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RESUMO

MATOS, Anténio César Batista, M.Sc., Universidade Federal de Vicoka, giel 2013.
Alteracbes fisiolégicas e bioquimicas em sementes de jacararahibahia
(Dalbergia nigra) ((Vell.) Fr. All. Ex Benth) sob estresse térmico Orientador:
Eduardo Euclydes de Lima e Borges.

A germinagdo de sementes € dependente de fatores abidticos, sendo a
temperatura um dos principais, influenciando de forma diversa na ativiggebalica.
Dentro da faixa ideal estimula a germinacdo, mas, em condigfiesas, causa danos
as sementes. O presente trabalho teve por objetivo investigar @ ddsitdiferentes
temperaturas durante a germinagao de sement@salbergia nigra e suas implicacbes
sobre a fisiologia e a bioquimica das sementes. As sementescfaetatdas na regiao
de Vicosa-MG em setembro de 2012. Avaliarsere percentual de germinacéa,
integridade de membranas, a producdo de anion super@idp e perdxido de
hidrogénio (HO,) e a agao do sistema defesa antioxidativo, pela atividadenziasas
dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato dAPX)
peroxidase ROX), em diferentes tempos de exposicdo as temperaturas de 5, 15, 25
(controle), 35 e 45 °C. Sob temperaturas de 5 e 45 °C a germinacao € nemai- A s
permeabilidade da membrana ndo € recuperada nas temperaturas de 6. Ag5 °
producBes de superoxido e de peroxido de hidrogénio reduzem com a hidratacdo, em
qualquer temperatura. Ha atividades efetivas das enzimas S@Xeem todas as
temperaturas e em todos os tempos. A atividade da APX somentiectadiz na fase
inicial da embebig&o nas temperaturas de 5 e 45 °C. A atividade da CAT néo é detectada
apos 48 horas de embebicdo na temperatura de 45 °C.
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ABSTRACT

MATOS, Antbnio César Batista, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,20ai.
Physiological and biochemical changesn Brazilian rosewood seeds albergia
nigra) ((Vell.) Fr All. Ex Benth) under thermal stress Advisor: Eduardo Euclydes de
Lima e Borges.

The seeds germination is abiotic factors dependent, being the temperetoke
the most important, influencing differently in metabolic activity. m ideal range,
temperature stimulates germination, but in extreme conditions, caaseage to the
seeds. This study aimed to investigate the different temperafifees during the seeds
germination ofDalbergia nigra and its implications on the seeds physiology and
biochemistry. The seeds were collected in the Vicosa-MG regi@eptember 2012. It
was evaluated the germination percentage, the membrane integrity, the superoxide anion
(O27) and hydrogen peroxide £B,) production, and the action of the antioxidante
defence system, quantifying the activity of the enzimes superoxideitdisen(SOD),
catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and peroxidase (POX) in thendiffere
exposure times to temperatures of 5, 15, 25 (control), 35 ads 45 °C. Themotwas
germination at the 5 and 45 °C. The membrane semipermeability wascowered at
the 5 and 45 °C. The superoxide anion and hydrogen peroxide production reduced with
the seeds rehydratation in all temperatures. There is an effediwgyaxd the enzymes
SOD and POX in all temperatures and times evaluated. ThatyaafvAPX just is
detected in the initial phase of imbibition at the 5 and 45 °C.C/AE activity is not
detected after 48 hours of imbibition at the 45 °C.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a taxa de desmatamento nos tropicos tem diminaslo, m
ainda merece um alerta. Segundo relatério da FAO (FAO, 2010), duraétacadie
1990 o desmatamento de florestas tropicais foi de aproximadamente hB@smile
hectares por ano e de 13 milhBes de hectares na década seguintenpeisido de
areas florestais para a agricultura, infraestrutura ou por desastregsnd@uBrasil foi
responsavel por devastar 2,64 milhdes de hectares por ano durante os ultimos 10 anos
A intensa exploracdo e ocupacdo das éareas florestais no Brasil, prinoigalhoe
dominio Atlantico, resultaram na fragmentacéo florestal. Os remanesdemestais
sdo historicamente degradados por acdo antrépica decorrentes da eldratideira,
intenso cultivo agricola, invasdo de gado, incéndios e Ceabarelli et al., 2005;
Ribeiro et al., 2009) Entretanto, a crescente conscientizagdo ambiental e maior
esclarecimento sobre as leis que regulamentam as florestas degretegtram em
maior incentivo para programas de recomposi¢cdo ambiental (Nascimeint@@t2).

Desta forma, a demanda por mudas de espécies florestais nativasdee
crescente. Como a maioria delé propagada via semente, é fundamemtal
conhecimento a respeito da fisiologia das mesmas, sendo que para @ €50
necessarias condicdes ambientais especificas para garantir a germimaggoNato et
al., 2003; Rego et al., 2009). Para temperatura, por exemplo, a faixa de adaptacao
ambiental esta relacionada com as temperaturas cardinaisméniitima e maxima)
gue cada espécie requer para conseguir germinar. Assim, essas ampditodeas
determinam os limites de distribuicdo das espécies e sdo corgpeadiveas suas taxas
de germinacao e crescimento (Orozco-Almanza et al., 2003; Borghetti, 2005; @iveira
Garcia, 2005; Bewley et al., 2013). Principalmente, com relageementes de
espécies florestais, a faixa térmica adequada de germindgamegsientemente entre
20 e 30 °C (Santos et al., 2004; Mello & Barbedo, 2007; Stockman et al., 2007; Coelho
et al.,, 2008; Cardoso & Pereira, 2009; Pires et al., 2009; Brancalion et al., 2010;
Pimenta et al., 2031Mousseau et al., 2013).

O inicio do processo de germinacao se da pela absor¢cédo de agsenpaite e
termina com o alongamento do eixo embrionario e protrusdo da radidelgrésesso
envolve uma série de atividades metabdlicas, que sdo orientadas psequ@ncia de
reacdes quimicas, sendo estas reacdes dependentes da temperaipedinanine para
garantir o funcionamento adequado de sistemas enzimaticos esge@tevley et al.,
2013).



Sob condic¢des de estresses abibdticos como a seca, salinidade, inuradiasies,
baixas temperaturas tem-se a producao de espécies reativas deocfEf8Ds). As
EROs séo formas reduzidas do oxigénio molecula), @tremamente reativas e que
podem causar danos oxidativos a diversos componentes celulares, incluindo
cloroplastos, mitocdndrias, membrana plasmatica, peroxissomos, parede eelular
apoplasto. Esses incluem o anion superoxidg),(@eroxido de hidrogénio @a,),
radical hidroxila (OH e o oxigénio “singleto” (O) (Mittler, 2002). Também podem ter
duplo papel na plantas, seja como subproduto téxico do metabolismo bem como
reguladoras de varios processos biolégicos, tais como crescimento, didhr, ce
sinalizacdo hormonal, respostas a estresses bidticos e abidticastee aelular
programada (Foyer e Noctor, 2005; Fujita et al., 2006; Mittler et al., 2004).

Em sementes ortodoxas, o teor de agua é elevado durante as faassdai
desenvolvimento e, ao longo do tempo, ocorrem variagdes nesse conte8dbyeaté
perdas drasticas de agua na fase de maturacdo (El-Maarouf-Bouteally&2B@8).
Assim, ocorrem variacbes também na producdo de EROs desde o inicio da
embriogénese até o fim da germinacdo, dependendo também dos diferedtsseteci
niveis de hidratacdo das células das sementes (Bailly, 20085 &&s0s oxidativos
podem ser atenuados pela acdo de enzimas responsaveis pela @irdaa¢ROs,
como dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX
e peroxidases (POX) (Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010). Agsara manter os
niveis homeostaticos das EROs nas células é necessario quenestes atuem de
forma conjunta e integrada (Mittler, 2002).

Dalbergia nigra, também conhecida como jacaranda-da-bahia, jacaranda-
cavilna ou jacaranda-preto, € uma espécie arblrea pertencente a Faivdlizae,
subfamilia Faboideae. No Brasil, tem ocorréncia nos estados de MGSBRJE SP,
principalmente em areas de fitofisionomias do Dominio Atlantico, araém pode
ser encontrada em areas do Dominio do Cerrado. Seu status de conservacdo é
considerado ocasionéCarvalho, 2003; Oliveira-Filho, 2006). E indicada como espécie
para programas de recuperacdo de areas degradadas, devido a sua attgaegene
adaptacdo em terrenos de baixa fertilidade, e também pelo &twipb para o0 manejo
florestal sustentavel, principalmente pela facilidade de comeegalh da madeira de
alta qualidade. Devido i&itensa exploracéao e a falta de programas de reflorestamento
com a espécie, desde 1998 esta listada como vulneravel na erstela da Unido

Internacional para Conservacado da Natureza (IUCN, 2013), e com proibicdo do seu



comércio desde a década de 1990NES, 2008). Esté incluida também na lista oficial
das espécies da flora brasileira ameagadas de ex{iBg&dA, 2008).

Pesquisas a respeito dos aspectos fisiol6gicos e bioquimicos durante a
germinacdo de sementes de espécies tropicais sob condi¢desedsessabioticos,
especialmente estresse térmico, se tornam de grande reldvéntgaas adversidades
ambientais encontradas nos ecossistemas tropicais, e tambéameguelssez de
informacdes sobre os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidoteréncia
de sementes a determinados niveis de estresse. Diante dispmrirte o estudo da
influéncia de diferentes temperaturas, especialmente aqueladafdiaixa O6tima de
germinacao, no processo germinativo e na producdo de substancias produmidas pel
estresse térmico, que podem resultar na perda de qualidade ou na morte das sementes.

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a germinagEndates
de Dalbergia nigra sob condi¢Bes de estresse térmico e, como objetivos especificos,
avaliar a viabilidade das sementes apos exposigediferentes temperaturas, examinar
a condutividade elétrica, a producdo de espécies reativas de oxigénividaale@ das

enzimas do sistema antioxidante durante a germinagao sob estresse térmico.

2 MATERIAS E METODOS

2.1 Material Vegetal

As sementes foram coletadas em setembro de 2012 na regidao de WGsa -
beneficiadas e armazenadas em camara fria (5 °C/60% umidade rMgR}iv®s
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Analise de Sementes Florestais
(LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Fddevatosa
(UFV).

2.2 Determinagao do grau de umidade
O grau de umidade foi determinado pelo método de estufa a 105 °C+3 °C por 24
horas (Brasil, 2009), sendo utilizadas trés repeticbes de 20 semenésul® foi feito

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

2.3 Curvas de embebicao
A percentagem de ganho de agua (%) foi calculada em relacdo amipido i
das sementes de cada tratamento. Antes de iniciar a embedscdementes foram

pesadas em balanca digital com precisdo de 0,0001 g e, em séwaicacolocadas
3



para embeber em placa de petri, forrada com duas folhas de papel de filttecidase

com 4,0 mL em agua destilada, e mantidas sob luz constante, nasatenapete 5, 15,

25, 35 e 45 °C. As sementes foram pesadas em intervalos de duas horas durante a
primeiras 12 horas e, apds, em intervalos de 12 horas até que atin§i%ehe
germinacao ou até o 10° dia apos o inicio da embebicdo. Antes dpesadgem, as
sementes foram secas superficialmente com papel absorvente esegnua,
recolocadas em placas de petri com papel umedecido com aguaddedfitaam

utilizadas cinco repeticbes de 20 sementes.

2.4 Germinacao

Primeiramente as sementes foram imersas em solucdo de Oay5n por trés
minutos e, em seguida, foram dispostas sobre duas folhas de papel dasedeon
agua, em placas de petri, e mantidas em germinador do tipo BOD, pasatmas de
5, 15, 25, 35 e 45 °C sob luz constante durante 12 dias. Paralelamentebéieeista
outro experimento de germinacdo para analisar o tempo de toledasc&mentes as
diferentes temperaturas. Assim, as sementes foram incubadas por 24, 98, [Ypara
as temperaturas de 5 e 15 °C; e poit@e 24 h para as temperaturas de 35 e 45 °C.
Apés estes periodos, foram transferidas para o germinador, a 25 °C, sob luzeonstant
pois esta temperatura € considerada ideal para germinacdo da €¢spgaz-Grande e
Takaki, 2001). Estes periodos foram considerados para a duracdo total ddeteste
germinacgdo, que totalizaram 12 dias. Foram feitas avaliac@essditendo como

critério de germinacédo a emissao de radicula. Para o calculo de dedvelocidade de
germinacao (IVG), foi utilizada a formula proposta por Maguire (1962): IVZS(%)

onden, é o numero de sementes por did; & o tempo (dias). Cada tratamento

(temperatura) foi constituido de cinco repeticdes de 20 sementes.

2.5 Condutividade elétrica

Para o teste de condutiade elétrica (CE), as sementes, sem danos aparentes,
foram pesadas em balanca eletronica de precisao 0,08fdtagn dispostas sobre duas
folhas de papel umedecidas com agua, em placas de petri, e santigarminador do
tipo BOD nas temperaturas de 5, 15, 25, 35 e 45 °C sob luz constante, esnaotid
24, 72 e 120 horas de embebicdo em cada uma das temperaturas. Em seguda, fora
colocadas em copo plastico contendo 75 mL de agua destilada a 25 24, panas

(Marqgues et al., 2002). A CE do lixiviado foi determinada utilizando-se ceifrdatro
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MICRONAL, modelo B 330, eletrodo com constante 1.0 e o resultado expresso em mS

cm’ gt

2.6 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

O efeito da temperatura na producdo de espécies reativas de oxigéog) (&i
avaliado comparando-se as producdes durante a germinacdo. As arcabses f
realizadas em eixos embrionarios de sementes que foram embebidas groeds
secas), 24, 72 e 120 horas sob as temperaturas de 5, 15, 25 e 35 °C, e por 8, 24 e 48
horas para a temperatura de 45 °C. Para as analises das producdes de EROs, as semente

foram colocadas nas mesmas condi¢des do teste de germinacao.

2.6.1 Anion superoéxido

Amostras de 20 eixos embrionarios foram pesadas em balanca de precisdo
0,0001g e cortadas ao meio no sentido transversal em dois segmentos gameuba
mL de meio de reacao constituido do sal dissédico do acido etilenodianaicétieo
(NagEDTA) 100uM, B-nicotinamida adenina nucleotideo reduzida (NADH) 20gpM
tampéo de fosfato de s6dio 20mM, pH 7,8 (Mohammadi & Karr, 2001) em tubos, tipo
“penicilina”, hermeticamente fechados. A reagdo foi iniciada pela introdu¢do de 100uL
de epinefrina 25,2mM em HCI 0,1N, utilizando-se seringa cromatograficamastras
foram incubadas a 28 °C, permanecendo em agitacdo, por 5 min. Depojsodiss
segmentos foram removidos e, a partir do sétimo minuto, iniciou-se ugaleia
absorvancieem 480 nm, em espectrofotbmetro, durante cinco minutos. O branco foi
realizado sob as mesmas condi¢des, mas sem tecido vegetal. A pradeuéaion
superoxido foi avaliada pela determinagdo da quantidade de adenocramdaacu
(Misra & Fridoovich, 1971), utilizando-se o coeficiente de absortividadarndel 4,0 x
10* M (Boveris, 1984).

2.6.2 Perdéxido de hidrogénio

Amostras de 20 eixos embrionarios foram pesadas em balanca de precisédo
0,0001g, trituradas em nitrogénio liquido e, em seguida, homogeneizadas em €,0mL d
tampdao fosfato de potassio 50mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1mM, seguido de
centrifugacdo a 10.000 g, por 15min, 4 °C, e colemdobrenadante (Kuo & Kao,
2003).

Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacéo

constituido de sulfatderroso amoniacal 250uM, acido sulfirico 25mM, laranja de
5



xilenol 250uM e sorbitol 100mM, em volume final de 2mL (Gay & Gebicki, 2000),
homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 min. A determinacédo da abséovancia
feita em espectrofotdmetro, em 560 nm, e a quantificacao A& Fbi realizada com
base em curva de calibragéo, utilizando-se de concentra¢céesdrielpeomo padréo.
Brancos para os reagentes e 0s extratos vegetais foram preparadosalefo pa

subtraidos da amostra.

2.7 Determinacgao da atividade de enzimas antioxidativas
O efeito da temperatura nas atividades das enzimas dismutaspeioxglo,
catalase, peroxidase do ascorbato e peroxidase foi avaliado compaasdatisidades
durante a germinacao. As analises foram realizadas em eixos enibsialedsementes
que foram embebidas por O (sementes secas), 24, 72 e 120 horas sob as tesmperatura
5, 15, 25 e 35 °C, e por 8, 24 e 48 horas sob a temperatura de 45 °C. Para as andlises das
atividades das enzimas, as sementes foram colocadas nassmesdiedes do teste de

germinacao.

2.7.1 Obtencao dos extratos enzimaticos brutos

Os extratos enzimaticos foram obtidos pela homogeneizacdo de ardediras
g de de eixos embrionarios na presenca de 2mL de tampéo fosfato de @oiAdsiH
6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsuédni
(PMSF) 1mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1990).
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g durante 15 minut8€ aedo sobrenadante
utilizado como extrato bruto na determinacédo das atividades enzma&ialiadas em

quatro repeticdes de cada tratamento.

2.7.2 Determinacdo da atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da dismutase do superéxido foi determinada pela adicdo del®&Ou L
extrato enzimatico bruto a 2,95mL de meio de reacéo constituido deotéwsfsio de
sédio 50mM, pH 7,8, contendo metionina 13mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75
uM, EDTA 5mM e riboflavina 2uM (Del Longo et al., 1993). A reacéo foi comduai
25 °C, sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida rw oeer
uma caixa coberta com papel aluminio. ApOs cintautos de exposicdo a luz, a
iluminacao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredugaBTdo N
foi medida em espectrofotbmetro pela absorvaersi®60 nm. A absorvancieam 560
nm de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior, mas mantidaJre pEsc
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igual periodo, serviu de branco e foi subtraido da amostra que recebeu ilominaca
(Giannopolis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantielade
enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo do NBT (Beauehariciovich,
1971).

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

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 30uL datoext
enziméatico bruto a 2,97mL de meio de reagdo constituido de tampé&o fosfatésdeopot
50mM, pH 7,0 e KD, 12,5mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia a
240nm, a temperatura de 25 °C foi medido até o segundo minuto de reac&mlatiati
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de einmolar de 36 M cm*

(Anderson et al., 1995) e o resultado expresso em pmol/min/mg de proteina.

2.7.4 Determinacao da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adicdo de 150uL do
extrato enzimatico bruto a 2,85mL de meio de reacdo constituido deotéwsfs#to de
potadssio 50mM, pH 6,0, &cido ascorbico 0,8mM €OHImMM. O decréscimo na
absorvancia a 290nm, a 25 4Gi, medidoaté o segundo minuto de reacdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdlar 2,8 mM* cm*
(Nakano e Asada, 1981; Koshiba, 1993), e o resultado expresso em pmol/min/mg de

proteina.

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

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 30uL dooextrat
enzimético bruto a 2,97mL de meio de reacgdo constituido de tampéao fosfatésdeopot
25mM, pH 6,8, pirogalol 20mM e J,20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvaesia420nm, em
espectrofotbmetro, a 25 °C, até o segundo minuto de reacado. A atividadetieaZioha
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 amvf (Chance e

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

2.7.6 Determinacéo de proteinas
Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando BSA como padréo.



2.8 Anédlise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casui Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia - ANOVA (SAS, 2009).
delineamento experimental para a condutividade foi o inteirameastgalzado em
esquema fatorial 3 x 5 (trés tempos de embebicédo e cinco temperddgagdos de
germinacao e de condutividade elétrica foram submetidos a analiegrdesao. Os
modelos das regressdes foram escolhidos com base na l6gica biglagimmificAncia
dos coeficientes de regressao, utilizando-se o teste t a 5% de lunladabie no
coeficiente de determinacdo. Para o indice de velocidade de g&imitecmédias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. ©ssgfafam
confeccionados com auxilio do software Sigmaplot 11.0. O coeficienterdsacao
simples de Pearsorr)(também foi calculado para as varidveis analisadas em cada
temperatura. A significancia dos valores pafddr determinada pelo teste t de 1% 5
de probabilidade. O processamento de dados foi realizado utilizando o sofAfare S
(Delwiche; Slaughter, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Grau de umidade

As sementes dBalbergia nigra foram dispersas com reduzido grau de umidade
(8,86%) Trabalhando com sementes De nigra, Ataide et al. (2013) encontraram
valores similares de grau de umidade para dois lotes de serfe@8% para o lote | e
8,98% para o lote Il) também na regido de Vighla- Esta baixa umidade em
sementes ortodoxas, como no caso do jacaranda-da-bahia (AGUIAR et al. 2010),
permite mantéas viaveis por longo periodo de tempo. Além disso, mesmo neste estado
desidratado as sementes podem tolerar os diversos estresses ankieguando
fornecidas as condicdes ideais a germinacédo, elas retomaraadexias metabdlicas
(Castro et al ., 2004).

3.2 Curvas de embebicao
De acordo com as curvas de embebicdo de semenzsndga, a temperatura
estimulou a velocidade de absorcdo de agua, cujo ganho de peso dasssénente
incrementado pelo aumento da temperatura, principalmente durante a fase | (Figura 1).
O principal fator que determina o passo inicial para a germinacéententes

vidveis e ndo dormentes é a disponibilidade de 4gua para a embelagdey (Bt al.
8



2013). Ainda de acordo com estes autores, sob condi¢des ideais de suprimemto hidric
a absorcdo de agua pelas sementes apresenta padréao trifasico. Ema tgsall é
rapida, sendo determinada pela diferenca acentuada entre os poteitriass da
semente e o dmeio 0 que determina o fluxo de 4gua do ambiente para a semente.
Sementes secas apresentam potenciais hidricos muito baixam, Assmbebicdo da
fase | € considerada um processo fisico essencial para reatd@gdetabolismo pela
semente. Outro fator que influencia a velocidade de absorcao de agua pelassemente
temperatura. O aumento da temperatura torna a agua mais floita maior energia
cinética, facilitando a sua movimentacdo do meio para as &sneom consequente

aumento da embebicdo e da velocidade das reacfes do metabolismey (&eal.,
2013).

200 ~
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40

20 s 35 °C

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
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Figura 1. Curvas de embebicdo de sementesDddbergia nigra em diferentes
temperaturas.

O ganho de peso na temperatura de 5 °C foi de aproximadamente de 140 % nas
primeiras 72 horas, caracterizando a fase |, porém, esta temperaturas ¢estadas,
foi a que proporcionou menor velocidade de absorcdo de agua. As sementes
permaneceram na fase Il até fim do periodo observado.

A embebicdo de sementes em baixas temperaturas tem efeito pakjoaliai a

integridade de membrana, pois causa rapida transi¢éo entre as dsasfagurais, do
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estado de gel (bicamada seca) para o estado cristalino liquidmddeehidratada),
resultando em danos irreparaveis as membrandixsviacdo de solutos (Castro et al.
2004). Além disso, a viscosidade € uma propriedade da agua diretamacitaela
com a temperatura, cujos estudos realizados por Bello et al. (2004) aeKleaz
Mohammadi (2009) a respeito cinética de absorcao de agua de sementesrdemons
gue a absorcao de agua aumenta com o aumento da temperatura.

Para a temperatura de 15 °C, observou-se que foram necessarias 36 horas para
caracterizar a embebicédo das sementes na fase |, alcangcandiece?&46 de ganho de
peso, permanecendo na fase Il durante o restante do periodo observado. Para as
temperaturas de 35 e 45 °C foram necessarias 24 horas para atingidaoféise | e
nestas temperaturas as sementes tiveram os maiores ganho®,dé4pes 180%,
respectivamente. Ambas permaneceram na fase Il até o fim do periatvadbs
Porém, observoseo inicio da deterioracdo das sementes para a temperatura de 45 °C
ao longo do tempo. Altas temperaturas podem permitir a embebicdo dageseme
porém nao garantem a expansao do embrido e o estabelecimento da (N&thdas e
Lopes, 2009).

Para a temperatura de 25 °C pode-se observar o padréo trifasico de embebica
sendo necessarias 24 horas para a fase |, 108 horas para a fase Il e apos é3fuboras
as sementes atingiram a fase lll. Este resultado esta de acwndBerraz-Grande e
Takaki (2001), que determinaram a faixa térmica entre 25 e 30 °C como ideal pa

germinacao da espécie.

3.3 Germinacao

Os efeitos significativos das temperaturas na germinacaoementes de
Dalbergia nigra podem ser observados nas Figurgpd2aentagem de germinacgao) e 3
(IVG), demonstrados nas curvas de regressédo. Na temperatura dev2gfit@se o
percentual médio maximo de germina¢88%) durante o periodo de 10 dias, sendo
assim, considerada a temperatura ideal para germinacdo da eRs&tikado que
confirma o experimento de Ferraz-Grande e Takaki (2001).

Para a temperatura de 5 °C ndo houve germinacdo durante o periodo de
observacao (Figura 2A). Porém, ao reduzir os tempos de exposicao nestattempe
transferindo posteriormente as sementes para a temperatura de 25 °C, shseeas
sementes dB. nigra toleram a exposi¢do a temperatura de 5 °C por até 72 horas, ndo
sendo observada germinaggim 96 horas. A porcentagem média de germinacéo foi de

54, 46 e 26% para 24, 48 e 72 horas, respectivamente. Para a caractefBtica
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observa-se 0 mesmo comportamento visto nas porcentagens de gaEomMASEIM,
guanto maior o tempo de exposicdo das sementes a temperatura de 5 °C, rakmor o v
para IVG, sendo estatisticamente diferentes entre os tempos de;@aposi condicdo
ideal de 25 °C (Figura 3A

Socolowski e Takaki (2004) e Simdo e Takaki (2008) ndo observaram
germinacdo de sementes d#acaranda mimosifolia e Tibouchina mutabilis,
respectivamente, em temperaturas abaixo de 15 °C, enquanto Matheus @Q09gs
Lemes e Lopes (2012) encontraram resultados semelhantes com semé&njisr icha
variegata e Ceiba speciosa em temperatura abaixo de 12 °C e de 5 °C, respectivamente.

Em relacdo a temperatura de 15 °C, as sementeB. dagra atingiram
percentual médio de 6% de germinacdo (Figura 2B). Nesta temperstaesnantes
toleram maiores periodos de exposicao, atingatd69% de germinacdo em 96 horas.
Ao serem transferidas para a temperatura de 25 °C ap0s 24, 48 e 72 horama®dang
90 e 80% de germinacdo, respectivamente. Para a caractelN&Ecaobserva-se
também o mesmo comportamento ocorrido para a germinacédo, apresentando valores
menores de IVG com o aumento do tempo de exposi¢cdo a temperatird @esendo
estatisticamente diferentes entre os tempos de exposicédo eigdoaddal de 25 °C
(Figura 3B).
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_A  72h5°C-25°C _®m_ 72hi15°¢c2sec &7 LT
g0 © 9%nsec-25°C _O 96k 15:°€259€
19 5 -
® 25°C e 25°C ‘o
= 60 -
zé | o i |
S
E 40 1 ~%
o]
A A A
20 - r
Jons
]
0 o} e} Q o}
0 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 1 120 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo (dias) Tempo (dias)
G 24h5 °C-25 °C = 9,8989-10,7299X+2,9026X2-0,1412X3; R2=0,9899 G 24h 15° C-25 °C = 26,6161-27,2800X+6,4396X2-0,3105X3; R2=0,9658
G 48h5 °C-25 °C = 11,8484-12.5602X+3.0932X2-0.1507X3: R2=0.9860 G 48h 15 °C-25 °C = 23,4848-24,3497X+5 8130X2-0,2777X3; R2=0.9608
G 72h 5 °C-25 °C = 8,9191-8,2873X+1,6977X2-0,0731X3; R2=0,9653 G 72h 15 °C-25 °C =23,1717-23,2179X+5,2048X2-0,2391X3; R2=0,9739
G 25 °C = 16,2929-20,4117X+5,9069X2-0,3083X3; R2=0,9875 G 96h 15 °C-25 °C = 12,5252-11,6325X+2,3202X2-0,0774X3; R2=0,9843

G 15 °C = -1,3484+0,5279X; R2=0,9367
G 25°C = 16,2929-20 4117X+5,9069X2-0,3083X3; R2=0,9875

Figura 2. Curvas de germinacdo de sementesDagbergia nigra submetidas a
diferentes periodos de exposicdo a temperaturas de 5 °C (A) e 15 ° C (B), sendo
recondcionadas posteriormente a temperatura de 25 °C apés 24, 48, 72 e 96 horas.

Ajuste de regressao significativo quando p<0,05.
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Médias acompanhadas de letras iguais ndo diferem entre si, aodeived de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Figura 3. indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementéaltergia nigra
submetidas a diferentes periodos de exposicéo as temperaturas de 5 16 {A} €B),

sendo recondicionadas posteriormente a temperatura de 25 °C.

Verificou-se porcentagem média de 38% de germinacao para aratumpele
35 °C (Figura 4A)As porcentagens de germinacgao foram de 97, 93 e 84% para tempos
de 8, 16 e 24 horas, respectivamente. Observou-se para o IVG 0 mesmdaoentor
ocorrido para a germinacao, apresentando valores menores de IVG com calonent
tempo de exposicao a temperatura de 35 °C, sendo estatisticamentgediferdre os
tempos de exposicdo, mas nestas condicdes de curtos tempos de exposicdo a
temperatura de 35 °C ndo houve diferenca estatistica quando compasadas c
condicdo ideal de 25 °C (Figura 5A). Assim, tanto para germinacao quenatdVG
sob curtos periodos de tempo, nota-se um incremento de ambos os paid@abadss
na temperatura de 35 °C.

J& para a temperatura de 45 °C, ndo houve germinacdo de seméntes de
nigra quando incubadas por periodos iguais ou superiores a 24 horas de exposicdo
(Figura 4B). Porém, para os tempos de exposicdo de 8 e 16 horas ainda foram
encontradas porcentagem de germinacdo de 58 e 6% de germinacao, resp@etiva
Paa a caracteristica IVG, observou-se também o mesmo comportameentdo para
a germinacéo, apresentando valores menores de IVG com o aumento do tempo de

exposicao a temperatura de 45 °C, sendo estatisticamente diferergesdrtnpos de
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exposicao e a condicédo ideal de 25 °C (Figura 5B). Mesmo sob exposici#nsa cu
periodos de tempo a temperatura de 45 °C observou-se que ja € syfeiariteciar o
processo de deterioracdo das sementes. Para todas as condiceespelatura
testadas, quanto maior o tempo de exposicdo a essas temperaturas,s menore
porcentagens médias de germinacao foram encontradas.

Estudando o efeito da temperatura e do tempo de exposi¢cdo em tratamentos de
choque térmico em sementes @ajanus cajan, Rao et al. (2002) encontam
resultados semelhantes aos deste trabalho, em que 0 aumento da temperatura e do tempc
de exposicdo afetaram negativamente a germinacdo. Resultadogesinslabém
foram encontrados por Corbineau et al., (2002), que verificaram que o aumento do
tempo de exposicdo de sementesidikanthus annuus a temperatura de 45 °C diminui
a porcentagem de germinacao.
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0. 16h35°C-25°C /\5 & 16045 °C-25°C
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Tempo (dias) Tempo (dias)
G 8h 35 °C-25 °C = 16,6868-20,3182X+5,8403X2-0,3005X3; R2=0,9819 G 8h 45 °C-25°C = 4,5656-8,5708X+3,2256X2-0,1801X3; R2=0,9900
G 16h 45 °C-25 °C = 13,4040-17.4568X+5,4323X2-0,2880X3; R2=0,9808 G 16h 45 °C-25 °C =-2,6590+1,6505X-0,0766X2; R2=0,9208
G 24h 35 °C-25 °C = -0,8585-3,2276X+3,0346X2-0,1828X3; R2=0,9839 G 25 °C = 16,2929-20,4117X+5,9069X2-0,3083X3; R2=0,9875;

G 35 °C = -3,8787+3,6608X; R2 = 0,9803
G 25 °C = 16,2929-20,4117X+5,9069X2-0,3083X3; R2=0,9875

Figura 4. Curvas de germinacdo de sementesDagbergia nigra submetidas a
diferentes periodos de exposicdo a temperaturas de 35 °C (A) e 45); ser@o
recondicionadas posteriormente a temperatura de 25 °C apds 8, 16 e 24 horas. Ajuste de
regressao significativo quando p<0,05.
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Médias acompanhadas de letras iguais ndo diferem entre si, aodeiv&} de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Figura 5. indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementéaltergia nigra
submetidas a diferentes periodos de exposicdo as temperaturas@l€A3ce 45 °C

(B), sendo recondicionadas posteriormente a temperatura de 25 °C.

Segundo Marcos Filho (2005), quanto mais breve for o tempo de exposicao a
essas temperaturas, os efeitos também serdo pouco acentuadoda Alnati, (2005),
trabalhando com sementes Figus caribaea, P. eliotti e P. taeda observaram qua
germinacdo meédia das sementes diminuiu com o aumento da interdsidealer e do
tempo de exposicao.

O processo de germinacdo € complexo e envolve diferentes rotas mataboli
enzimas, que sao estimuladas diferentemente por diferentes tempertatatisglade
da alfa-galactosidase, por exemplo, que participa da mobilizacéeselwa da parede
celular, estudadam sementes d@latymiscium pubecens por Borges et al. (2004) foi
mais estimulada pelaa temperatura de 55 °C, tanto no eixo emrjandanto nos
cotilédones. Por outro lado, em sementesDdtbergia nigra, Carrijo et al. (2011)
verificaram que a temperatura de 50 °C foi mais estimulanteapaesma enzima nos
cotilédones, enquanto a do eixo embrionario se situou na faixa 50-60 °C. Adicpranti
a atividade da enzima desidrogenase da glucose-6-fosfato, presevtte adeglicolise,
em sementes dOryza sativa, Marini et al. (2013) verificaram que era maior nas
sementes mantidas em 15, 30 e 35 °C, sem diferencas signifiestik@®las, embora

as sementes perdessem vigon temperatura superior a 25 °C. A respiracdo das
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sementes apresentou a mesma tendéncia. Dessa forma, é possivel si@q@eqgde do
controle na regulacéo entre os diferentes mecanismos nas seemertteterioracdo por

efeito da temperatura. Independente de algumas rotas ou enzieramestuantes, o
aumento da respiracdo indica desacoplamento da fosforilacdo oxidativdeia da
transporte de elétrons, com consequente reducdo da producdo de ATP e morte das
sementes, 0 que poderia estar ocorrendo com as sementes de D. nigreeme pres

estudo.

3.4 Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica baseia-se na quantificacaexsiodatos de
células de sementes embebidas, devido a desorganizacdo dasmasndujas valores
serdo menores, quanto maior a qualidade fisiolégica das semeote® iHteracdo
significativa entre a temperatura e o tempo para a condutividéttieae (CE) (Figura
6). Foram verificados maiores valores de CEafas temperaturas deex45 °C e em
periodos mais curtos da embebicéo.

Para a temperatura de 5 °C, foi encontrado alto valor de CE até asgsigrei
horas de embebicéo, o que é explicado pelo efeito da baixa temperatedagén d
sani-permeabilidade das membranas, resultado da presenca de acidosajtagades
0 que caracteriza o estado g€)uando as sementes sdo embebidas, a entrada de agua
ocorre antes de haver a transicdo das membranas para o estado ligtédiaocri
ocasionando o extravasamento de solutos celulares. Yin et al. (2009nhdstddaos
por baixa temperatura em eixos embrionarios de sementes de soja concjuéa
guanto mais baixa a temperatura de embebicdo das sementes maitbdoacdo de
lixiviados das células nas primeiras horas de embebicao.

Sob alta temperatura, a semipermeabilidade € perdida pela inecajgadd
recuperacéo das func¢des das membranas pela incompleta desorgatazhig@onada
lipo-protéica (Corbineau et al 2002; Rao et al., 2002). Wang et al. (2012) estudando
sementes de soja sob condi¢cdes de alta temperatura e umidadieaeneesultados
semelhantes. Com o aumento do tempo de exposicao a esta condicdo heuvenioc
da condutividade elétrica, enquanto que para sementes sem estoesshitavidade
elétrica se manteve constante ao longo do tempo.

Para as temperaturas de 15, 25 e 35 °C, foram observadores os menores valores
de CE, indicando que nasttemperaturas ocorre maior estabilidade térmica das
membranas, sendo estas mais proximas das condi¢des ideais de gferrnpiua a
espécie.
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Para o fator tempo, o comportamento foi linear negativo, indicando quegara
maiores tempos de embebicdo, independente da temperatura, faantragios os
menores valores de CE. Estes resultados indicam que ao longo do teemploetiécao
ocorre a organizagdo das membranas, capaz de reduzir a perda deirdesstit
celulares. Flores (2011) também observou valores altos de CE durante asagrimei
horas de embebicdo de sementebld@noxylon brauna emtemperaturas extremas (5 e
45 °C).
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Figura 6. Condutividade elétrica de sementes [dalbergia nigra submetidas a
diferentes temperaturas e tempos de exposicdo. Onde CE: condutivideda @te®
cm?® g%, t: tempo de embebicéo (horas) e T: temperatura (°C). Ajuste de regressao

significativo quando p<0,05.

3.5 Andlise das espécies reativas de oxigénio (EROS)

O balango entre a producédo de EROs e a capacidade de remocdo destas pelo
sistema de defesa indicaresposta das plantas ao estresse e reflete na adaptacéo e/ou
toleréncia aos diferente tipos de condigcbes ambientais (Mittler, 2804; e Hirt,

2004. O radicail Q" forma o radical hidroxila (OH, considerado o mais potente

causador de danos oxidativos em células, sendo capaz de danificar varias
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macromoléculas celulares (Scandalios, 1993). Além disso, pode levairtea aalular
quando néo existir sistema de defesa antioxidante especifico pasmagio (Gill e
Tuteja, 2010). Ainda de acordo com estes autores, o acumulgOdenés células pode
causar danos ao metabolismo celular, ja que este composto tendad@ats oxidar os
grupos tiol (-SH) de enzimas, inativando-as.

Detectousea producao de ©e HO, em eixos embrionarios de sementes secas
deD. nigra (Figura 7). Em sementes secas, a presenca de EROs pode teraopigeim
de reacdes ndo enzimaticas, como a peroxidacao de lipidiogseadass de Amadori e
Maillard, ja que a atividade de enzimas provavelmente seja reduestia condicdo
(Sun e Leopold, 1995; McDonald, 199durthy e Sun, 2000; Murthy et al., 2003
Pukacka e Ratajczak (2007) também encontraram producédo de perdxido de hidrogénio
em sementes secas Hagus sylvatica. Porém, as EROs podem ser sinalizadoras de
Varios processos biologicos, tais como crescimento, ciclo celulaizag@d hormonal,
respostas a estresses bidticos e abidticos, morte celular progrédaitia 2004;
Mittler et al., 2004; Foyer e Noctor, 2005; Fujita et al., 2006) e reducéo \des de
dorméncia (Oracz et al., 2007). Assim, desempenham papel chave no processo de

germinacao das sement&s-(Maarouf-Bouteau. Et al., 2008).

Entretanto, com o inicio da embebic&o houve diminuicdo da producag @ée O
H.O, para todas as temperaturas avaliadas. Para a temperatursC deiSverificado
reducdo na producdo,Caté 24 horas de embebicdo, quando comparado com o valor da
semente secaDbservouseaumentos de 42 e 104 % na producao gen@s tempos de
24 até 72 horas de embebicéo, respectivamente, diminuindo, em midieezes apos
120 horas quando comparado com a producdo fglen@s respectivos tempos na
temperatura de 25 °C (Figura 7A).

Com relacéo a producédo de peroxido de hidrogénio, para a temperatura de 5 °C
também foi verificado reducdo na producdo deste radical livre atéolxs de
embebicdo, quando comparado com o valor da semente seca. Observou-se aumento de
25 %, reducédo de 7 % e novo aumento de 63 % na producd®geas temperaturas
de 24, 72 e 120 horas de embebic&o, respectivamente, quando comparado com a
producdo de kD, nos respectivos tempos a 25 °C (Figura 7D). O'Kane et al. (1996)
verificaram que a producédo de®} em calos de plantas deabidopsis thaliana foi
maior a 4 °C do que a 23 °C. Resultados semelhantes foram encontrados palSun et
(2010), queobservaram acumulo de,®, em tecido foliares sob condi¢cdes de baixas

temperaturas em plantulas Mecotiana tabacum.
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A conversao do @ para o HO, é o caminho natural para remocédo de ambas as
substancias, por ser este menos toxico que o primeiro, além da possibielaer
retirado do local de producédo. Observou-se que somente ap6s 120 horas de embebica
sob temperatura de 5 °C € que a conversa@&a o HO, foi efetivada (Figuras 7A e
7D).

Para a temperatura de 15 °C, verifismreducdo na producdo de Gaté 24
horas de embebicdo, quando comparado com o valor da semente seca. Qeservou-
aumento de 8 % em 24 horas de embebicdo, reducdo de &n %2 horas de
embebicéce redugcdo de nove vezes na producdo gea® 120 horas de embebicéo,
guando comparado com a producéo gerds respectivos tempos na temperatura de 25
°C (Figura 7B).

Verificou-se reducdo na producdo de®4, sob a temperatura de 15 °C até 24
horas de embebigcéo, quando comparado com o valor da semente seca. Observou-se
aumentos de 35, 9 e 20% nos tempos de 24, 72 e 120 horas de embebicéo,
respectivamente, quando comparado com a producag@ends respectivos tempos
na temperatura de 25 °C (Figura 7E).

Para a temperatura de 35 °C também foi observado reduc¢éo da produgdo de O
até 24 horas de embebicdo, quando comparado com o valor de sementesavau©
se aumentos de 190 e 10% nos tempos de 24, 72 e 120 horas de embebicéo,
respectivamente, quando comparado com a producag de©respectivos tempos na
temperatura de 25 °C (Figura 7E). Comportamento semelhante foi encontrado na
producdo de pD, nesta mesma temperatura, ja que foi observado reducdo na producao
deste radical livreem 24 horas de embebicdo, quando comparado com o valor de
semente seca. Posteriormente, observou-se aumentos de 10, 7 e 14 % na producao de
H.O, nos tempos de 24, 72 e 120 horas de embebicdo, respectivamente, quando
comparado com a producdo deChl nos respectivos tempos na temperatura de 25 °C
(Figura 7E).

Enguanto a producédo do anion superoxido decresce continuamenf€ aeld
apresenta comportamento inverso na temperatura de 35 °C. Diferentenmanteadea
producdo de superdxido em 25 °C decresce até 72 horas e aumenta logo em seguida.
Entretanto, percebe-se que os teores A& BAo mantidos sem correspondéncia com 0s
do anion superoxido, nas trés temperaturas (Figura 7E), com valores acepnhtada
altos. Assim, é possivel supor que os altos valores de superdxido detectado
testemunha foram convertidos paulatinamente em peréxido de hidrogénio, queojunt

peréxido produzido durante o desenvolvimento, tempo zero, tenham mantido os niveis
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de peréxido mais elevados no periodo de 24 a 120 horas, justificando a dadiguk
valores entre os teores destes radicais livres nestas temperasies resultados
evidenciam que a embebicdo de sementeb.d#gra em temperaturas proximas da
temperatura considerada ideal, mesmo com acumulo #®, Hhdo interferem
significativamente na porcentagem de germinacao, principalment@pa@ (Figura
TE).

Na temperatura de 45 °C observou-se reducéao de dezoito vezes na producao de
O," até 8 horas de embebicdo, quando comparado com o valor de semente seca,
diminuindo em 57 e 2 % na producéo dg¢ @os intervalos de 24, 48 horas de
embebicédo, respectivamente, quando comparado com a producgdonds @spectivos
tempos na temperatura de 25 °C (Figurd. @om relacdo ao #D,, observou-se
reducdo de 99 % na producdo deste radical até 8 horas de embebicdo, quando
comparado com o valor de semente seca, posteriormente aumentando%ne 35
reduzindo novamente em 2 % nos intervalos de 24, 48 horas de embebicéao,
respectivamente, quando comparado com a producadg@enbls respectivos tempos
na temperatura de 25 °C (Figura 7F). Kranner et al (2010) observaram aumento da
producdo de © com o aumento da temperatura durante experimentos realizados com
sementes d@isum sativum. Porém, para sementes Denigra resultados semelhantes
foram encontrados apenas para a temperatura de 35 °C. Wang et al. (2012)avhserva
aumento da producdo de EROs, especialmente peréxido de hidrogénio e aumento da
peroxidacdo de lipidios em sementes de soja sob condi¢cdes dengiardtura e
umidade. De acordo com Bhattacharjee (2008), a alta temperatura indoznta
significativo do teor de anion superéxido e peroxido de hidrogénio em sementes e
plantulas deAmaranthus livindus quando comparado com o grupo controle. Pesquisas
recentes revelam que as EROs podem né&o ser tao prejudiciais parade aitla da
semente como retratado previamente, e sim ter papel chave meaga@lem resposta

aos diferentes estresses possiveis durante ao germinacédo (Gomes e Garcia, 2013).
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3.6 Anélise do sistema antioxidativo enzimatico

Houve reducdo da atividade a enzima dismutase do superoxido (SOD),
responsavel pela remocdo do radical anion superoxido), (6o eixo embrionario
durante o tempo de embebicdo das sementBs mlgra na temperatura de 5 °C (Figura
8A). Inicialmente a atividade desta enzima foi detectada em semeardesssando 4%
superior nas primeiras 24 horas. Posteriormente observou-se um aumeate72
horas e em 120 horas foi menor 4 %, quando comparada com a atividade da SOD nos
respectivos tempos na temperatura de 25 °C. Este padrédo de atootadde com a
reducdo da producdo do,Qque atingiu niveis praticamente nulos. Assim, &€ possivel
indicar que a SOD foi eficiente na remocao deste racial livre durgrgeiodo avaliado
na temperatura de 5° C. A atuacdo da enzima dismutase do superoxido €SOD)
fundamental, j& que esta faz parte da primeira linha de defesa conERCEs
realizando a dismutacdo do radical superdxido em oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio (Gill e Tuteja, 2010). Varios autores avaliando as respostas des @ant
sementes em condi¢cdes de baixas temperaturas notaram aumedtividdale da
enzima SOD, indicando que esta enzima atua diretamente na remocaqdonRar &

Zhu, 2004; Mei e Song, 2010; Sun et al. 2010; Henselova et al., 2012).

Para as demais temperaturas observou-se aumento na atividade da SOD ao longo
do tempo de embebicdo das sementes, indicando que a SOD minimizoutaxss efei
toxicos do radical @, principalmente para 15 °C, na qual este radical livre foi
praticamente anulado (Figura 8B). Observou-se diminuicdo de 4 % nasrps 24
horas, aumento de 19 % até 72 horas e outro aumento de 45 % até 120 horas, quando
comparado com a atividade da SOD nos respectivos tempos a tempaeaQi&C.

Para a temperatura de 35 °C obserseuma reducao de 4 % nas primeiras 24 horas, e
posteriormente aumentos de 92 e 72 % nos tempos de 72 e 120 horas, respgetivame
guando comparado com a atividade da SOD nos respectivos tempos a temperatura de 25
°C. Além disso, os niveis de atividade desta enzima nas tempemddulidse 35 °C

foram mais proximos da atividade da mesma na temperatura de 25 °C gByu¥ao

et al., (2012) observaram comportamento semelhante durante a germinacéendessem

de Pisum sativum em que houve aumento da atividade de SOD durante a germjnacéo

na temperatura de 22 °Miferentemente, Prodanovic et al., (2007) encontraram
resultados em que a atividade da enzima SOD apresentou comportapmstante do

longo do periodo de germinacdo de sementeRicka omorika, na temperatura de 25

°C. Semelhante também ao encontrado por Cakmak et al., (2010), em que a atividade da
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SOD em sementes recém colhidas Medicago sativa apresentou comportamento
constantenatemperatura de 22 °C.

Na temperatura de 45 °C, a atividade da SOD foi elevada, indicando imdugao
aumento da atividade sla enzima a fim de remover possiveis danos por acimulo do
radical Q" (Figura 8C). Observou-se aumento de 53 % na atividade da SOD nas
primeiras 8 horas quando comparado com a atividade desta enzima emesesacas.
Posteriormente, observaram-se aumentos &ld,@ vezes nos tempos de 24 e 48 horas,
respectivamente, quando comparado com a atividade da SOD nosivesgeatpos a
temperatura de 25 °C. Porém, ainda que neste trabalho n&o tenha sidadobse
acumulo do radical © ao longo do tempo nesta temperatura, a atividade da SOD no
tempo de 48 horas45 °C foi quatro vezes superior quando comparada com a atividade
apos 48 horas na temperatura de 25 °C. A sinalizacdo para toleramig@ssivel
estresse térmico em sementedDdmigra pode ter sido acionado pelo elevado nivel de
producado de radical Oencontrado em sementes secas, preparando as sementes para as
proximas etapas do ciclo vegetal. Kumar et al. (2012) trabalhandagenatipos de
milho e arroz observaram aumento da atividade da SOD até 40 °C, senddarasdbzi
temperatura de 45 °C.

A enzima catalase (CAT), uma das responsaveis pela eliminkc&adical
peréxido de hidrogénio (D,) das células € encontrada principalmente nos
peroxissomos, local de origem doe®4 como subproduto da B-oxidacdo dos acidos
graxos, fotorrespiragéo e catabolismo das purinas (Gill e Tuteja, 2010).

Para a temperatura de 5 °C, observou-se diminuicdo da atividade i@ enz
CAT ao longo da embebicdo quando comparada com a atividade desta eazim
temperatura de 25 °C. Nas primeiras 24 horas a atividade se masitexad e a partir
deste periodo houve uma diminuicdo de atividade de trés vezes gz também
de trés vezes em 120 horas de embebigéo (Figura 8D).

Com relacédo a temperatura de 15 °C obsesemuimento de 2 % na atividade
da CAT nas primeiras 24 horas, reducao de 43 % até 72 horas e se maaweaies
120 horas, quando comparado com a atividade da CAT nos respectivos tempos a
temperatura de 25 °C (Figura 8E). Ja& para 35 °C obsesem@maucdo apenas de 4 % nas
primeiras 24 horas, e posteriormente aumentos de 92 e 72 % nos tempos de 72 e 120
horas, respectivamente, quando comparado com a atividade da CAT noswva&specti
tempos a temperatura de 25 °C (Figura 8E). Yao et al., (2012) observaram
comportamento semelhante durante a germinacado de semeisand&ativum, com

aumento da atividade de CAT durante a germinagao na tempera@2a’@e Cakmak
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et al., (1993) observaram aumento da atividade desta enzima no eixo enmbmanari
temperatura de 24 °C, durante a germinacao de sementegidan aestivum. Porém,
Cakmak et al., (2010), concluiram que a atividade da enzima CAT diminuiu ao longo da
germinacao de sementeshiedicago sativa, na temperatura de 22 °C.
Observousereducao da atividade da enzima nos eixos embrionariDs migra
para a temperatura de 45 °C quando comparada a temperatura de 25 °C. Nassprimei
8 horas houve reducédo de 27% e posteriormente nova reducao de duas vezes até 24
horas na atividade da CAT, ndo sendo mais detectada apos este periodo §Fg
Como também foi observado reducdo na producdo e kesta temperatura, estes
fatos indicam o inicio da deterioracdo das sementes na tempatatdéa °C. Mei e
Song (2010) verificaram resultados semelhantes a estes com semehied@en
vulgare, em que a atividade da enzima CAT foi elevada em tempergidrdmas da
condicao ideal de germinacéo da espécie, com diminuicaoviiade em baixas e altas
temperaturas. Kumar et al. (2012) trabalhando com genétipos de milho e arroz
observaram aumento da atividade da CAT até 40 °C, sendo reduzida sobttempera
45 °C.
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A peroxidase do ascorbato (APX) tem papel na remocdo.@e mhs células
utilizando o ascorbato como doador de elétrons para a reacdo (Asada, 1992). Para
temperatura de 5 °C, apenas durante as primeiras 24 horas foi postdetdr de
atividade da enzima em eixos embrionariofdeigra, sendo inferior em 88% quando
comparado com a atividade na temperatura de Z%5itf0ra 9A) Assim, esta enzima se
mostra pouco tolerante a baixas temperaturas. Ja para a temperait@rdQdouve
redugdes de 83, 141 e 173 % na atividade da APX nos tempos de 24, 72 e 120 horas,
respectivamente, quando comparado com a atividade da APX nos respectivos tempos ha
temperatura de 25 °C. Para 35 °C a atividade da APX aumentou 18, 106 enb81 %
tempos de 24, 72 e 120 horas, respectivamente, quando comparado comae atevida
APX nos respectivos tempos na temperatura de 25 °C (Figura 9B). 4ap (€012)
observaram comportamento semelhante durante a germinacdo de setedhsam
sativum em que houve aumento da atividade da mesma enzima duranteirzagé&om
sob temperatura de 22 °Gla temperatura de 45 °C a atividade da APX pode ser
detectada apenas durante as primeiras 8h de embebicdo (FiguradiC)edta enzima
se mostra pouco tolerante a altas temperaturas também. Suif2etL@). trabalhando
com o tipo selvagem e duas linhagens de plantas mutantes para ATgRRX, em
sementes e plantulas dicotiana tabacum eles observaram que sementes oriundas do
tipo selvagem tém menor porcentagem de germinacdo sob tempeddutae 42 °C
quando comparadas com germinacdo de sementes oriundas das plantas gqueéantes
tiveram superexpressdo deste gene, fato que sugere o aumento da totkystasia
plantas sob alta e baixa temperatura. Assim, a partir dos resultaddss obéste
trabalho para a atividade desta enzima pode observar que ela € depedente
temperaturas proximas da ideal de germinacdo de semeridesidea.

Para a atividade da enzima peroxidase (POX) em eixos embrionarios de
sementes d®. nigra, observa-se comportamento semelhante ao encontrado para a
enzima catalase, com excecdo para a temperatura de 45 °C, eanatjuelade da
catalase é inibida durante a embebicdo nesta temperatwea(#)g Para a temperatura
de 5 °C, ocorreram reducgdes de 27, 60 e 132 % na atividade da POX nos tempos de 24,
72 e 120 horas, respectivamente, quando comparado com a atividade dao®OX
respectivos tempos na temperatura de 25 °C (Figura 9D), enquantotpanpeaatura
de 15 °C houve reducdes de 20, 12 e 37 % nos tempos de 24, 72 e 120 horas,
respectivamente, quando comparado com a atividade da POX nos respectivos tempos na
temperatura de 25 °C (Figura 9E). A 35 °C obses@maumentos de 11 e 78 % na

atividade da POX nos tempos de 24 e 72 horas, respectivamente ® reeli;& no
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tempo de 120 horas, quando comparado com a atividade da POX nos respectivos
tempos na temperatura de 25 °C (Figura 9&educao de 82 % na atividade da P®X

45 °C ocorreu nas primeiras 8 horas quando comparado com sementes secas.
Posteriormente, se manteve estavel até 24 horas e teve ad@di@d % até 48 horas

na atividade da POX, quando comparado com a atividade desta enzireapeusivos
tempos na temperatura de 25 °C (Figura 9F).

A reducédo da atividade das enzimas do sistema antioxidante eevedixa
viabilidade e o baixo vigor de sementes (Demirkaya et al., 2012; Prodastoalg
2012).As enzimas CAT, APX e POX tiveram atividade reduzida na temperde 5
°C, sendo que apenas as enzimas CAT e APX tiveram atividadeideedoa
temperatura de 45 °C. Com isto, pode-se relacionar a atividade dee @Q¥IX nos
eixos embrionérios dB. nigra dependentes de temperaturas entre a faixa de 15 a 35 °C.
Esta faixa de temperatura coincide com a germinacédo da espécie, eopfmenser

visto nos resultados obtidos neste trabalho.
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Para avaliar a relacdo entre as variaveis analisadstéoanalise de correlacao
de Pearson (r) para cada temperatura testada, com excecéo das temoler&iaate
45 °C, uma vez que ndo se observou germinacao em ambas. Entretanto, n&ovédi pos
estabelecer as rela¢des entre as variaveis devido aos #ies e cada uma delas no
tempo zero e as alteracGes ocorridas durante a germinacao, que foilanessientre

elas no comportamento.

4 CONCLUSOES
Sob temperaturas de 5 e 45 °C a germinagéo € nula.
Nas temperaturas de 5 e 45 °C a seletividade das membranas celulares é perdida.
As producdes de superdxido e peroxido de hidrogénio reduzem com a hidratacéo
das sementes em qualquer temperatura.
Existe similaridade entre a CE e a producédo de EROs em todas as temperaturas.
A atividade da CAT néo € detectada na fase final de embebic&mparatura
de 45 °C.
A atividade da APX somente é detectada na fase iniciatnadeebicdo nas
temperatwes de 5 e 45 °C.
Observa-se maior atividade da enzima APX nas temperaturas 22 435 €,
da CAT nas temperaturas de 25 e 35 °C, da POX nas temperaturas de 25, 3%e 45 °C

da SOD principalmente na temperatura de 45 °C.
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