 15 minutos a 4 oC, e o sobrenadante 
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utilizado como extrato bruto na determinação das atividades enzimáticas, avaliadas em 

quatro repetições de cada tratamento. 

 

4.10.2 Determinação da atividade da dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1) 

 

A atividade da dismutase do superóxido foi determinada pela adição de 50 µL do 

extrato enzimático bruto a 2,95 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato de 

sódio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio (NBT) 75 

µM, EDTA 5 mM e riboflavina 2 µM (Del Longo et al., 1993). A reação foi conduzida 

a 25 °C, sob iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W, mantida no interior de 

uma caixa coberta com papel alumínio. Após cinco minutos de exposição à luz, a 

iluminação foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredução do NBT, 

foi medida em espectrofotômetro pela absorvância em 560 nm. A absorvância em 560 

nm de um meio de reação exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por 

igual período, serviu de branco e foi subtraído da amostra que recebeu iluminação 

(Giannopolis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT (Beauchamp e Fridovich, 

1971). 

 

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

 

A atividade da catalase foi determinada pela adição de 30 µL do extrato 

enzimático bruto a 2,97 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

50 mM, pH 7,0 e H2O2 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvância 

a 240 nm, à temperatura de 25 °C foi medido até o segundo minuto de reação. A 

atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 

M-1 cm-1 (Anderson et al., 1995) e o resultado expresso em µmol/min/mg de proteína. 

 

4.10.4 Determinação da atividade da peroxidade do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) 

 

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adição de 150 µL 

do extrato enzimático bruto a 2,85 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato 

de potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1 mM. O decréscimo na 

absorvância a 290 nm, a 25 °C, foi medido até o segundo minuto de reação. A atividade 

enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar 2,8 mM-1 cm-1 
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(Nakano e Asada, 1981; Koshiba, 1993), e o resultado expresso em µmol/min/mg de 

proteína. 

 

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

 

A atividade da peroxidase foi determinada pela adição de 30 µL do extrato 

enzimático bruto a 2,97 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A produção de 

purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvância em 420 nm, em 

espectrofotômetro, a 25 °C, até o segundo minuto de reação. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance e 

Maehley, 1995) e expressa em µmol/min/mg de proteína. 

 

4.10.6 Determinação de proteínas 

 

Os teores de proteínas dos extratos enzimáticos foram determinados pelo método 

de Bradford (1976), utilizando albumina bovina (BSA) como padrão. 

 

4.11 Material vegetal e análise proteômica 

 

 A partir dos dados de germinação, foram selecionados os seguintes tratamentos 

para a realização da análise proteômica diferencial em sementes de M. brauna: 

sementes secas (controle), sementes embebidas em água, sementes embebidas em 

solução de -0,4 MPa NaCl e sementes embebidas em solução de -0,4 MPa PEG por 3, 5 

e 7 dias, totalizando 10 tratamentos. 

 

4.11.1 Obtenção de extratos protéicos 

 

Extratos de proteínas totais foram obtidos de eixos embrionários de sementes de 

M. brauna. Amostras de 300 mg de eixos embrionários foram maceradas em nitrogênio 

líquido, usando um almofariz e pistilo. Para cada tratamento foram utilizadas três 

repetições. A extração foi realizada de acordo com Gallardo et al. (2003), com 

modificações propostas por José et al. (2011). Após a maceração, o pó foi 

homogeneizado com 800 µL de tampão de extração uréia/tiouréia (uréia 7 M, tiouréia 2 

M, Trizma HCl 18 mM, Trizma base 14 mM, coquetel de inibidores de protease, 12 
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unidades de DNAse I, 20µL 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 vórtex e os tubos 

foram mantidos em repouso em gelo por 20 minutos. Após esse período, os tubos foram 

centrifugados a 18.188g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo o extrato 

protéico foi submetido a uma segunda centrifugação e o sobrenadante coletado com 

micropipeta e armazenado a -20 °C em alíquotas de 100 µL. Após isto, cada amostra 

teve sua concentração de proteínas determinada pelo método descrito por Bradford 

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

 

4.11.2 Focalização isoelétrica (IEF) 

 

As proteínas foram separadas por focalização isoelétrica (IEF) usando gel em 

fita de 13 cm (pH imobilizado entre 4,0 e 7,0 – Immobiline Drystrips – Amersham 

Biosciences). A reidratarão das fitas foi realizada durante 15 horas em suporte de 

reidratarão “reswelling tray” (GE Healthcare), em sala climatizada à 20 °C, em tampão 

de reidratação, contendo uréia 7 M, tiuréia 2 M, 1% (v/v) de IPG Buffer (Amersham 

Bioscience), 2,2% (v/v) de reagente Destreak, 2% CHAPS (p/v), DDT (2,8 mg/mL) e 

traços de azul de bromofenol. O volume final de 250 µL de tampão contendo 200 ug de 

proteína foi aplicado nas canaletas e após reidratação, as fitas foram levadas ao 

focalizador isoelétrico Ettan IPGphor3 (GE Healthcare), posicionadas nas canaletas e 

imersas em óleo mineral para eletroforese (Amersham Biosciences). 

A focalização isoelétrica foi realizada em 4 fases: a 500 V por 1 hora, 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 início da eletroforese na segunda dimensão. 

Imediatamente antes do início da segunda dimensão, as fitas foram equilibradas em 

cinco etapas em solução contendo uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), trizma 

base 75 mM em pH 8,8. Na primeira etapa (I), as fitas foram colocadas em tubos 

contendo 5 mL da solução de equilíbrio acrescida de DDT para concentração final de 65 

mM e mantidas em agitador oscilante por 30 minutos. Na segunda etapa (II), as fitas 

foram colocadas em tubos contendo 5 mL da solução de equilíbrio e mantidas em 

agitador oscilante por 20 minutos. Após isto, as etapas I e II foram repetidas. Na terceira 

etapa, as fitas foram colocadas em tubos contendo 5mL da solução de equilíbrio 

acrescida de iodoacetamida para concentração final de 0,2 M e mantidas em agitador 

oscilante por 30 minutos. 
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4.11.3 Segunda dimensão 

 

As fitas de gel equilibradas foram colocadas no topo de um gel de poliacrilamida 

vertical de 12% (v/v) de solução de acrilamida/bisacrilamida, 0,3 M de Trizma-base pH 

8,8, 0,08% (v/v) de persulfato de amônia e 0,04% (v/v) TEMED. Marcadores de 

proteína de peso molecular (10 - 225 kDa) (Promega®) foram utilizados como padrão. 

As tiras de gel foram seladas com agarose de baixo ponto de fusão 0,5% (p/v) contendo 

0,1% (p/v) de SDS, Trizma base 25 mM, glicina 192 mM e traços de azul de 

bromofenol. Os géis permaneceram em repouso por 5 minutos para solidificação da 

agarose. A eletroforese foi realizada a 20 °C em tampão contendo 0,1% (p/v) de SDS, 

glicina 192 mM e trizma-base 25 mM, por 20 minutos inicialmente a 15 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 três géis carregados com proteínas de 

extração independentes. 

 

4.11.4 Coloração dos géis 

 

Primeiramente, os géis foram colocados por 30 minutos em solução de fixação 

contendo 7% (v/v) de ácido acético e 40% (v/v) de metanol. Em seguida, os géis foram 

transferidos para a solução de coloração contendo 0,1% (p/v) de azul brilhante de 

Coomassie G-250, 1,6% (v/v) ácido fosfórico, 12% (p/v) de sulfato de amônia e 20% 

(v/v) de metanol. Os géis foram mantidos na solução de coloração por 72 horas. Ao 

final desse período, os géis foram neutralizados por 3 minutos em solução de 

descoloração contendo 1,2% (p/v) de tris-base, pH 6,5 aferido com ácido ortofosfórico. 

Posteriormente, foram lavados em solução contendo 40% (v/v) de metanol por 1 minuto 

e deixados em água por mais 72 horas. Por fim, os géis foram armazenados em solução 

contendo 5% (v/v) de ácido acético e mantidos em câmara fria à 5 °C, até a 

digitalização das imagens e excisão dos spots. 

 

4.11.5 Digitalização e análise dos géis bidimendionais 

 

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizando um scanner ImageScanner II 

(GE Healthcare, Upsala, Suécia) e o programa Labscan (GE Healthcare, Upsala, 

Suécia), no Núcleo de Análise de Biomoléculas da UFV. As imagens foram analisadas 

com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (Amersham Bioscience). Os géis foram 
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alinhados e agrupados por tratamento e os pontos de proteínas comparados em função 

da média do seu volume normalizado (% Vol) entre as repetições. O volume 

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

         ∑ ሺ    ሻ        , onde Vols é o volume do spot S em um gel contendo n spots. 

Após isto, os grupos foram comparados por análise da variância (ANOVA) e 

teste de média a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott, utilizando o programa 

STATISTICA 8.0. Foram considerados pontos de proteína com uma alteração relativa 

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

 

4.11.6 Excisão dos spots 

 

 Os spots com alteração na abundância entre os tratamentos foram retirados dos 

géis com o auxílio de ponteira de pipeta e bisturi, transferidos para tubos contendo 

solução 5% (v/v) de ácido acético até o início da digestão tríptica. 

 

4.11.7 Digestão tríptica 

 

A digestão foi realizada segundo protocolo de digestão tríptica estabelecido por 

Shevchenko et al. (2006). Os pedaços de géis excisados foram descorados com 3 

lavagens com solução de acetonitrila 50% em bicarbonato de amônia 25 mM, pH 8,0. 

Após a segunda lavagem, foram incubados na mesma solução por 12 horas (overnight), 

e depois procedeu-se a terceira lavagem na mesma solução. A solução de lavagem foi 

removida e o gel foi desidratado com 200 µL de acetonitrila (100%). Posteriormente à 

remoção da acetonitrila, os fragmentos de géis foram secados a vácuo por 15 minutos. 

Os pedaços de gel foram reduzidos em 100 µL de DTT 65 mM por 30 minutos, à 

temperatura de 56 °C. Posteriormente, foram alquilados com 100 µL de iodoacetamida 

200 mM, por 30 minutos à temperatura ambiente e protegidos da luz, lavados com 

solução de bicarbonato de amônio 100 mM por 10 minutos. Após isto, as amostras 

passaram por nova desidratação com acetonitrila (100%). A acetonitrila foi removida e 

feita nova reidratação com 200 µL de bicarbonato de amônio 100 mM, seguido de duas 

etapas de desidratação com 200 µL de acetonitrila (100%). Após remoção da solução de 

acetonitrila, os fragmentos de gel foram secos a vácuo por 15 minutos. 

Aos fragmentos de gel foi adicionado solução de tripsina (trypsin from porcine 

pancreas - Proteomics grade - Sigma), solubilizada em ácido acético 50 mM e ativada 
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com solução de bicarbonato de amônio 40 mM em acetonitrila 10%, tendo como 

concentração final 25 ng/µL. Após isto, as amostras foram imediatamente colocadas em 

gelo por 45 minutos para reidratação do gel e absorção da enzima na malha do gel. Em 

seguida, foi adicionada uma solução de 50 µL de bicarbonato de amônio 40 mM em 

acetonitrila 10%, permanecendo por overnight (20 horas) à 37 °C. 

Para recuperação dos peptídeos trípticos, as amostras foram incubadas em 

sonicador ultrasônico na frequência de 25 kHz, por 10 minutos, agitadas em vórtex por 

20 segundos, centrifugadas a 10.000g por 1 minuto e a solução com tripsina foi 

removida e transferida para um microtubo limpo. Com o objetivo de lavar os 

fragmentos do gel e recuperar o máximo de peptídeos trípticos possível, foram 

adicionados 50 µL de ácido fórmico 5% em acetonitrila 50% aos fragmentos de gel de 

cada spot. As amostras foram agitadas em vórtex por 20 segundos e centrifugadas a 

10.000g por 1 minuto. Após 15 minutos em repouso, a temperatura ambiente, as 

amostras foram incubadas em sonicador ultrasônico na frequência de 25 kHz, por 2 

minutos, agitadas em vórtex por 20 segundos e centrifugadas a 10.000g por 1 minuto. A 

solução foi removida e adicionada àquela recuperada anteriormente. Estes passos para 

recuperação dos peptídeos trípticos foram repetidos mais uma vez. As amostras 

contento peptídeos foram secas em sistema de centrifugação a vácuo até atingirem um 

volume de aproximadamente 10 µL. 

As amostras constituídas de peptídeos obtidos por digestão tríptica foram 

purificadas e desalinizadas utilizando ponteiras de 10µL ZipTip® com resina C18 

(Millipore) segundo o protocolo do fabricante. Primeiramente, a C18 das ponteiras 

ZipTip® foi ativada com uma solução de acetonitrila 100%, usando o volume de 5 µL 

da ponteira, certificando-se de que foram feitas 10 lavagens, dispensando sempre a 

solução após cada lavagem. Após a etapa de ativação, as ponteiras foram equilibradas 

com solução de ácido trifluoroacético 0,1%, aspirando e dispensando a solução cerca de 

10 vezes. Após a etapa de equilíbrio, as ponteiras foram carregadas com amostra, 

aspirando pelo menos 20 vezes a amostra e adsorvendo a mesma na resina de sílica com 

C18. Após o carregamento, as ponteiras foram lavadas com solução de ácido 

trifluoacético 0,1%, aspirando e dispensando a solução cerca de 10 vezes. Em um 

microtubo contendo 2,5 µL de solução de acetonitrila 50% em ácido trifluoroacético 

0,1%, os peptídeos foram eluídos aspirando e dispensando a amostra 20 vezes dentro do 

mesmo microtubo. 
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4.11.8 Análise por espectrometria de massa 

 

Os peptídeos resultantes da digestão tríptica foram analisados no intervalo de 

750–4000 Da no instrumento ULTRAFLEX III 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 íons com 

maior intensidade em relação à m/z. Os peptídeos foram identificados usando o método 

de MS-MS ion search, contido no 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 taxonômicos Fabaceae e 

Viridiplantaea, sendo que proteínas com espectros com valor do índice iônico (ion 

score) abaixo do nível de confiabilidade não foram consideradas como proteínas 

identificadas. Foi considerada como modificação fixa a carbamidometilação dos 

resíduos de cisteína e como variável a oxidação dos resíduos de metionina. A digestão 

enzimática foi realizada pela tripsina. Foi aceito no máximo peptídeos com até 1 sítio de 

clivagem perdida, e considerada uma tolerância para a variação de massa dos peptídeos 

de 0,2 Da para íons parentais e 0,5 Da para os fragmentos. 

As amostras contendo peptídeos trípticos das proteínas dos spots do gel foram 

aplicadas em placa de MALDI na proporção 1:1 de amostra e matriz (ácido α-ciano-4-

hidrocinâmico) em solução de acetonitrila 50%, acidificada com ácido trifluoroacético 

0,1%. O programa utilizado para obtenção dos espectros foi o Flex Control 3.3 (Bruker 

Daltonics ®). Espectros adquiridos com tiros a laser de nitrogênio foram somados para 

gerar o perfil de massas de peptídeos. Os perfis obtidos foram analisados e editados 

manualmente utilizando o software Flex analysis 3.3 (Bruker Daltonics - Germany). As 

listas de massas de MS/MS foram geradas no formato mascot generic format (mgf) pelo 

aplicativo Biotools, v.3.2 (Bruker Daltonics). 

Para visualização dos espectros, organização e validação de todos os dados 

gerados foi utilizado o software SCAFFOLD® v.3.6.4 (©2006 Proteome Software Inc, 

USA), usando 90% de filtro de probabilidade para a identificação de proteínas e 

peptídeos, e no mínimo um peptídeo único para cada proteína. 

Massas moleculares e pontos isoelétricos foram preditos através da entrada das 

sequências no http://expasy.ch/tools/peptide-mass.html e foram comparados com as 

massas e pontos isoelétricos experimentais. 
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4.12 Análise estatística 

 

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

Para análise do ganho de peso e germinação foi utilizado para cada tipo de 

estresse um fatorial duplo 5 x 11 (5 tratamentos osmóticos: 0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 

MPa) e (11 tempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias). Após a definição dos potenciais 

osmóticos, foi utilizado um fatorial duplo 2 x 5 (3 tratamentos: controle, -0,4 MPa de 

solução de NaCl e -0,4 MPa de solução de PEG) e (5 tempos: 0, 1, 3, 5 e 7 dias) para 

análise do crescimento do eixo embrionário, EROs e enzimas do sistema antioxidante. 

Para análise de fitohormônios e perfil protéico foi utilizado fatorial duplo com os 

mesmos tratamentos, porém com os tempos de 0, 3, 5 e 7 dias. Sendo que o teste de 

Scott-Knott foi utilizado exclusivamente para a análise proteômica. 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias obtidas foram 

comparadas utilizando-se o teste de Tukey (p < 0,05). Quando pertinente, os dados 

foram submetidos à análise de regressão, e avaliada com base na significância pelo teste 

F, no p valor dos coeficientes e no coeficiente de determinação. 

Para verificar a similaridade entre modelos de regressões gerados, foi realizado o 

teste de identidade de modelos, conforme sugerido por Leite e Oliveira (2002), quando 

pertinente. Para verificar a correlação entre as variáveis testadas foi utilizada a 

correlação de Spearman. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Curvas de embebição 

 

 A germinação de sementes de M. brauna apresenta padrão trifásico durante a 

embebição em água (Figura 1). Foram necessárias 60 horas para a fase I (122,11 %) e 

60 horas para a fase II (132,76 %) até as sementes atingirem a fase III. Para sementes 

submetidas à embebição em condições de estresse osmótico induzido por PEG não 

apresentou tal comportamento em nenhum dos potenciais testados, já que a restrição 

hídrica diminuiu a hidratação e inibiu a germinação. As sementes de M. brauna 

mostraram-se sensíveis ao estresse hídrico, já que a partir do potencial osmótico de -0,2 

MPa houve redução da absorção de água. Assim, quanto maior o potencial osmótico 

menor foi o ganho de peso das sementes, fato que aumenta o tempo de permanência das 

sementes na fase II e altera o formato da curva de embebição. Segundo Pereira et al. 
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(2014b) o padrão trifásico de ganho de peso de sementes de Amburana cearensis 

ocorreu apenas quando estas foram embebidas em água, enquanto aquelas submetidas a 

embebição em soluções de PEG tiveram redução de hidratação e de ganho de peso e, 

consequentemente, não houve protrusão radicular da raiz primária. 

 

 

Figura 1. Curvas de embebição de sementes de Melanoxylon brauna em água e em 

diferentes potenciais osmóticos induzidos por PEG. Seta indica o início da fase III em 

sementes embebidas em água. Médias ± erro padrão. 

 

 A hidratação inicial das sementes (fase I) é determinada pela diferença entre os 

potenciais hídricos da semente e do meio, o que determina o fluxo de água do ambiente 

para a semente. A fase I é considerada como um processo físico essencial para 

reativação do metabolismo das sementes. Com o aumento do estresse hídrico ocorre a 

diminuição da disponibilidade de água para a semente, o que resulta em hidratação 

abaixo da qual o embrião não pode expandir e garante a manutenção das sementes na 

fase II. 

Já com relação aos dados de ganho de peso de sementes de M. brauna durante a 

embebição em soluções de NaCl, até o potencial de -0,4 MPa foi possível observar o 

padrão trifásico de embebição (Figura 2). Porém, houve atraso na embebição, e 

consequentemente, alteração nas curvas de embebição. Para os potenciais de -0,2 e -0,4 

MPa foram necessárias 72 (122,92 %) e 96 horas (124,36 %) para a fase I, 72 (131,07 

%) e 84 (132,90 %) horas para a fase II e após 144 e 180 horas, respectivamente, as 

sementes atingiram a fase III. A partir do potencial de -0,6 MPa observou-se atraso mais 

acentuado no ganho de peso nas fases I e II, sendo que a fase III só ocorreu após 240 
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horas de embebição. E no potencial de -0,8 MPa não foi possível observar padrão 

trifásico de embebição.  

 

 

Figura 2. Curvas de embebição de sementes de Melanoxylon brauna em água e em 

diferentes potenciais osmóticos induzidos por NaCl. Seta indica o início da fase III. 

Médias ± erro padrão. 

 

O aumento do estresse salino inibe a germinação pela restrição ao fornecimento 

de água (efeito osmótico) ou pelo dano específico ao metabolismo pelo distúrbio iônico, 

com acúmulo dos íons de Na+ e Cl- (efeito iônico) (Munns e Tester, 2008; Gul et al., 

2013). Além disso, o aumento da concentração de sal resulta em desequilíbrio 

nutricional, estresse oxidativo, desorganização de membranas e redução na divisão 

celular em plantas (Carillo et al., 2011).  

 

5.2 Germinação 

 

A germinação de sementes embebidas em água foi de 89% e 2,86 para o IVG 

(Figuras 3A e 3B). Em condições de estresse osmótico induzido por PEG, a germinação 

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, em que foram 

estimados os valores de 0,36; 0,04 para os potencias osmóticos de -0,2; -0,40, 

respectivamente, e zero para -0,6 e -0,8 MPa, respectivamente. Corte et al. (2010) 

observaram que o decréscimo do potencial hídrico reduziu a germinação das sementes 

de M. brauna, sendo que nos potenciais de -0,1, -0,2, -0,3 MPa a germinação foi de 77, 
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15 e 10%, respectivamente. Já para o potencial de -0,4 MPa a germinação foi nula. 

 

 

Figura 3. Germinação e índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de 

Melanoxylon brauna durante a embebição em diferentes potenciais osmóticos induzidos 

por PEG. 

 

Para sementes de Chorisia glaziovii a germinação foi nula a partir do potencial 

de -0,2 MPa na temperatura de 20 °C e a partir de -0,3 MPa nas temperaturas de 25 e 30 

°C (Silva et al., 2016). Segundo Almeida et al. (2014), sementes de Amburana cearensis 

tiveram redução drástica da germinação a partir do potencial de -0,6 MPa, sendo 

limitante para formação de plântulas normais. Por outro lado, para sementes de 

Eucalyptus camaldulensis, E. citriodora, E. grandis, E. robusta e E. urophylla foi 

observado que o potencial osmótico de -0,8 MPa é o limite para germinação destas 

espécies (Martins et al., 2014). De acordo com Pelegrini et al. (2013), sementes de 

Erythrina falcata tiveram redução significativa da germinação a partir do potencial de -

0,4 MPa.  

A dispersão de sementes de M. brauna ocorre entre os meses de agosto e 

novembro (Carvalho, 2010), período que antecede o período chuvoso na região sudeste. 

Assim, a dispersão coincide com a época de aumento da disponibilidade hídrica no solo, 

fato que aumenta as chances de regeneração natural da espécie.  

 Os dados de germinação e IVG relativos às soluções de NaCl podem ser 

observados nas figuras 4A e 4B, respectivamente. Houve redução da germinação e do 

IVG com o aumento do estresse. Para os potenciais de -0,2, -0,4, -0,6 e -0,8 MPa a 

germinação 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 são capazes de crescer em solos 

com baixas concentrações de sal são definidas como glicófitas. Este grupo representa a 

maioria das espécies de plantas e são intolerantes à salinidade, além disso, na presença 
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de altas concentrações de sal podem sofrer danos severos (Koyro e Eisa, 2008). Por 

outro lado, halófitas são plantas capazes de crescer em condições de altas concentrações 

de sal (≥ 200 mM de NaCl), representando apenas 1% da flora mundial (Flowers e 

Colmer, 2008). De acordo com Gul et al. (2013), espécies halófitas podem germinar em 

ampla faixa com relação ao hábitat, população e zona climática. Em condições de 

estresse salino (NaCl), espécies de regiões subtropicais podem germinar em potenciais 

de 0,25 até 1,0 M. Para regiões temperadas esta faixa varia de 0,26 até 1,7 M. E em 

regiões temperadas e secas a variação é de 0,3 até 1,4 M.  

 

 

Figura 4. Germinação e índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de 

Melanoxylon brauna durante a embebição em diferentes potenciais osmóticos induzidos 

por NaCl. 

 

Para Khan (1999), as plantas halófitas podem ser divididas em 3 grupos: 1 – 

sensivelmente tolerantes, capazes de germinar em concentrações de até 125 mM de 

NaCl; 2 – moderadamente tolerantes, capazes de germinar em concentrações de até 500 

mM de NaCl; e 3 – altamente tolerantes, capazes de germinar em concentrações acima 

de 800 mM. 

 A partir dos dados apresentados na tabela 1, sementes de M. brauna são capazes 

de germinar até o potencial de -1,0 MPa, ou seja, concentração de aproximadamente 

223,59 mM de NaCl. Assim, as sementes de braúna podem ser classificadas em 

moderadamente tolerantes ao estresse salino induzido por NaCl, sendo uma espécie 

halófita. 
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Tabela 1. Classificação do nível de tolerância quanto à concentração de NaCl a partir 

do teste de germinação de sementes de Melanoxylon brauna. 

Potencial osmótico (MPa) [NaCl] mM Germinação (%) Classificação 
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 tolerante 
-0,80 177,99 37 Moderadamente tolerante 
-1,00 223,59 12 Moderadamente tolerante 
-1,20 269,20 0 Intolerante 

 

 Quando as sementes expostas aos estresses hídrico e salino foram transferidas 

para a água, foi possível observar a recuperação. Porém, a resposta variou de acordo 

com a intensidade do estresse e o agente osmótico (Tabela 2). Como observado 

anteriormente, sementes de M. brauna são mais sensíveis ao estresse hídrico do que ao 

estresse salino, fato que pode ser observado a partir do potencial osmótico de -0,2 MPa. 

Já para o estresse salino, a diferença significativa da recuperação pode ser observada a 

partir do potencial de -0,6 MPa, fato que comprova a tolerância da espécie ao NaCl e 

melhor recuperação após o estresse. A tolerância ao estresse salino pode ser um 

indicativo da presença da espécie em alguns estados do nordeste, como Bahia e Alagoas 

(Specieslink, 2017). Na região nordeste ocorrem os mais representativos solos 

salinizados no Brasil, devido às condições climáticas locais (Freire e Freire, 2007). 

 Segundo Kranner et al. (2010), o estresse em sementes pode ser dividido em três 

fases: alarme, resistência e exaustão. A fase de alarme consiste na percepção, 

sinalização através de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs), 

hormônios, modificações pós-traducionais e alterações no transcriptoma para ativar 

mecanismos de proteção e reparo. 

 

Tabela 2. Germinação (%) de sementes de Melanoxylon brauna após 10 dias de 

exposição aos estresses hídricos e salino e transferidas posteriormente para água. 

Potencial osmótico (MPa)  PEG  → Água  NaCl → Água 

0,00  89 a  89 a  89 a  89 a 
-0,20  17 b  70 a  83 a  85 a 

-0,40  0 b  45 a  77 a  82 a 
-0,60  0 b  39 a  50 b  70 a 

-0,80  0 b  36 a  37 b  60 a 
Tratamentos seguidos por mesma letra dentro do tipo de estresse e transferência para 

água não diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. 
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 Caso a condição de estresse seja mantida, a fase de resistência é acionada, como 

o sistema antioxidante, enzimas de reparo de DNA, eliminação de células danificadas e 

defesa contra patógenos. E por fim, a fase de exaustão é caracterizada pela falha nos 

mecanismos de proteção e reparo. A principal característica da fase de resistência é a 

manutenção da viabilidade, adquirida através da aclimatação ao estresse. Fato que não 

pode ser observado na fase de exaustão, já que as falhas nos processos de proteção e 

reparo levam a redução do vigor e, consequentemente, perda da viabilidade. Assim, para 

sementes expostas às condições testadas de estresses hídrico e salino, mesmo após 

transferência das sementes para condições ideais, a fase de exaustação é alcançada, 

sendo mais pronunciada durante o estresse hídrico, já que a recuperação não é 

totalmente efetiva. 

Após exposição à seca ou condições salinas, o ajuste osmótico tem papel durante 

o período de desidratação. Íons inorgânicos são armazenados no vacúolo. Solutos 

compatíveis, como prolina, glicina betaína, manitol e trealose são armazenados no 

citosol. Além disso, alguns desses solutos, como a prolina, tem função osmoprotetora, 

que protegem a planta de subprodutos tóxicos formados durante baixa disponibilidade 

hídrica. Estes solutos, além de fonte de reserva de energia, atuam na estabilização de 

macromoléculas e na preservação de membranas. Proteínas late embryogenesis 

abundant (LEA) e heat shock proteins (HSPs) também têm função protetora durante o 

estresse osmótico (Shinozaki et al., 2015). 

A partir da caracterização fisiológica da germinação de sementes de M. brauna 

sob condições de estresses hídrico e salino, foi definido o potencial de -0,4 MPa. A 

partir deste potencial osmótico, sob estresse hídrico ocorreu a inibição da germinação, 

porém, sob estresse salino houve germinação. Assim, a partir deste mesmo potencial, as 

análises foram executadas para ambos os tratamentos. De maneira geral, observou-se 

que ocorre germinação na condição controle (sem estresse) (Figuras 5A e 5B). Sob 

estresse salino ocorre inibição parcial da germinação (-0,4 MPa NaCl) e a inibição total 

da germinação sob estresse hídrico (-0,4 MPa PEG).  

Em trabalho realizado por Borges et al. (2015a) com sementes de M. brauna 

vários mecanismos mostraram-se envolvidos no crescimento do eixo embrionário, como 

o aumento da atividade das enzimas poligalacturonase e pectina metilesterase, que 

atuam na expansão celular do eixo embrionário, juntamente com o aumento da massa 

fresca e comprimento do eixo embrionário. Além disso, houve redução da força de 

ruptura da região micropilar, com valores próximos a 1,0 N a partir de 24 horas de 

hidratação e persistindo até 72 horas. Assim, esta redução da resistência micropilar é 
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essencial até o momento do início da protrusão radicular, a partir do 4° dia na curva de 

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

 

      

Figura 5. Detalhe do processo de germinação (A) e das curvas de germinação (B) de 

sementes de Melanoxylon brauna em água e sob estresses hídrico (PEG) e salino (NaCl) 

no potencial osmótico de -0,4 MPa. 

 

5.3 Peso fresco e comprimento do eixo embrionário 

 

A inibição da germinação de sementes de M. brauna sob estresse hídrico foi 

acompanhada pela redução do peso fresco e do comprimento do eixo embrionário 

(Figuras 6 e 7), sendo possível ajustar os modelos ao longo do tempo (6A e 7A). Sob 

estresse salino os aumentos dos pesos frescos e dos comprimentos dos eixos 

embrionários foram intermediários entre as condições de estresse hídrico e do 

tratamento controle. A partir do primeiro dia de embebição o peso fresco do eixo 

embrionário no tratamento controle foi superior aos demais tratamentos, permanecendo 

até o sétimo dia (6B). Comportamento similar ocorreu para o comprimento do eixo 

embrionário, porém, a partir do terceiro dia (7B). Segundo Brunner et al. (2015), os 

principais efeitos da restrição hídrica no crescimento do sistema radicular são as 

reduções da biomassa, da produção e aumento da mortalidade.  
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Figura 6. Peso fresco de eixos embrionários de sementes de Melanoxylon brauna 

durante a germinação em água e sob estresses hídrico e salino ao longo do tempo (A) e 

dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por mesma letra entre os tratamentos dentro 

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

 

 

Figura 7. Comprimento de eixos embrionários de sementes de Melanoxylon brauna 

durante a germinação em água e sob estresses hídrico e salino ao longo do tempo (A) e 

dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por mesma letra entre os tratamentos dentro 

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

 

Brosowska-Arendt et al. (2014) constataram redução do peso fresco do embrião 

de sementes de Pisum sativa submetidas ao estresse hídrico induzido por PEG a partir 

de 24 horas, quando comparada com sementes embebidas em água. Ocorreram reduções 

do comprimento de raiz primária e da germinação de sementes de Chorisia glaziovii sob 

estresse hídrico (Silva et al., 2016). Constatou-se redução da germinação e do IVG e, 

consequentemente, reduções dos crescimentos radicular e do hipocótilo de Capparis 

flexuosa a partir de 200 mM de NaCl (Pacheco et al., 2012). 
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A retomada do crescimento do eixo embrionário só é possível quando ocorre 

diminuição da resistência mecânica das estruturas circundantes ao eixo embrionário e 

aumento do potencial de crescimento do eixo (Nonogaki et al., 2014). Assim, durante a 

germinação em água ocorre o aumento do potencial de crescimento do eixo 

embrionário, a diminuição da resistência mecânica da região micropilar, o aumento da 

atividade de enzimas como poligalacturonase e pectina metilesterase (Borges et al., 

2015a). De maneira similar, genes podem codificar proteínas responsáveis pela 

modificação de parede celular, como xiloglucano endotransglicosilase/hidrolases 

(XTHs), endo-β-mananase, quitinase, expansinas (EXPs), α-galactosidase, β-1,3-

glucanase, α-L-Arabinofuranosidase e celulases que atuam na expansão do eixo 

embrionário e no enfraquecimento dos tecidos envoltórios das sementes, favorecendo a 

germinação (Bewley et al., 2013; Dekkers, et al., 2013). 

As plantas desenvolveram vários mecanismos de tolerância à salinidade, como 

as halófitas, que são capazes de se adaptarem à altas concentrações de sal. Entre estes 

mecanismos, podemos citar a compartimentalização e equilíbrio iônico, transporte e 

entrada de íons, biossíntese de osmoprotetores e de solutos compatíveis, ativação de 

enzimas do sistema antioxidante, síntese de compostos antioxidantes e a regulação 

hormonal (Munns e Tester, 2008; Munns e Gilliham, 2015). Assim, um ou mais 

mecanismos podem estar presentes em sementes de braúna, promovendo à tolerância ao 

estresse salino. Sob estresse hídrico, as moléculas de alto peso molecular de PEG são 

capazes de se ligarem às moléculas de água, reduzindo assim a entrada de água nas 

células (Michel e Kaufmann, 1973; Henning, 2002). Esta restrição diminui a hidratação 

das sementes, e consequentemente, evita a retomada do crescimento do eixo 

embrionário.  

 

5.4 Fitohormônios 

 

As concentrações de ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano (ACC), precursor 

do etileno, ácido abscísico (ABA), ácido indol-3-acético (AIA) e ácido salicílico (AS) 

em eixos embrionários de M. brauna são demonstradas na figura 8.  

Houve aumento da concentração endógena do ACC em eixo embrionário de 

sementes embebidas em água, concentração intermediária em estresse salino e baixa 

concentração em condição de estresse hídrico. Percebe-se relação direta com a 

disponibilidade hídrica nas condições de cada tratamento e com a germinação de 

sementes, como discutido anteriormente (Figura 8A). A produção de etileno aumentou 
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em sementes de tomates expostas ao estresse hídrico e salino (Mayak et al., 2004), que 

pode ser explicada pelo fato de o etileno suprimir a ação inibitória do ABA durante a 

germinação de sementes (Kucera et al., 2005). 

 

 

 

Figura 8. Concentração endógena de ACC (A), ABA (B), AIA (C) e AS (D) em eixos 

embrionários de sementes de Melanoxylon brauna durante a germinação em água e sob 

estresses hídrico e salino ao longo do tempo. Médias seguidas por mesma letra 

minúscula ao longo do tempo e maiúscula entre os tratamentos não diferem entre si a 

5% de probabilidade pelo teste Tukey. 

 

Silva et al. (2014) observaram aumentos da produção de ACC e da germinação 

para Stylosanthes guianensis durante estresse salino quando comparado com S. humilis 

e S. capitata, evidenciando diferentes respostas ao estresse salino entre espécies do 

gênero Stylosanthes. Além disso, foi observado comportamento similar para o acúmulo 

de Na+ nos tecidos das sementes. Estes resultados evidenciam que NaCl inibe a 

germinação e a síntese de etileno. Diferentes espécies têm capacidade distinta na 

produção de ACC (precursor imediato do etileno) e na redução de danos em condições 

de estresse salino. O etileno é um fitohormônio que regula a germinação e a dormência 
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de várias espécies (Matilla e Matilla-Vasquez, 2008; Arc et al., 2013; Silva et al., 2014). 

Silva et al. (2014) observaram a produção de etileno durante o início da embebição e 

aumento durante o tempo em sementes de Stylosanthes humilis. El-Maarouf-Bouteau et 

al. (2015) observaram produção de etileno no início do alongamento celular de 

embriões de Helianthus annuus. 

A produção de etileno durante a germinação está relacionada com o 

enfraquecimento do endosperma (Linkies et al., 2009; Martínez-Andújar et al., 2012). 

Gianinetti et al. (2007) reportam que esse fitohormônio é resultado da germinação e 

Matilla e Matilla-Vasquez, (2008) sustentam a ideia de que ele é essencial para que 

ocorra a germinação de sementes. Para sementes de M. brauna foi possível observar 

aumento da produção de ACC em condições sem estresse após cinco dias de embebição. 

Em condições de estresse salino há redução significativa dos níveis de ACC quando 

comparada com sementes embebidas em água, concordando com a redução da 

germinação. Houve diminuição mais pronunciada dos níveis deste fitohormônio quando 

as sementes foram expostas ao estresse hídrico, resultando na manutenção dos níveis de 

ACC ao longo do tempo e inibição da germinação. 

Houve redução no conteúdo endógeno de ABA a partir de três dias de 

embebição em água e sob estresse salino (Figura 8B). Neste sentido, sob condições 

desfavoráveis, como estresse hídrico, a concentração endógena de ABA é mantida ao 

longo do tempo, fato que inibe a expansão do eixo embrionário. A permanência nesta 

condição pode ser caracterizada como a indução de dormência secundária (Lopez-

Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 2002; Bewley et al., 2013). Sob estresse 

hídrico induzido por PEG no potencial de -0,4 MPa ocorreu a indução de quiescência na 

maior parte de sementes de braúna. A dormência e a germinação de sementes são 

controlados por uma relação complexa entre vários fitohormônios. O balanço hormonal 

entre ABA e giberelinas (GAs) atua na regulação da dormência e germinação de 

sementes e é uma resposta em função da percepção e estímulos frente as condições 

ambientais (Nonogaki et al., 2010; Weitbrecht et al., 2011; Rajjou et al., 2012; Arc et 

al., 2013; Miransari e Smith, 2014). Para sementes de Eutrema salsugineum submetidas 

a estresse salino (200 mM de NaCl) foi observado redução da germinação e a indução 

de um estado de dormência, sugerido pela redução da concentração de GA/ABA e 

aumento da expressão dos genes reguladores de dormência, como RGL2, ABI5 e DOG1 

(Kazachkova et al., 2016). 

Assim, a maior sensibilidade de sementes de braúna ao estresse hídrico induziu 

resposta osmótica, com a manutenção dos níveis de ácido abscísico (ABA). Sob 
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condições de estresse hídrico, o crescimento do eixo embrionário é inibido em resposta 

ao ABA (Figuras 6 e 7), fato que evita o estabelecimento da planta em condições 

desfavoráveis (Lopez-Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 2002).  

O acúmulo de ABA sob condições de estresse osmótico, como o estresse hídrico 

e salino, ocorre devido ao aumento da expressão de genes envolvidos na síntese de 

ABA, como ZEP, NCED, LOS5/ABA3, e AAO (Zhu, 2002). Além disso, fatores de 

transcrição são induzidos durante estresse abiótico como o MYB2, 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 conteúdo endógeno de AIA manteve-se ao longo do tempo em sementes 

embebidas em água (Figura 8C). Sob condições de estresse salino, o nível de AIA 

aumentou até o terceiro dia e, a partir deste ponto diminuiu no quinto dia, 

permanecendo estável até o sétimo dia. Já sob estresse hídrico, houve aumento 

significativo aos três dias, no qual foi superior aos demais tratamentos. Em seguida 

houve redução até o sétimo dia, mantendo-se superior aos demais.  

 As auxinas estão envolvidas em praticamente todos os processos relacionados ao 

desenvolvimento das plantas e também como resposta a flutuações do ambiente (Zhao, 

2010). Wang et al. (2011) sugerem que ABA tenha controle do mecanismo que inibe o 

crescimento de raízes primárias através da divisão celular. Belin et al. (2009) afirmam 

que ABA inibe o crescimento de mudas pelo controle da sinalização de auxina. A 

dormência em sementes pode ser controlada por ABA e auxina, pela expressão do fator 

de transcrição ABI3 (Liu et al., 2013). A auxina tem ação positiva sobre os fatores de 

transcrição ARF10/16 (Auxin-Responsive Factors) que atuam na expressão do gene 

ABI3, que é o fator principal referente à dormência. Assim, estes autores concluíram 

que a auxina é indispensável para a regulação da dormência em sementes. Através de 

mecanismos evolutivos, as plantas podem criar estratégias para que ocorra a germinação 

apenas em condições favoráveis. Neste sentido, o controle de auxina sobre ABA na 

regulação da dormência é um destes mecanismos que contribuem para adaptação ao 

ambiente e sobrevivência das espécies sobre condições adversas. Segundo Park et al. 

(2011), auxina atua na sinalização ao estresse salino via gene IAA30, controlado pelo 

fator de transcrição NTM2, e modula a germinação de sementes de arabidopsis em tal 

condição. 

 Fatores de transcrição da família AUX-IAA em Arundo donax foram 10 vezes 

mais expressos em raízes do que na parte aérea em condições de estresse hídrico (Fu et 

al., 2016). Este aumento está relacionado com a interação de proteínas AUX/IAA com o 
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fator de transcrição ARF, que inibe o crescimento radicular em resposta ao aumento dos 

níveis intracelulares de AIA (Overvoorde et al., 2010). Logo, estes mecanismos podem 

atuar em eixos embrionários de braúna, principalmente sob condições de estresse 

hídrico, e manter os níveis elevados para AIA e ABA, sendo assim, mais um indicativo 

de resposta ao estresse hídrico e de indução a dormência secundária. 

 Com relação ao conteúdo de AS, para sementes embebidas em água, foi possível 

observar redução constante ao longo do tempo (Figura 8D). Comportamento similar foi 

observado durante o estresse salino, porém, com aumento significativo aos três dias 

quando comparado com embebição em água. Por outro lado, sob estresse hídrico, 

observou-se aumento significativo aos três dias, permanecendo superior aos demais 

tratamentos até o sétimo dia. 

 Sadeghipour et al. (2012) e Romano et al. (2012) relataram que AS tem papel na 

tolerância de plantas quando expostas ao estresse hídrico. Bandurska e Stroinski, (2005) 

observaram que plantas de cevada submetidas à deficiência hídrica tiveram redução dos 

danos nas membranas celulares e aumento dos níveis de ABA e aumento na tolerância 

das plantas ao estresse hídrico, pela aplicação exógena de AS. O acúmulo de AS pode 

atuar como proteção durante condições de estresse hídrico. Nestas condições ocorre a 

indução de genes PR1 e PR2 através da sinalização de AS (Miura et al., 2013).  

Rajjou et al. (2006) observaram a indução de dois genes referentes à SOD, 

enzima responsável pela primeira linha de defesa do sistema antioxidante, para 

sementes de arabidopsis sob estresse salino quando expostas ao AS. De acordo com 

Alonso-Ramírez et al. (2009), foi observado 50% de germinação em sementes de 

arabidopsis submetidas a estresse salino (100-150 mM de NaCl). Porém, na presença de 

ácido salicílico esta porcentagem aumentou para 80%. Assim, AS pode atuar na 

reversão de danos oxidativos e favorecer a germinação. Portanto, em eixos embrionários 

de braúna, o aumento do conteúdo de AS sob estresse hídrico pode ser um mecanismo 

de proteção contra possíveis danos induzidos pelo estresse, garantindo a viabilidade das 

sementes até uma possível modificação das condições ambientais. 

 

5.5 Espécies reativas de oxigênio (EROs) e peroxidação de lipídios (MDA) 

 

 Não foi possível quantificar o conteúdo de ânion superóxido em eixos 

embrionários de M. brauna. De acordo com estimativas, apenas 1-2% do consumo de 

O2 resulta na formação de ânion superóxido (O2
.-) (Boveris et al., 1973; Turrens, 1982). 

Além disso, apresenta tempo de meia vida muito curto (1–4 µs) (Møller et al., 2007; 
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Halliwell e Gutteridge, 2015) e é mais instável que H2O2, o que pode dificultar sua 

quantificação (Noctor et al., 2016). 

Observou-se redução nos níveis de peróxido de hidrogênio ao longo do tempo de 

germinação em todas as condições testadas e com valores similares entre os tratamentos 

(Figura 9A). Para verificar tal similaridade, foi realizado o teste de identidade de 

modelos, conforme sugerido por Leite e Oliveira, (2002). Esta análise estatística 

confirma se tais modelos são iguais ou não. Observou-se diferença significativa entre as 

condições de estresse hídrico e salino para os níveis de peróxido de hidrogênio e entre 

os tratamentos ao longo do tempo (Figura 9B). Os níveis de peróxido de hidrogênio 

foram superiores em condições de estresse salino entre o primeiro e o terceiro dia de 

embebição. A partir do quinto dia, os níveis foram significativamente iguais entre o 

tratamento controle e o estresse salino e menores para a condição de estresse hídrico. 

 

 

Figura 9. Níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2) em eixos embrionários de sementes 

de Melanoxylon brauna durante a germinação em água e sob estresses hídrico e salino 

ao longo do tempo (A) e dentro de cada tempo (B). Médias seguidas por mesma letra 

entre os tratamentos dentro de cada tempo não diferem entre si a 5% de probabilidade 

pelo teste Tukey. 

 

Em eixos embrionários do controle (tempo zero) observou-se os maiores níveis 

de peróxido de hidrogênio. Devido ao baixo conteúdo de água, o metabolismo nessas 

sementes é reduzido e os sistemas enzimáticos são ineficientes, fato que favorece a 

formação de EROs (Bewley et al., 2013). A presença de H2O2 em sementes secas pode 

ser resultado de reações de Amadori, Maillard (Priestley, 1986; Sun e Leopold, 1995) e 

a partir da peroxidação de lipídios (McDonald, 1999). Níveis elevados de ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio foram observados em eixos embrionários de 
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sementes secas de Dalbergia nigra, outra espécie arbórea nativa do Brasil. Porém, após 

a embebição das sementes em água na faixa de temperatura ótima de germinação da 

espécie, a formação destas EROs reduziu até 120 horas (Matos et al., 2014). 

 Borges et al. (2015a) observaram altos níveis de peróxido de hidrogênio em 

eixos embrionários isolados de M. brauna no tempo zero, sendo que durante a 

hidratação em água os níveis reduziram-se em 24 horas. O mesmo comportamento foi 

observado neste trabalho, mesmo em condições de estresse salino e hídrico. De forma 

similar, durante a embebição de sementes de Pisum sativum em água não houve 

alterações dos níveis endógenos de peróxido de hidrogênio (Barba-Espín et al., 2011). A 

produção e acúmulo de EROs ocorre em sementes e plantas submetidas a estresses 

bióticos e abióticos (Hossain e Fujita, 2013; Gomes e Garcia, 2013; Das e 

Roychoudhury, 2014; You e Chan, 2015). Em excesso, estas moléculas podem causar 

danos oxidativos em membranas (peroxidação de lipídios), proteínas, RNA, DNA, 

alterar a homeostase e levar a morte celular (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004; Foyer e 

Noctor, 2005; Gomes e Garcia, 2013). Ou seja, em altas concentrações podem ser o 

principal motivo para a deterioração e perda de vigor de sementes (Kumar et al., 2015). 

Porém, em baixa concentração, a principal função das EROs é sinalização e regulação 

de vários processos biológicos (Bailly, 2004; Møller et al., 2007). 

Gomes e Garcia, (2013), Kumar et al. (2015) e Wojtyla, et al. (2016) destacam o 

papel chave das EROs na sinalização durante o processo de germinação e em resposta a 

diferentes condições de estresse. A partir da sinalização de EROs, eventos de 

enfraquecimento do endosperma micropilar (Zhang et al., 2014), a superação de 

dormência (El-Maarouf-Boateau e Bailly, 2008), a regulação hormonal (El-Maarouf-

Bouteau, et al., 2015), a ativação de cascata de sinais através de quinases - Mitogen 

Activated Protein Kinases (MAPKs), que regulam o crescimento, o desenvolvimento e 

as repostas a estresses (Barba-Espín, et al., 2011). A carbonilação de proteínas (Job et 

al., 2005; Barba-Espín, et al., 2011) e mobilização de reservas (Verma et al., 2015) são 

ativados durante o progresso da germinação. Sob estresse, mecanismos de proteção 

contra patógenos (Morkunas et al., 2004), interação com outras moléculas de 

sinalização, como óxido nítrico (Arc et al., 2013) e ativação de enzimas do sistema 

antioxidante (Kibinza, et al., 2011) são acionados durante a germinação de sementes.  

A aplicação de H2O2 exógeno aumentou a tolerância ao estresse salino em 

Triticum aestivum, e promoveu o crescimento das plântulas, devido a eficiência do 

sistema antioxidante. Assim, H2O2 pode ter papel fundamental na indução de tolerância 

ao estresse salino (Wahid et al., 2007; Houssain et al., 2015). Em sementes de 
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arabidopsis, Lee et al. (2010) observaram atuação de ácido salicílico (AS) na sinalização 

de giberelina e aumento da eficiência do sistema antioxidante, que favoreceram a 

germinação de sementes sob esse tipo de estresse. 

Observou-se em eixos embrionários de sementes braúna níveis de AS iguais ou 

superiores ao controle durante o tempo de exposição ao NaCl. Esse padrão pode estar 

relacionado a mecanismos de sinalização, como por exemplo para AS que foi superior 

aos três dias de embebição (Figura 8D) e enzimas do sistema antioxidante, a fim de 

promover a germinação mesmo sob estresse salino. 

 Em todas as condições testadas, nota-se que não houve acúmulo do H2O2 

durante a embebição de sementes de braúna. A aplicação exógena de ABA inibiu o 

acúmulo de EROs em sementes de várias espécies como cevada (Ishibashi et al., 2012), 

arroz (Ye et al., 2012) e girassol (El-Maarouf-Bouteau et al., 2015). Assim, como 

mostrado anteriormente, a manutenção dos níveis de ABA em eixos embrionários de 

sementes de M. brauna, até os três primeiros dias de embebição, em todas as condições, 

e até sete dias sob estresse hídrico (Figura 8B) pode controlar a formação de EROs sob 

condições de estresse hídrico, diminuindo os níveis de H2O2 e, consequentemente, de 

MDA.  

A ausência de estresse oxidativo causado por peróxido de hidrogênio em eixos 

embrionários de sementes de M. brauna pode ser confirmado pela quantificação de 

MDA (Figura 10). O seu conteúdo foi decrescente ao longo do tempo de germinação 

para sementes de M. brauna em todas as condições testadas, similar ao comportamento 

observado para H2O2 (Figura 10A). O teste de identidade modelo foi aplicado, conforme 

sugerido por Leite e Oliveira, (2002). Foi verificado que os conteúdos de MDA em 

eixos embrionários de sementes de M. brauna embebidas em água ou submetidas a 

estresse hídrico e salino são iguais entre os tratamentos. Assim, foi possível gerar 

apenas um modelo para MDA, representando todas as condições testadas (Figura 10B). 

De acordo com Munné-Bosch et al. (2011), sementes de Vellozia alata expostas 

as condições naturais de ocorrência da espécie tiveram redução drástica do conteúdo de 

MDA principalmente nos primeiros três meses. A germinação diminuiu pela metade nos 

seis primeiros meses, permanecendo constante até completar um ano. Mesmo em 

condições naturais, com variações ambientais ocorrendo durante todo período, os 

autores não observaram dano oxidativo. Os autores sugerem ainda que a ausência de 

peroxidação de lipídios pode ter sido evitada pela presença de tocotrienol e tocoferol, 

que podem atuar contra o estresse oxidativo. 
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Figura 10. Conteúdo de malonaldeído (MDA) em eixos embrionários de sementes de 

Melanoxylon brauna durante a germinação em água e sob estresses hídrico e salino ao 

longo do tempo (A) e equação de regressão do teste de identidade modelo para MDA 

(B). 

 

Chen e Arora (2011) também observaram reduções dos níveis de MDA em 

sementes de Spinacia oleracea durante germinação em água devido a atuação do 

sistema antioxidante. Por outro lado, Barba-Espín et al. (2011) relataram aumento da 

peroxidação de lipídios em sementes de Pisum sativum tanto na condição controle 

quanto em sementes embebidas em H2O2. Porém, estes autores não encontraram relação 

entre os padrões de MDA e H2O2. 

 

5.6 Enzimas do sistema antioxidante 

 

 Houve aumento significativo na atividade das enzimas do sistema antioxidante 

ao longo do tempo de germinação sem estresse. Sob condições de estresse salino 

observou-se comportamento intermediário. Sob estresse hídrico as atividades das 

enzimas foram menores dentre os tratamentos ao longo do tempo (Figura 11). Houve 

diferença significativa entre os tratamentos na atividade da enzima SOD apenas no 

sétimo dia, sendo superior para tratamento controle, seguido do estresse salino e menor 

atividade foi observada para estresse hídrico (Figura 11A). A atividade da enzima CAT 

foi estatisticamente superior em eixos embrionários de sementes embebidas em água a 

partir do quinto dia, seguido pelo estresse salino, e com valores menores para estresse 

hídrico (Figura 11B). A atividade da enzima APX foi superior estatisticamente em eixos 

embrionários de sementes embebidas em água e estresse salino no quinto dia quando 

comparado com estresse hídrico. Já no sétimo dia foi possível estratificar os 
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tratamentos, sendo que a atividade foi superior no tratamento controle, seguido pelo 

estresse salino, e por último sob estresse hídrico (Figura 11C). Estatisticamente, a 

atividade da enzima POX foi superior em eixos embrionários de sementes embebidas 

em água, seguido pelo estresse salino, e por último sob estresse hídrico a partir do 

quinto dia de embebição (Figura 11D). 

 

 

 

Figura 11. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e POX (D) em eixos 

embrionários de sementes de Melanoxylon brauna durante a germinação em água e sob 

estresses hídrico e salino ao longo do tempo. Médias seguidas por mesma letra 

minúscula ao longo do tempo e maiúscula entre os tratamentos não diferem entre si a 

5% de probabilidade pelo teste Tukey. 

 

Plantas sob condições normais de crescimento e principalmente expostas a 

estresses abióticos, causadas por temperatura, metais pesados, deficiência de nutrientes, 

salinidade e seca podem aumentar a formação de EROs (Apel e Hirt, 2004; Mittler et 

al., 2004; Gill e Tuteja, 2010; Miller et al., 2010). Para evitar que estas moléculas se 

acumulem nas células e causem danos oxidativos, as plantas possuem sistema de defesa 

antioxidante (Mittler et al., 2004; Bailly et al., 2008). Existem também mecanismos 
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antioxidantes não enzimáticos, tais como vitamina C, vitamina E, glutationa, tocoferol, 

flavonoides, alcaloides e carotenoides capazes de regular os níveis de EROs (Apel e 

Hirt, 2004; Miller et al., 2010; Das e Roychoudhury, 2014). Entretanto, não houve 

aumento das atividades das enzimas SOD, CAT, APX e POX em eixos embrionários de 

sementes de M. brauna sob condições de estresse hídrico. Nesta condição foi possível 

observar a manutenção de altos níveis de ABA durante a exposição a solução de PEG. 

De forma similar, durante embebição de sementes em ABA, foi observada redução da 

expressão de proteínas relacionadas ao sistema antioxidante, como para CAT em 

Arabidopsis thaliana (Chibani et al., 2006) e para APX em eixos embrionários de Fagus 

sylvatica (Pawłowski, 2007) e embriões de Oryza sativa (Kim et al., 2008). 

Para estresse salino a atividade das enzimas do sistema antioxidante foi reduzida 

quando comparada com a condição controle. Em condições de estresse salino e hídrico 

esperava-se que os níveis de MDA e EROs fossem elevados em eixos embrionários de 

M. brauna, e consequentemente, a atuação das enzimas do sistema antioxidante fosse 

efetiva no controle dos possíveis danos oxidativos. Sob estresse hídrico, condição em 

que a germinação foi nula, outros mecanismos podem reduzir os níveis de MDA e 

EROs, já que a atividade enzimática foi mantida a níveis reduzidos. Por outro lado, sob 

estresse salino observa-se atuação das enzimas do sistema antioxidante, assim como 

observado para sementes embebidas em água. Além disso, neste trabalho foi possível 

observar a tolerância de sementes de M. brauna a altas concentrações de NaCl, sendo 

que as enzimas do sistema antioxidante podem compor os mecanismos de tolerância 

referentes ao estresse salino. Para que ocorra a germinação e o estabelecimento das 

mudas, é necessário a atuação do sistema antioxidante robusto e integrado, capaz de 

reduzir possíveis danos oxidativos durante o crescimento, o estabelecimento da muda, 

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 conversão de O2
.- em 

H2O2 (Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010; Halliwell e Gutteridge, 2015). Porém, 

nem sempre está diretamente relacionada a resposta ao estresse, como observado por 

Chen e Arora (2011) para Spinacia oleracea. Estes autores verificaram que a atividade 

da enzima SOD diminuiu durante a germinação em condições controle, sob desidratação 

e sob estresse por frio. Por outro lado, as atividades das enzimas CAT e APX 

aumentaram durante a germinação sem estresse, assim como observado para eixos 

embrionários de M. brauna. Borges et al. (2015a) relataram aumento das atividades das 

enzimas SOD e POX em eixos isolados de M. brauna submetidos a embebição em 
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água. Em sementes de Zea mays sob desidratação houve redução da atividade de SOD 

durante a germinação (Huang et al., 2012). Para Medicago truncatula, também houve 

aumentos nas expressões dos genes SOD e APX durante as fases iniciais da embebição 

(Balestrazzi et al., 2011). Em sementes armazenadas de M. brauna, o aumento do teor 

de água durante o armazenamento de sementes reduziu a atividade de SOD e CAT ao 

longo do tempo (Borges et al., 2015b). Além disso, a peroxidação de lipídios não foi 

alterada ao longo do tempo. Assim, outros mecanismos podem estar envolvidos em 

sementes da espécie para evitar danos oxidativos em diversas condições ambientais já 

testadas. Estes resultados estão de acordo com a redução de MDA em eixos 

embrionários de M. brauna durante a germinação sob condições do tratamento controle, 

estresse salino e hídrico, como discutido anteriormente.  

CAT, APX e POX atuam na conversão de H2O2 em H2O, sendo que CAT 

apresenta a maior taxa de conversão por minuto entre as demais (Mittler et al., 2004; 

Gill e Tuteja, 2010; Halliwell e Gutteridge, 2015). Houve redução da enzima CAT em 

eixos embrionários isolados de sementes de M. brauna durante as primeiras 24 horas de 

embebição em água (Borges et al., 2015a). Fatores de transcrição, como WRKY, atuam 

em resposta ao estresse (Nam et al.,2017). A superexpressão de NbWRKY79 em 

plantas transgênicas de Nicotina benthamiana teve efeito positivo sob a tolerância ao 

estresse salino, sendo que houve aumento da atividade das enzimas SOD, CAT, APX e 

POX. O condicionamento de sementes de Vigna radiata com NaCl foi avaliado em 

condições de estresse hídrico e salino (Jisha e Puthur, 2013). Para V. radiata variedade 

Pusa Vishal as mudas oriundas do condicionamento fisiológico tiveram maior atividade 

da enzima peroxidase, sendo relacionado à tolerância ao estresse abiótico. Em 

condições sem estresse houve aumento da enzima CAT durante a germinação de 

sementes de Hordeum vulgare (Potokina et al., 2012) e Triticum aestivum (Cakmak et 

al., 1993). Fercha et al. (2016), a partir da análise proteômica de eixos embrionários de 

Glycine max durante a germinação sob estresse salino, verificaram aumentos de 

compostos antioxidantes, como a SOD, a glutationa transferase e a aldose redutase. Em 

transgênicos de Nicotina tabacum com o gene StAPX a superexpressão do gene StAPX 

aumentou a germinação, a atividade de APX, a redução de H2O2 e o aumento das taxas 

fotossintéticas e do crescimento das plantas sob condições de estresse hídrico e salino 

(Sun et al., 2010). De forma geral, nota-se que a atividade enzimática em eixos de M. 

brauna não responde de forma positiva ao estresse hídrico. Para o tratamento controle e 

sob estresse salino, condições nas quais foi possível observar germinação de sementes 

de M. brauna, a atuação conjunta das enzimas SOD, CAT, APX e POX é essencial para 
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germinação de sementes, sendo que a partir da protrusão radicular a atividade foi ainda 

maior. Assim, esta retomada da atividade enzimática pode estar envolvida na proteção 

para as plântulas, que estarão expostas a diversas condições ambientais, podendo assim 

preparar o sistema de defesa mais eficiente durante os próximos estádios de 

desenvolvimento. 

Avanços recentes sobre o entendimento da regulação e da sinalização 

evidenciam a importância das EROs nos diferentes processos fisiológicos no ciclo de 

vida de uma semente, como bem discutido nos trabalhos de Bailly et al.(2008), Barba-

Espín et al. (2011), Diaz-Vivancos et al. (2013), El-Maarouf-Bouteau et al. (2015), 

Verma et al. (2015) e Wojtyla et al. (2016). Da mesma forma, a regulação de 

fitohormônios é essencial para inúmeros processos durante o ciclo de vida das plantas, 

principalmente durante o controle da germinação, da dormência e em condições de 

estresse (Nonogaki et al., 2010; Bewley et al., 2013; Llanes et al., 2016). Assim, ABA 

parece ter papel fundamental no controle da germinação de sementes de M. brauna. Os 

níveis de ABA mantiveram-se elevados até os três primeiros dias de embebição em 

todas as condições testadas. A manutenção dos níveis de ABA pode sinalizar para 

redução das EROs como observado por Ishibashi et al. (2012), Ye et al. (2012), 

Lariguet et al. (2013) e El-Maarouf-Bouteau et al. (2015) e ativar os mecanismos de 

defesa antioxidante, como o aumento da atividade de catalase em sementes de Hordeum 

vulgare (Bahin et al., 2011). Neste sentido, a partir dos três dias de embebição sob 

estresse hídrico, os níveis de ABA são mantidos elevados, o que mantém a redução dos 

níveis de H2O2 e MDA até o sétimo dia. E assim, não sendo necessário a ativação do 

sistema antioxidante. Porém, durante a embebição em água e estresse salino, ocorrem 

reduções dos níveis de ABA e ao mesmo tempo aumentos das atividades da CAT, da 

APX, da POX e da SOD de forma mais tardia no quinto dia. Estes resultados indicam 

que até os três primeiros dias o controle dos níveis de H2O2 e MDA é regulado por 

ABA. A partir deste ponto, após redução dos níveis de ABA, o sistema antioxidante se 

encarrega de controlar os níveis de H2O2 e MDA até o sétimo dia, controlando possíveis 

danos oxidativos.  

 

5.7 Análise proteômica 

 

 Foram realizadas análises comparativas do perfil de proteínas presentes em eixos 

embrionários de sementes de M. brauna sem embebição (sementes secas-controle), 
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embebidas em água, em solução osmótica induzida por NaCl (-0,4 MPa) e em solução 

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

A comparação entre os 10 tratamentos revelou que 64 proteínas foram 

significativamente diferentes em abundância (% de volume normalizado, p≤0,05 de 

acordo com a ANOVA e pelo menos 3,5 x de diferença com relação ao controle), as 

quais foram excisados dos géis 2-DE (Figura 12) e analisados por espectrometria de 

massa (MALDI-TOF-TOF MS/MS). 

 

 

Figura 12. Imagem de um gel 2-DE representativo de proteínas de eixos embrionários 

de sementes de Melanoxylon brauna, mostrando a posição dos 64 spots excisados para 

análise 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 identificação de proteínas extraídas de embrião e 

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

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

tecidos de espécies tropicais são frequentemente encontrados elevados níveis de 
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metabólitos secundários, principalmente compostos fenólicos (Carpentier et al., 2005) e 

parede celular rica em carboidratos, fatos que podem interferir na eletroforese. 

 Dentre os 64 spots, 10 deles (15,6%) foram positivamente regulados durante a 

embebição em água, nenhum exclusivo para estresse salino, 4 spots (6,3%) 

positivamente regulados para sementes secas e estresse hídrico, 2 spots (3,1%) 

regulados positivamente durante a embebição em água e estresse salino e 48 spots 

(75%) regulados positivamente em sementes secas e durante estresse hídrico e salino. 

As proteínas identificadas são apresentadas com suas respectivas abundâncias na figura 

13. Os spots foram associados estatisticamente com a entrada no banco de dados 

Uniprot (Tabela 3). As abundâncias dos spots não identificados são apresentadas nas 

figuras 14, 15, 16 e 17 do Anexo. 

O spot 133 (Phosphoglycerate kinase) manteve a abundância até o terceiro dia 

de embebição em água e redução significativa durante o restante do tempo de 

germinação. Sob condições de estresses salino e hídrico houve manutenção da 

abundância de proteína durante o tempo de germinação, sendo iguais ao tratamento 

controle (sementes secas). Estes resultados coincidem com o atraso da hidratação das 

sementes encontrado nas curvas de embebição em PEG e em NaCl, representadas pelas 

figuras 1 e 2. A abundância da proteína PGK, encontrada em níveis superiores em 

sementes seca e sob condições de estresse, sugere que a glicólise ainda não foi 

completada, mantendo os níveis elevados até que a condição ambiental seja favorável 

para a germinação. Para a embebição em água, houve redução de PGK no momento da 

protrusão radicular, indicando que o fornecimento de energia foi eficiente, promovendo 

a germinação. 

 O início da embebição de sementes é acompanhado pela ativação de rotas 

respiratórias, tais como glicólise, via das pentoses-fosfato e ciclo do ácido cítrico 

(Bewley et al., 2013). Durante a glicólise, a primeira reação de formação de ATP, 

através da transferência do grupo fosforil de 1,3-bifosfoglicerato para o ADP, é mediada 

pela enzima fosfoglicerato quinase, na qual forma ATP e 3-fosfoglicerato (Taiz e 

Zeiger, 2013; Zeeman, 2015). 

Desta forma, fosfoglicerato quinase (PGK) tem papel fundamental no 

fornecimento de energia na forma de ATP durante a glicólise para a retomada do 

crescimento de eixos embrionários de M. brauna. Em eixos embrionários de sementes 

secas foi possível observar abundância de PGK. De forma similar, esta enzima foi 

encontrada em eixos embrionários de sementes secas de Oryza sativa (Han et al., 2014), 

Acer pseudoplatanus (Pawłowski e Staszak, 2016) e em Arabidopsis thaliana 
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(Weitbrecht et al., 2011). Estes autores afirmam que enzimas relacionadas à glicólise 

são originadas através da tradução durante a fase de maturação, sendo degradadas após 

a embebição, justificando a presença de PGK em sementes secas. Assim como neste 

trabalho, durante a embebição de sementes em água a abundância foi mantida até o 

terceiro dia, ponto que antecede a protrusão radicular. A partir do quinto dia ocorre 

redução significativa até o sétimo dia. O embrião obtém energia principalmente através 

da glicólise, que ocorre nas fases inicias da embebição, sendo que após a germinação o 

consumo de reservas diminui, reduzindo também a glicólise (Han et al., 2014; He et al., 

2015). 

Sob estresses hídrico e salino houve manutenção da abundância de PGK durante 

todo o tempo. Sob condições de estresse ocorreu inibição temporária da atividade da 

enzima, bloqueando a rota da glicólise. Por outro lado, sob estresse hídrico a 

germinação não ocorre, sugerindo que a retomada do crescimento de eixos embrionários 

de M. brauna pode ser relacionada com alguns fatores, como a sinalização de ABA. A 

aplicação exógena de ABA induziu a atividade de enzimas glicolíticas, como frutose-

bifosfato aldolase e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase em sementes de Arabidopsis 

thaliana (Chibani et al., 2006) e a fosfoglicerato quinase em sementes de Fagus 

silvatica (Pawłowski, 2007). 

Para outras enzimas relacionadas ao fornecimento de energia como 6-

fosfogluconato desidrogenase, relacionada com a via das pentoses-fosfato, foram 

observadas aumento da abundância desta proteína sob estresse osmótico em sementes 

de Pisum sativa, sendo que esta enzima pode estar relacionada com a regulação desta 

via sob condições de estresse (Brosowska-Arendt et al., 2014). Pawłowski e Staszak 

(2016) observaram redução da enzima fosfoglicerato quinase em eixos embrionários de 

sementes de Acer pseudoplatanus embebidas em solução de ABA quando comparada 

com embebição em água e giberelina. Diante disso, a glicólise e o padrão de ação desta 

enzima variam de acordo com os diferentes estresses e espécies (Tan et al., 2013). 
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Tabela 3. Identificação de proteínas de eixo embrionário de sementes de Melanoxylon brauna submetidas ou não aos estresses hídrico e salino. As 
proteínas foram separadas por eletroforese bidimensional, identificadas por MALDI TOF/TOF, algoritmo MASCOT e software SCAFFOLD. 

Spot Nome da Proteína / 
(Organismo) 

Banco de 
dados / 

Entradas 

Número de 
acesso 

Score de 
identificação 

(MS/MS) 

Prob. 
(1) 

Cobertura 
da 

sequência 
(%) 

Teórico Experimental 

NPIV 
(3) 

Sequência dos peptídeos Prob. 
(2) 

Massa 
molecular 

(kDa) 

Ponto 
isoelétrico 

Massa 
molecular 

(kDa) 

Ponto 
isoelétrico 

133 
Phosphoglycerate kinase 

[Glycine soja] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0B2QJ60 168 100% 9 42,366 6,28 36,006 6,36 2 

(K)LVAQLPEGGVLLLENVR(F) 99% 

(K)LASLADLYVNDAFGTAHR(A) 98% 

139 

Alpha-L-
arabinofuranosidase-like 

protein [Medicago 
truncatula] 

Uniprot / 
Fabaceae G7L4R6 48 92% 2 71,420 6,53 37,041 5,70 1 (K)SGGILGSSQIIK(R) 92% 

196 
Uncharacterized protein 

[Cucumis sativus] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0A0L4Q9 60 92% 1 113,608 8,43 54,614 5,73 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 92% 

197 Uncharacterized protein 
[Cucumis sativus] 

Uniprot / 
Viridiplantae 

A0A0A0L4Q9 60 93% 1 113,608 8,43 54,463 5,69 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93% 

201 
Uncharacterized protein 

[Cucumis sativus] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0A0L4Q9 60 93% 1 113,608 8,43 55,220 5,64 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93% 

207 
Uncharacterized protein 

[Cucumis sativus] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0A0L4Q9 61 93% 1 113,608 8,43 58,674 5,82 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 93% 

209 
Uncharacterized protein 

[Cucumis sativus] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0A0L4Q9 64 95% 1 113,608 8,43 58,836 5,77 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 95% 

249 
Annexin [Cynara 

cardunculus var.scolymus ] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A103ST37 61 95% 5 28,929 6,79 50,975 5,85 1 (K)QLKEEEEEQQWR(H) 95% 

251 
Uncharacterized protein 

[Cucumis sativus] 
Uniprot / 

Viridiplantae 
A0A0A0L4Q9 57 90% 1 113,608 8,43 56,452 5,61 1 (R)LVGFGINAENNKR(N) 90% 

Legenda: (1) Probabilidade de identificação para proteína (Scaffold); (2) Probabilidade de identificação para peptídeo (Scaffold); (3) NPIV – Número 
de peptídeos identificados e validados (Scaffold).
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Para o spot 139 (α-L-arabinofuranosidase-like protein) houve a manutenção da 

abundância da proteína até o terceiro dia de embebição de sementes em água e a 

redução significativa durante o restante do tempo de germinação. Sob condições de 

estresse salino a abundância foi mantida até o quinto dia, sendo que no sétimo dia houve 

redução significativa. Em condição de estresse hídrico a abundância de proteína foi 

mantida constante ao longo do tempo de germinação, sendo igual ao tratamento controle 

(sementes seca).  

 Para que ocorra a protrusão radicular é necessário que ocorra aumento do 

crescimento potencial do eixo embrionário e redução da resistência mecânica dos 

tecidos circundantes da semente. Além disso, a atividade de enzimas capazes de atuar 

na modificação de parede celular do eixo embrionário e na ponta da radícula para que 

ocorra expansão celular, no endosperma lateral e na região micropilar, para reduzir a 

resistência dos tecidos envoltórios é fundamental para garantir a germinação (Bewley et 

al., 2013). Para sementes de braúna, Borges et al. (2015a) relataram vários mecanismos 

que atuam para o crescimento do eixo embrionário, como a atividade de enzimas 

poligalacturonase e pectina metilesterase, paralelamente com incremento da massa 

fresca e do comprimento do eixo embrionário. Juntamente com estas modificações, 

estes autores observaram enfraquecimento da região micropilar após 24 horas de 

embebição. 

 A parede celular primária de células vegetais é constituída por microfibrilas de 

celulose, (1→4)-β-D-glucano, inseridas em uma matriz de polissacarídeos, proteínas 

estruturais, fenilpronanóides e uma zona de junção com cálcio. Essa matriz é composta 

por hemiceluloses (xiloglucano, xilano, glucomanano, arabinoxilano e calose) que se 

ligam à celulose. As pectinas (homogalacturonano, ramnogalacturonano, arabinano, 

galactano e arabinogalactano) formam a fase gel onde está inserida a rede celulose-

hemicelulose. Entre os polissacarídeos pécticos, um dos mais abundantes é o 

ramnogalacturonano I (RG I), que transporta cadeias longas e curtas de arabinanos, 

galactanos e arabinogalactanos ligados à resíduos de ramnose. (Wolf et al., 2012; Taiz e 

Zeiger, 2013; Carpita et al., 2015). Em arabinoxilano ou arabinano são encontrados L-

arabinofuranoses como substituintes da cadeia lateral (Gomez et al., 2009). Arabinano 

(L-arabinose) está presente na parede celular de endosperma de sementes de 

Arabidopsis thaliana e Lepidium sativum (Minic et al. 2006; Lee et al. 2012). Para que 

ocorra a hidrólise da cadeia desses polissacarídeos é necessário que a enzima α-L-

arabinofuranosidase atue na clivagem de terminações não redutores de α-L-
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arabinofuranosil e, juntamente com α-L-arabinanase, complete a degradação (Minic et 

al., 2006). 

 

 

Figura 13. Quantidade de proteína (% volume normalizado) associada com os spots 
identificados (133, 139, 196, 197, 201, 207, 209, 249 e 251) e que tiveram maior 
diferença de abundância entre sementes secas (controle) e as sementes submetidas a 
embebição em água e sob estresse salino e hídrico por 3, 5 e 7 dias. Médias seguidas por 
mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p≤0,05). 
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A atividade de α-L-arabinofuranosidase no endosperma micropilar, envolvida no 

enfraquecimento do tecido, e na radícula, participa do alongamento celular em sementes 

de Lactuca sativa (Liu et al., 2015). Estes mesmos autores verificaram a atividade desta 

enzima em sementes secas, o que sugere que ela pode atuar nas fases inicias da 

germinação, já que houve aumento da atividade e da abundância de genes que codificam 

esta enzima (LsARAf2 e LsARAf7) antes da protrusão radicular e redução após a 

germinação. 

A atuação de α-L-arabinofuranosidase em eixos embrionários de M. brauna 

ocorre de forma similar à descrita por Liu et al. (2015). A abundância da proteína em 

eixos embrionários de sementes secas sugere a regulação desta enzima nas fases inicias 

da germinação. Além disso, durante a embebição em água, a abundância foi mantida até 

o terceiro dia, ponto que antecede a protrusão radicular. Assim, a enzima atuou de 

forma efetiva na hidrólise de polissacarídeos presentes no eixo embrionário, facilitando 

o enfraquecimento da parede celular, o que facilitou a expansão celular e, 

consequentemente, a retomada da expansão do eixo embrionário. 

O comportamento sob estresse salino foi similar quando comparado com a 

embebição em água, porém, com atraso na redução da abundância da proteína, 

coincidindo com a germinação nesta condição, já que houve retardo da germinação. O 

aumento dos níveis de pectina em cultivar de soja tolerante ao sal quando comparado 

com a cultivar sensível, sugere-se que esta resposta é positiva para crescimento 

radicular sob estresse salino (An et al., 2014). Em contrapartida, sob estresse hídrico, 

houve manutenção da abundância da proteína em eixos embrionários de sementes de M. 

brauna durante os setes dias de embebição. Desta forma, a atividade constante de α-L-

arabinofuranosidase em eixos embrionários de M. brauna sob estresse hídrico sugere 

proteção celular, relacionada à regulação osmótica e ao controle do crescimento. 

Os spots 196, 197, 201, 207, 209 e 251 foram identificados como 

Uncharacterized protein, porém com função molecular referente a reserva nutricional. 

A partir da ferramenta BLAST do site Uniprot, foi encontrada proteína similar à 

conglutin beta 5 (Cucumis melo), com 75,8% de identidade, sendo esta uma proteína de 

reserva. De maneira geral, houve manutenção da abundância até o terceiro dia e redução 

significativa destes spots a partir deste ponto para embebição em água. Por outro lado, 

sob condição de estresse hídrico, a manutenção da abundância de proteína, foi 

semelhante ao tratamento controle (sementes secas). Sob condição de estresse salino, o 

comportamento foi intermediário, sendo que a redução foi significativa, porém com 

redução mais gradativa ao longo do tempo quando comparada com sementes embebidas 
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em água. Estes resultados confirmam que a abundância destas proteínas está relacionada 

ao atraso da hidratação das sementes, encontrado nas curvas de embebição em PEG e 

em NaCl, representadas pelas figuras 1 e 2. Logo, a abundância da proteína está 

relacionada à disponibilidade hídrica de cada tratamento. 

Durante a germinação de sementes de M. brauna em água, a abundância de 

conglutina em eixos embrionários decresce durante o tempo. Entre o terceiro e quarto 

dia de embebição ocorre o início da protrusão radicular, sendo que a partir do quinto dia 

a abundância decresceu significativamente, sugerindo que as reservas do eixo 

embrionário foram utilizadas, acumuladas durante as fases de desenvolvimento das 

sementes. A partir deste ponto a fonte de aminoácidos provem dos cotilédones. A 

mobilização de reservas ocorre de forma ordenada pelo tempo e espaço, sendo essencial 

para a biossíntese de metabólitos energéticos durante a germinação (Gu et al., 2016). 

Durante o estresse salino, o comportamento foi similar, porém, como ocorre atraso na 

germinação o consumo de conglutinas é menos efetivo quando comparado com a água. 

Em contrapartida, sob estresse hídrico ocorre manutenção da abundância de conglutina, 

sendo então inibida nesta condição. 

 A ocorrência de múltiplos spots relacionados à mesma proteína, principalmente 

proteínas de reserva como vicilina, legumina, cruciferina, globulina, entre outras 

formas, é relatada em vários trabalhos de análise proteômica em sementes (José et al., 

2011; Balbuena et al., 2011a; Huang et al., 2012; Martins et al., 2016; Gu et al., 2016). 

Todos estes autores relatam que modificações pós-transducionais podem gerar novos 

spots, podendo alterar o ponto isoelétrico, tamanho e a massa destas proteínas. Balbuena 

et al. (2011a) refere-se também à possibilidade de existência de isoformas de vicilina e 

ao catabolismo de proteínas. Além disso, nota-se variação dos pontos isoelétricos (PI) e 

massas moleculares destas proteínas (Tabela 3). Esta variação também verificada por 

Martins et al. (2016), ocorre devido a proteólise de proteínas ou ao splicing alternativo 

(Gallardo et al., 2002; Farinha et al., 2011). Além disso, a heterogeneidade da 

composição de vicilinas pode ser devido às diferentes subunidades que as formam 

(O’Kane et al., 2004). Outro fator referente às variações entre massa molecular teórica e 

prática é a possibilidade da proteína identificada pelo banco ser apenas um fragmento de 

proteína, como é o caso da proteína annexina, identificada neste trabalho. 

 As conglutinas são membros da família das vicilinas ou 7S globulinas, presentes 

em várias espécies de Fabaceae, representam uma das mais abundantes e principais 

fontes de reservas em sementes de dicotiledôneas (Duranti e Gius, 1997; Sheoran et al., 

2005; Foley et al., 2015). Proteínas de reserva em sementes tem papel fundamental 
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durante a germinação e o estabelecimento de plântulas, como fonte de aminoácidos e 

nitrogênio (Yacoubi et al., 2011). Os aminoácidos são destinados ao desenvolvimento 

do eixo embrionário e utilizados para síntese de outras enzimas e proteínas estruturais, 

sendo que a mobilização de reservas pode ser alterada de acordo com as flutuações 

ambientais (Tan et al., 2013). Em condições de estresse, há aumento da abundância de 

proteínas de reserva, como legumina para sementes dormentes de Arabidopsis thaliana 

(Chibani et al., 2006) e vicilina e globulina para sementes de Zea mays submetidas à 

dessecação (Huang et al., 2012). Segundo os autores há redução de enzimas proteases, 

responsáveis pelo metabolismo de proteína e responsivas ao estresse biótico e abiótico. 

 Para o spot 249 (Annexin) houve manutenção da abundância de proteína até o 

terceiro dia de embebição de sementes em água e redução significativa durante o 

restante do tempo de germinação. Sob condições de estresse salino e hídrico a 

abundância de proteína foi mantida constante ao longo do tempo de germinação, sendo 

semelhante ao tratamento controle (sementes seca).  

Anexinas são proteínas capazes de interagir de forma seletiva e não covalente 

com fosfolipídios, na presença de íons de cálcio (Ca2+) e estão presentes em todos os 

eucariotos (Gerke et al. 2005; Clark et al., 2012). Apresenta multifunções celulares 

como divisão celular, transporte celular, interações entre membranas, endo e exocitose, 

reparo de membrana, sinalização celular para diversos processos de crescimento, 

desenvolvimento e em resposta a diferentes estresses (Mortimer et al., 2008; Konopka-

Postupolska, et al., 2011; Clark et al., 2012). Na associação com membranas 

plasmáticas as anexinas têm a capacidade de serem solúveis, periféricas e integrais 

(Ladokhin e Haigler, 2005). Podem ainda ser encontradas em diversos compartimentos 

celulares, como o cloroplasto, a parede celular, no complexo de golgi, nas mitocôndrias, 

no núcleo celular, no peroxissomo, nos retículos endoplasmático rugoso e liso e no 

vacúolo (Mortimer et al., 2008).  

Acúmulo de EROs pode causar danos oxidativos em membranas (peroxidação 

de lipídios), proteínas e DNA (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004; Foyer e Noctor, 2005). 

Sob estresses hídrico e salino ocorrem a produção de EROs e, consequentemente, 

aumento da peroxidação de lipídios (Neill et al. 2002). A membrana plasmática pode ser 

uma fonte de EROs por meio do NADPH oxidase, na qual produz ânion superóxido 

pela transferência de elétrons de NADPH citoplasmático para oxigênio, sendo 

dismutado posteriormente em H2O2 e O2 (Marino et al., 2012). Anexina forma canais de 

cálcio que são ativados pelos níveis extracelulares de EROs (Konopka-Postupolska et 

al., 2009; Laohavisit et al., 2010; Laohavisit et al., 2012). Além disso, anexina pode ter 
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papel na modulação de H2O2 via sistema antioxidante, por meio do aumento da 

atividade das enzimas SOD e CAT e por proteínas dependentes de cálcio (CDPK24), 

em reposta ao estresse abiótico (Qiao et al., 2015). De forma a evitar o estresse 

oxidativo, anexinas também têm atividade similar à enzima peroxidase, que atua na 

manutenção dos níveis de H2O2 (Gorecka et al.,2005; Clark et al., 2012) 

Eixos embrionários de sementes secas de M. brauna possuem abundância de 

anexina. Após embebição em água a manutenção de anexina ocorreu até o terceiro dia, 

com redução posterior. Ela atua no controle dos níveis de EROs nas fases inicias da 

germinação, principalmente antes da protrusão radicular, até que o sistema de defesa 

antioxidante seja ativado, como indicado pela redução dos níveis de H2O2 e MDA e 

aumento das enzimas SOD, CAT, APX e POX após a embebição de sementes. 

Semenlhante à M. brauna, Han et al. (2014) detectaram abundância de anexina em 

sementes secas de Oryza sativa e posterior redução durante a germinação de sementes. 

Por outro lado, em condições de estresses hídrico e salino houve manutenção da 

abundância de anexina em eixos embrionários de M. brauna. Sugere-se que a exposição 

de sementes ao estresse hídrico e salino pode gerar produção de EROs. Porém, como o 

sistema de defesa antioxidante não é ativado, os níveis de anexina são mantidos 

elevados para manter a homeostase celular desde o início da embebição, prevenindo o 

estresse oxidativo. Fato que pode ser confirmado pelos níveis de H2O2 e MDA, que 

reduziram sob condições de estresse hídrico e salino. Desta forma, anexina pode ter 

papel fundamental no controle de EROs, sendo importante na sinalização celular 

durante a germinação e em resposta ao estresse hídrico e salino. Yan et al. (2016) 

estudaram a expressão de quatro genes de anexina (BrANNEXIN) durante a germinação 

de sementes de Brassica rapa submetidas a estresse térmico, frio, ABA, NaCl, PEG e 

desidratação, havendo regulação positiva em todas as condições testadas, sendo que 

BrANNEXIN2 e 4 tiveram aumento da expressão em todas as condições testadas, 

sugerindo que anexinas tem papel importante na adaptação de plantas frente as 

variações ambientais. 

Em plantas transgênicas de Solanum tuberosum, a expressão do gene STANN1 

sinalizou a relação entre o cálcio e as EROs, podendo classificar a anexina como uma 

nova ferramenta para ser introduzida no melhoramento genético de plantas a fim de 

aumentar a tolerância ao estresse abiótico (Szalonek et al., 2015). Xu et al. (2016) 

também identificaram a expressão de genes de anexina em T. aestivum, T. urartu, A. 

tauschii and H. vulgare juntamente com elementos cis, como DRE e ABRE, envolvidos 

na regulação de estresse abiótico, induzidos por PEG, ABA, NaCl e frio. 
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Sob condições de estresse hídrico ou após aplicação de ABA, ocorreu a 

superexpressão do gene AnnAt1 em Arabidopsis thaliana, conferindo maior tolerância 

ao estresse, sendo importante mecanismo de resposta aos estímulos ambientais. Já para 

mutantes de AnnAt1 ocorreu sensibilidade das plantas ao estresse (Konopka-

Postupolska et al., 2009). Sementes de linhas transgênicas de Arabidopis thaliana 

(35S:AnnAt4) tiveram maiores taxas de germinação do que de plantas do tipo silvestre, 

mutantes simples (annAt1 e annAt4) ou duplos mutantes (annAt1annAt4) quando 

submetidas ao estresse salino (NaCl) ou exposição ao ABA, sugerindo ação cooperativa 

de AnnAt1 e AnnAt4 na resposta ao estresse (Huh et al., 2010). Zhang et al. (2014) 

relataram a superexpressão do gene GhAnn1 em plantas transgênicas de Gossypium 

hirsutum submetidas à exposição ao ácido salicílico, metil jasmonato, ABA, PEG, NaCl 

e H2O2. Estes autores sugerem relação entre a anexina e os fitohormônios em resposta a 

múltiplos estresses, aumentando a tolerância das plantas à seca e à salinidade, visto que 

tais respostas evitaram o estresse oxidativo pela redução dos níveis de MDA e 

promoveram o acúmulo de prolina e de açúcares, importantes reguladores do controle 

osmótico.  

A partir da correlação de Spearman entre as variáveis testadas, sugere-se a 

integração de rotas durante a germinação de sementes de braúna sem estresse ou em sob 

estresse hídrico e salino (Tabelas 4, 5 e 6 - Anexo 1). Todas as proteínas identificadas 

foram responsivas principalmente ao estresse hídrico, sendo possível usá-las como 

marcadores em reposta ao estresse em sementes de braúna. Destaca-se a anexina, 

proteína multifuncional que tem atuação importante na tolerância às variações 

ambientais. Assim, pode desempenhar papel chave na sinalização e regulação de 

tolerância ao estresse em eixos embrionários de M. brauna. Entre os fitohormônios, 

ABA é uma molécula também multifuncional presente em eixos embrionários de M. 

brauna, principalmente em resposta ao estresse hídrico, sugerindo que o ABA pode 

cooperar com as rotas de várias proteínas identificadas na regulação do crescimento e 

em resposta ao estresse, como anexina, sendo fundamental na sinalização e 

sobrevivência de sementes de braúna sob estresse. 

Nota-se a integração de diferentes mecanismos envolvidos durante a 

germinação. Para EROs, ABA, AIA, PGK, α-L-arabinofuranosidase, conglutina e 

anexina, em condições sem estresse, a regulação é coordenada por mecanismos pré-

formados. Após a mobilização de reservas, as modificações de parede, a divisão e a 

expansão celular, que são reduzidos/desativados durante a embebição até a protrusão 

radicular, a fase de transição entre semente e plântula é mediada pela atividade de 
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enzimas do sistema antioxidante e pelo ACC. Já sob estresse hídrico, ABA, AIA e AS 

juntamente com PGK, α-L-arabinofuranosidase, conglutina e anexina fazem a regulação 

de funções como a divisão celular, fornecimento de energia, modificações de parede, 

mobilização de reservas e sinalização para controle dos níveis de EROs e manutenção 

do redox celular sob estresse. Em algum momento destas rotas ocorre a interrupção de 

um dos reguladores destas rotas, evitando que o eixo embrionário cresça em condições 

de estresse. Sob estresse salino, estas enzimas e moléculas têm padrão de atuação 

intermediário para a maioria das variáveis avaliadas, provavelmente porque a espécie 

foi classificada como moderadamente tolerante ao NaCl, pois ocorre a germinação, 

porém em menores porcentagens. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Sementes embebidas em água apresentam padrão trifásico, maiores porcentagens 

de germinação e taxas de crescimento do eixo embrionário em relação aos tratamentos 

sob estresse hídrico e salino. 

Sob estresse salino ocorre atraso do ganho de peso de sementes, reduções da 

germinação e do crescimento do eixo embrionário, sendo classificada como halófita.  

Sob estresse hídrico a redução do ganho de peso de sementes é mais 

pronunciada, a germinação é inibida, assim como as taxas de crescimento do eixo 

embrionário. 

Sementes de M. brauna são mais sensíveis ao estresse hídrico induzido por PEG 

do que por estresse salino induzido por NaCl. 

Os níveis endógenos de ACC são relacionados com a germinação de sementes, 

enquanto ABA, AIA e AS são responsivos principalmente ao estresse hídrico;  

ABA e AIA atuam de forma conjunta sob estresse hídrico, induzindo estado de 

quiescência; 

Não há dano oxidativo sob estresses hídrico e salino, mas a atividade das 

enzimas do sistema antioxidante é reduzida nestas condições; 

O proteoma de sementes de braúna evidencia várias rotas atuando de forma 

integrada em função da disponibilidade hídrica e do tempo de germinação. 

PGK, α-L-arabinofuranosidase e conglutinas são temporariamente inibidos sob 

estresses hídrico e salino. 

Anexina pode estar relacionada ao controle dos estresses hídrico e salino, 

prevenindo o estresse oxidativo. 

Mecanismos fisiológicos e moleculares atuam de forma conjunta e coordenada 

em sementes de braúna, sendo fundamentais para regular a germinação e explicar as 

diferentes respostas sob condições de estresse. 
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ANEXO 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Quantidade de proteína (% volume normalizado) associada com os spots não 
identificados (0, 5, 87, 99, 107, 109, 112, 113, 114, 115, 120, 122, 123, 124 e 126) e que 
tiveram maior diferença de abundância entre sementes secas (controle) e as sementes 
submetidas a embebição em água e sob estresse salino e hídrico por 3, 5 e 7 dias. 
Médias seguidas por mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p≤0,05), 
sendo que spots com tratamentos sem letras não diferem entre si. 
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Figura 15. Quantidade de proteína (% volume normalizado) associada com os spots não 
identificados (127, 128, 129, 137, 138, 166, 169, 182, 187, 188, 189, 190, 198, 199 e 
206) e que tiveram maior diferença de abundância entre sementes secas (controle) e as 
sementes submetidas a embebição em água e sob estresse salino e hídrico por 3, 5 e 7 
dias. Médias seguidas por mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott 
(p≤0,05), sendo que spots com tratamentos sem letras não diferem entre si. 
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Figura 16. Quantidade de proteína (% volume normalizado) associada com os spots não 
identificados (208, 230, 231, 232, 250, 254, 258, 285, 286, 287, 288, 289, 294, 296 e 
297) e que tiveram maior diferença de abundância entre sementes secas (controle) e as 
sementes submetidas a embebição em água e sob estresse salino e hídrico por 3, 5 e 7 
dias. Médias seguidas por mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott 
(p≤0,05), sendo que spots com tratamentos sem letras não diferem entre si. 
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Figura 17. Quantidade de proteína (% volume normalizado) associada com os spots não 
identificados (306, 307, 313, 321, 329, 335, 336, 353, 354 e 355) e que tiveram maior 
diferença de abundância entre sementes secas (controle) e as sementes submetidas a 
embebição em água e sob estresse salino e hídrico por 3, 5 e 7 dias. Médias seguidas por 
mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p≤0,05), sendo que spots com 
tratamentos sem letras não diferem entre si. 
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Tabela 4. Coeficientes de correlação de sperman (rs) entre os valores médios de tempo, ganho de peso (GP), germinação (G), peso do embrião (PE), 
comprimento do embrião (CE), MDA, peróxido de hidrogênio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ACC, AIA, AS, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK), 
α-L-Arabinofuranosidase (ARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em sementes de Melanoxylon brauna durante germinação em água. 
 

 TEMPO GP G PE CE MDA PERO SOD CAT APX POX ACC AIA  AS ABA PGK ARAB CONG ANEX 
TEMPO  1,0 0,9 1,0 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 

GP 1,0  0,9 1,0 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 
G 0,9 0,9  0,9 0,9 -0,9 -0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,3 -0,6 -0,9 -0,9 -0,9 -0,9 -0,7 -0,9 
PE 1,0 1,0 0,9  1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 
CE 1,0 1,0 0,9 1,0  -1,0 -1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 

MDA -1,0 -1,0 -0,9 -1,0 -1,0  1,0 -1,0 -0,8 -1,0 -1,0 -0,2 0,8 1,0 0,8 0,8 1,0 0,6 1,0 
PERO -1,0 -1,0 -0,9 -1,0 -1,0 1,0  -1,0 -0,8 -1,0 -1,0 -0,2 0,8 1,0 0,8 0,8 1,0 0,6 1,0 
SOD 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 -1,0 -1,0  0,8 1,0 1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 
CAT 0,8 0,8 0,9 0,8 0,8 -0,8 -0,8 0,8  0,8 0,8 0,4 -0,4 -0,8 -1,0 -1,0 -0,8 -0,8 -0,8 
APX 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,8  1,0 0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 
POX 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,8 1,0  0,2 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -1,0 -0,6 -1,0 
ACC 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 -0,2 -0,2 0,2 0,4 0,2 0,2  -0,4 -0,2 -0,4 -0,4 -0,2 0,2 -0,2 
AIA  -0,8 -0,8 -0,6 -0,8 -0,8 0,8 0,8 -0,8 -0,4 -0,8 -0,8 -0,4  0,8 0,4 0,4 0,8 0,0 0,8 
AS -1,0 -1,0 -0,9 -1,0 -1,0 1,0 1,0 -1,0 -0,8 -1,0 -1,0 -0,2 0,8  0,8 0,8 1,0 0,6 1,0 

ABA -0,8 -0,8 -0,9 -0,8 -0,8 0,8 0,8 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -0,4 0,4 0,8  1,0 0,8 0,8 0,8 
PGK -0,8 -0,8 -0,9 -0,8 -0,8 0,8 0,8 -0,8 -1,0 -0,8 -0,8 -0,4 0,4 0,8 1,0  0,8 0,8 0,8 

ARAB -1,0 -1,0 -0,9 -1,0 -1,0 1,0 1,0 -1,0 -0,8 -1,0 -1,0 -0,2 0,8 1,0 0,8 0,8  0,6 1,0 
CONG -0,6 -0,6 -0,7 -0,6 -0,6 0,6 0,6 -0,6 -0,8 -0,6 -0,6 0,2 0,0 0,6 0,8 0,8 0,6  0,6 
ANEX -1,0 -1,0 -0,9 -1,0 -1,0 1,0 1,0 -1,0 -0,8 -1,0 -1,0 -0,2 0,8 1,0 0,8 0,8 1,0 0,6  
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Tabela 5. Coeficientes de correlação de sperman (rs) entre os valores médios de tempo, ganho de peso (GP), germinação (G), peso do embrião (PE), 
comprimento do embrião (CE), MDA, peróxido de hidrogênio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ACC, AIA, AS, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK), 
α-L-Arabinofuranosidase (ARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em sementes de Melanoxylon brauna durante germinação sob estresse 
hídrico. 
 

 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 
AIA  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 correlação de sperman (rs) entre os valores médios de tempo, ganho de peso (GP), germinação (G), peso do embrião (PE), 
comprimento do embrião (CE), MDA, peróxido de hidrogênio (PERO), SOD, CAT, APX, POX, ACC, AIA, AS, ABA, Fosfoglicerato quinase (PGK), 
α-L-Arabinofuranosidase (ARAB), conglutina (CONG) e anexina (ANEX) em sementes de Melanoxylon brauna durante germinação 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 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 
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 
AIA  -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  

 


