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RESUMO

MAGISTRALI, Paulo Roberto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2016. Acdo do mercurio no comportamento fisiolégico e bioquimico no eixo
embrionario de Schizolobium parahyba.Orientador: Eduardo Euclydes de Lima e
Borges.Coorientador: Juraci Alves de Oliveira.

A germinacdo é um processo fisioldégico que se inicia pela hidratacdo. O transporte de
agua nas membranas bioldgicas € realizado por canais especificos conhecidos como
aquaporinas. Assim, estas proteinas apresentam um importante papel na regula¢do do
processo de embebi¢cdo das sementes. InUmeros estudos tém utilizado o cloreto de
mercurio (HgCd) para oxidar tiéis nas aquaporinas inibindo o transporte de 4gua durante

a germinacao. Por outro lado, por ser um metal pesado, o Hg pode induzir o estresse
oxidativo interferindo na germinacao. Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do HgCh na atividade das aquaporinas e no metabolismo de eixos embrionérios de S.
parahyba durante o processo germinativo. Avaliou-se a embehig@ansdo em
comprimento, a atividade das enzimas PME e PG, a mobilizacdo das reservas
(carboidratos soluveis, lipideos e proteinas), a producéo de espécies reativas de oxigénio
(02" e H20y), a atividade do sistema antioxidante enzimatico (SOD, CAT e P®X),
integridade da membrana plasmatica (producéo de MDA e condutividade elétrica) e d
acidos nucleicos (DNA). De modo geral, os eixos embebidos em ldgdsentaram
reducdes no ganho de massa, no comprimento, no consumo de reservas, na atividade das
enzimas PMEPG, SOD, CAT e POX, na producdo de"OH>O., e de MDA, na
condutividade elétricaauséncia de degradacadeA durante o periodo de embebicéo

A aplicacédo do DTT reverteu a acdo inibitério do mercurio. Tais resultados indicam que
HgCl inibiu a atividade metabdlica de maneira reversivel nos eixos embrionarios de S.

parahyba.



ABSTRACT

MAGISTRALI, Paulo Roberto, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2016.
Action of the mercury in the physiological and biochemical behavior in the
embryonic axis of Schizolobium parahyba.Adviser: Eduardo Euclydes de Lima e
Borges.Co-adviser: Juraci Alves de Oliveira.

Germination is a physiological process that begins by the hydration. Specific cell
membrane channels known as aquaporins are the responsible for water cell uptake. These
proteins have an important role in regulating the imbibition of the seeds. The action of
mercuric chloride (HgG) oxidizing thiols in inhibiting aquaporin water transport during
germination have been presented on may studies. Moreover, as a heavy metal, Hg can
induce oxidative stress in interfering germination. This study aimed to evaluate the effect
of HgCk on the activity of aquaporins and metabolism of S. parahyba embryonic axes
during the germination process. Was evaluated the imbibition, the expansion in length,
activity of enzymes PME and PG, mobilization of reserves (soluble carbohydrates, lipids
and proteins), production of reactive oxygen species @@d HOy), activity of
enzymatic antioxidant system (SOD, CAT and POX), integrity of the plasma membrane
(MDA production and electrical conductivity) and nucleic acids (DNA). In general, the
axes embedded in Hg&Ihowed reductions in the mass, length, mobilization of reserves,
the enzyme activity PME, PG, SOD, CAT and POX, the production &6f B, and

MDA, the electrical conductivity and lack DNA degradation during imbibition period.
The implementation of DTT reversed the inhibitory action of mercury. These results
indicate that HgClI reversibly inhibited metabolic activity in embryonic axes of S.

parahyba.



1 INTRODUCAO

A agua é o componente fundamental para a manutencao da vida em nosso planeta.
Nas plantas, € o principal constituinte do protoplasma, equivalendo mais de 90% da massa
fresca da maioria dos tecidos em crescimento (Pimentel, 2004), sendo essencial para a
manutenc¢ao da turgescéncia e para a expansao celular (Santos et al., 1998).

Nos tecidos vegetais 0 movimento da agua ocorre por trés vias denominadas de
rota apoplastica, simplastica e transcelular (Steudle e Peterson, 1998; Taiz e Zeiger,
2013). Na rota apoplastica a agua percorre os espacos intercelulares por meio dos poros
da parede celular. Na rota simplastica 0 movimento de &gua ocorre por meio dos
plasmodesmos que interigam as membranas de células vizinhas criando pontes
citoplasmaticas. Por fim, na rota transcelular ou transmembrana o movimento de agua
ocorre através da plasmalema e do tonoplasto. Nesta rota o0 movimento € governado pela
diferenca no gradiente do potencial osmético (Aroca et al., 2011) e a agua entra nas
células por difusdo através da bicamada lipidica e por meio de canais de transporte de
agua conhecidos como aquaporinas (Taiz e Zeiger)2013

Em eventos como a germinacdo a agua € fundamental para a ativacdo do
metabolismo das sementes, interferindo diretamente nos processos fisiolégicos que
precedem a protrusdo da radicula. Na semente a agua dé inicio a eventos importantes
como a respiracdo, a multiplicacdo e o reparo mitocondrial, a sintese e o reparo de DNA
e a mobilizacédo de reservas (Bewley et al., 2013).

Em condicfes ideais, sementes ortodoxas geralmente apresentam padrao trifasico
de hidratacdo que resulta da diferenca dos potenciais hidricos entre as células e o meio
(Bewley et al., 2013). Durante a Fase | a absorcdo da agua é considerada um processo
fisico que ocorre devido a diferenca entre o potencial hidrico da semente e o meio de
hidratacdo. Durante a Fase Il o teor de dgua das sementes € relativamente constante
ocorrendo aumento na atividade metabdlica. A protrusédo radicular marca o final desta
fase ocorrendo novamente a captacao de agua e o inicio do consumo das reservas para o
estabelecimento da plantula (Nonogaki et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que as aquaporinas estdo envolvidas na hidratagdo das
sementes durante o processo de germinativo. A expressao génica de diferentes familias
de aquaporinas durante a germinacdo ja foi demonstrada para sementes de

Mesembryanthemum crystallinum (Fukuhara et al., 1999), Brassica napus (Gao et al.,



1999; Ge et al., 2014), Pisum sativum (Schuurmans et al., 2003), Medicago truncatula
(Bouton et al., 2005), Arabidopsis thaliana (Willigen et al., 2006; Gattolin et al., 2011),
Oryza sativa (Takahashi et al., 2004; Liu et al., 2007; 2013; Li et al., 2008), Spinacia
oleracea (Chen et al., 2013) e Vicia faba (Novikova et al., 2014).

Apesar do exposto, estudos sobre a funcéo das aquaporinas durante a germinacao
tém sido, de certo modo, limitados pela auséncia de inibidores especificos ou por
dificuldades metodoldgicas para mensurar a contribuicdo dessas proteinas para o
transporte de agua nas sementes (Gaspar, 2011). Neste sentido, estudos tém empregado
compostos de mercurio para inibir a atividade de aquaporinas em sementes (Willigen et
al., 2006; Cardoso et al., 2015) e em eixos embrionarios (Obroucheva et al., 2012;
Novikova et al., 2014).

Devido a sua eficiéncia em bloguear os canais de agua, o cloreto de mercurio
(HgCl) tem sido muito utilizado como ferramenta para estimar a contribuicdo das
aquaporinas no transporte de agua nos tecidos de plantas (Javot et al., 2002). Em
condicOes fisioldgicas, o mercurio (Hg) interage rapidamente com grupos tidis dos
residuos de cisteina, oxidando-os e bloqueando a atividade das aquaporinas (Aroca et al.,
2011). Uma vez blogueadas, as aquaporinas podem ser reversivelmente desbloqueadas
utilizando-se o ditiotreitol (DTT) e o 2-mercaptoetanol, que induzem a reducdo nos
grupos sulfidrilas permitindo que as aquaporinas retomem a sua conformacéo original e
funcionalidade (Jain et al., 2008).

Alguns autores levantam duvidas em relacdo aos efeitos toxicolégicos do
mercurio na inibicdo da atividade de aquaporinas (Willigen et al., 2006; Yang et al., 2006;
Gaspar, 2011; Cardoso et al., 2015), principalmente porque metais pesados estdo
associados ao estresse oxidativo (Geebelen et al., 2002; Garcia-Fernandez et al., 2002;
Koivula e Eeva, 2010), que provocam efeitos nocivos para as células, como a oxidacao
de proteinas, danos a membrana plasmatica e ao DNA (Malecka et al., 2001; Macfarlane,
2003; Gajewska e Slodowska, 2008; Ahmad et al., 2010; Gill e Tuteja, 2010).

Espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como, o0 anion superoxido e os radicais
hidroxilas, quando em excesso, sdo comumente associadas a estresses celulares (Pastori
e Foyer, 2002). O radical hidroxieao mais reativo, principalmente por apresentar um
elétron ndo emparelhado que tende a oxidar rapidamente as moléculas dos compostos
organicos (Henzler e Steudle, 2004).

Estudos tém apontado que os radicais hidroxilas podem atuar como sinalizadores

celulares desencadeando reacdes em cascata que levam ao downregulation de
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aquaporinas (Boursiac et al., 2008). Supostamente, o efeito dos radicais hid@xilas n
regulagdo das aquaporinas tem sido demonstrado como mais intenso do que o0s
provocados pelo mercurio podendo reduzir em até 90% a condutividade hidraulica em
plantas (Henzler e Steudle, 2004; Maurel et al., 2008; Park et al., 2010).

O mecanismo pelo qual os radicais hidroxilas afetam a atividade da aquaporina
ainda ndo é bem compreendido. Contudo, Henzler e Steudle (2004) elencam duas
possiveis explicacdes: a primeira leva em consideracéo o baixo peso deste radical que ao
acessar os canais de agua podem oxidar residuos de aminoacidos, como as cisteinas,
levando ao fechamento do canal devido a mudanca de conformagéo da proteina. A
segunda explicacdo leva em conta a oxidagdo de lipideos pelo ataque as ligacdes C=C
formando lipideos radicais que poderiam, entdo, atacar diretamente as proteinas no canal
resultando no fechamento do mesmo.

Para combater a oxidagdo dos componentes celulares, as plantas desenvolveram
um complexo sistema de defesa constituido por mecanismos enzimaticos ou ndo (Gratao
et al., 2005; Gill e Tuteja, 2010; Patel et al.,, 2016). Desta forma, o bloqueio das
aquaporinas em funcdo dos radicais hidroxilas pode ser reversivel pela atuacdo de
antioxidantes citoplasméticos (Foyer e Lelandais, 1993; Foyer et al., 1994; Schitzendibel
e Polle, 2002). O aumento na atividade de enzimas como a superéxido dismutase (SOD),
a catalase (CAT) e a peroxidase (POX) constituem-se como um dos principais
mecanismos celulares associados ao combate do estresse oxidativo provocado por metais
pesados (Salt et al., 2001).

Considerada a primeira linha de defesa contra a oxidacgao celular no sistema de
defesa enzimatico, a superéxido dismutase (SOD, EC1.15.1.1) € capaz de realizar a
dismutacéo do anion superoxidet®Pem oxigénio (Q) e perdxido de hidrogénio £B>)
gue posteriormente pode ser eliminado por enzimas como a peroxidase (POX) (Naji e
Devaraj et al., 20115 catalase (CAT® aascorbato peroxidase (Gajewska e Slodowska,
2008; Kumar et al., 2012).

Quando a eliminacéo do;8> néo € eficiente, pode ocorrer o acumulo desta ERO,
levando ao aumento na peroxidacao de lipideos resultando na producéo de malonaldeido
(MDA) (Xia et al., 2015). Considerado um biomarcador molecular de estresse oxidativo
o MDA reflete de maneira direta o grau de dano oxidativo causado em fosfolipideos de
membrana celular e lipideos circundantes (Banerjee et al., 1999; Yonar e Yonar, 2010).

Além disso, 0 HO. pode também reagiom ions metalicos por meio da reacéo

de Fenton levando a formacao do radical hidroxila (Ferreira e Matsubara, 1997; Comhair
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e Erzurum, 2002). Em situacdo de estresse oxidativo o radical hidroxila pode oxidar o
DNA promovendo danos a cromossomos atraves da quebra desta macromolécula (Husain
et al., 1987; Olszewer, 1995, Silva e Gongalves, 2010). Em sementes a fragmentacéo do
DNA esta associada a morte celular programada (apoptose) e pode ser utilizada como
marcador molecular para evidenciar perda de viabilidade (Wang et al., 1998; Faria et al.,
2005; Masetto et al., 2008).

Conhecida popularmente como guapuruvu ou ficheira a Schizolobium parahyba
(Vell.) Blake é uma espécie que ocorre naturalmente no Brasil (Lorenzi, 2008)adesde
Bahia até o Rio Grande do Sul (Carvalho, 2005; Ferreira et al., 2007). Com caracteristica
de espécie pioneira e de rapido crescimento (Sereda et al., 2008; Freire et al., 2015), pode
ser empregada na arborizac&o urbana (Lorenzi, 2008) e em programas de reflorestamento
de areas degradadas e de preservacao permanente (Lima et al., 2000; Mello et al., 2015).

Sua madeira apresenta baixa durabilidade e pode ser utilizada para a producao de
brinquedos, salto para calgados (Lorenzi, 2008), laminas e manufatura de compensados
para uso moveleiro, caixotaria em geral (Junior e Belini, 2002), pequenos barcos e canoas
(Freire et al., 2015) e na producéo de polpa para papel (Coelho et al., 2006; Nisgoski et
al., 2012). Suas sementes apresentam dorméncia fisica (Souza et al., 2012) e
comportamento ortodoxo em relacdo a tolerancia a dessecacdo e ao armazenamento
(Carvalho, 2005). Ap6s a quebra de dorméncia as sementes geralmente apresentam

germinacao acima de 90% (Ferreira et al., 2007).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do HgGlna atividade das aquaporinas e no metabolismo de eixos

embrionarios de S. parahyba durante o processo germinativo.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar alteragdes no ganho de massa durante o processo de embebicao;
2. Quantificar alteracées no comprimento e na atividade de enzimas envolvidas no

enfraguecimento da parede celular (PME ¢;PG)



3. Mensurar alterac6es no consumo de carboidratos sollveis, lipideos e proteinas;

4. Avaliar modficac¢des na producdo de espécies reativas de oxigéfiie (©0.);

5. Quantificar alteracfes na atividade do sistema antioxidante enzimatico (SOD,
CAT e POX);

6. Mensurar modifica¢cdes na peroxidacéo de lipideos (MDA) e no extravasamento
de eletrdlitos (CE);

7. Verificar a integridade/degradacao do DNA.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquaporinas: transporte de agua através das membranas biol6gicas em plantas

A agua é essencial para manutencdo da osmolaridade e da integridade nas células
(Farlora et al., 2016),ese sentido, € natural que a membrana celular seja facilmente
permedvel a essas moléculas. Embora as bases biofisicas do transporte de agua atraves da
membrana celular tenham sido anunciadas em 1950, apenas em 1992 o mecanismo de
transporte através de aquaporinas foi elucidado (Agre, 2004). Desde entdo, as aquaporinas
vém sendo encontradas em praticamente todos 0s organismos Vvivos, assim como é 0 caso
das membranas de eubactérias, arqueobactérias, fungos, animais e plantas (Zardoya e
Villalba, 2001).

As aquaporinas sdo proteinas que formam canais para a circulacdo seletiva e
bidirecional da agua (Martinez-Ballesta et al., 2016; Qi et al., 2016) e estéo dispostas nas
membranas biol6gicas em arranjos tetraméricos de monémeros funcionais, que unidos,
formam os poros/canais para a passagem da agua (De Groot e Grubmuller, 2001). Alguns
autores sugerem a existéncia de um quinto poro central que possui a caracteristica de ser
insensivel aos inibidores comumente testados (Hub e Groot, 2006; Bertl e Kaldenhoff,
2007, Wang et al., 2007).

Pertencente superfamilia denominada Proteinas Intrinsecas Principais (major
intrinsic proteins - MIPs), as aquaporinas apresentam grande quantidade de isoformas
(Venkatesh et al., 2013). Nas plantas estao distribuidas em até sete subfamilias que sao
divididas de acordo com similaridade das sequéncias e a localizacdo sub-celular
(Anderberg et al., 2011; 2012), sendo elas: as PIPs (Plasma membrane Intrinsic Proteins),

as TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins), as NIPs (NOD26-like Intrinsic Proteins), as SIPs
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(Small basic Intrinsic Proteins), as XIPs (X Intrinsic Proteins), as GIPs (GlpF-like
Intrinsic Proteins) e as HIPs (Hybrid Intrinsic Proteins).

Maurel et al. (1993) foram os primeiros autores a demonstrar a funcionalidade das
aguaporinas em plantas por meio da expressao génica de diferentes isoformas de TIPs e
PIPs na germinagéo de sementes de Arabidopsis thaliana. Atualmente s&o conhecidas 28
isoformas de aquaporinas no genoma de Vitis vinifera (Fouquet et al., 2008), 55 para
Populus trichocarpa (Gupta et al., 2009), 63 para Gossypium asiaticum (Park et al.,
2010), 33 para Brassica juncea (Srivastaeial., 2010), 41 para Solanum tuberosum
(Venkatesh et al., 2013) e Sorghum bicolor (Reddy et al., 2015) e mais de 30 genes para
Zea mays (Chaumont et al., 2001), Arabidopsis thaliana (Johanson et al., 2001) e Oryza
sativa (Sakurai et al., 2005). Essa grande diversidade de homdlogos de aquaporinas
sugere um mecanismo adaptativo que fornece vantagens para o desenvolvimento das
plantas em distintas condic6es ambientais (Chaumont et al., 2005), tornando possivel a
regulacao do transporte de 4gua em diferentes estados fisioldgicos (Tyerman et al., 2002).

Nos ultimos 20 anos, um conjunto substancial de dados tém sugerido que as
aquaporinas interferem em inumeros processos fisiologicos sendo importantes na
regulacdo do equilibrio hidrico das plantas (Kaldenhoff et al., 2008), na modulacao da
condutancia hidraulica em raizes e folhas (Lovisolo et al., 2007; McElrone et al., 2007;
Hachez et al., 2008; Heinen et al., 2009), no movimento estomatico (Heinen et al., 2009),
no reparo da embolia do xilema (Secchi e Zwieniecki, 2014), na reproducéo (Bots et al.,
2005), na manutencao da turgescéncia celular (Martre et al., 2002), no alongamento
celular (Besse et al., 2011) e na germinacao de sementes (Willigen et al., 2006; Li et al.,
2008; Liu et al., 2013).

Em sementes de Brassica napus (Gao et al., 1999), Mesembryanthemum
crystallinum (Fukuhara et al.,, 1999), Pisum sativum (Schuurmans et al., 2003),
Arabidopsis thaliana (Willigen et al., 2006; Gattolin et al., 2011), Oryza sativa (Li et al.,
2008; Liu et al., 2007; 2013), Spinacia oleracea (Chen et al., 2013) e Vicia faba
(Novikova et al., 2014) diferentes familias de aquaporinas ja foram expressas durante a
germinagao.

Por possuir grande afinidade com o enxofre, diversos estudos tém utilizigdo o
para induzir a inibicdo da atividade de aquaporinas (Martinez-Ballesta et al., 2003). Sob
condic¢des fisiologicas 0 Hg oxida rapidamente os grupos tidis (grupos - SH) promovendo
modificagdes na conformagao estrutural das aquaporinas, o que leva ao bloqueio do canal

e a inatividade destas proteinas (Aroca et al., 2011).



O cloreto de mercurio (Hgg)l tem sido utilizado para inibir a atividade de
aquaporinas em plantas, principalmente, na regulacdo da condutividade hidraulica (Lpr)
das raizes de varias espécies. A reducédo de 32 a 90% na Lpr foi relatada para Lycopersicon
esculentum (Maggio et al., 1995), Triticum aestivum (Carvajal et al., 1996), Hordeum
vulgare (Tazawa et al., 1997), Capsicum annuum (Carvajal et al., 1999), Beta vulgaris
(Amodeo et al., 1999), Cucumis melo (Carvajal et al., 2000) e Opuntia acathorcarpa
(Martre et al., 2001).

Uma vez bloqueadas por compostos de mercario as aquaporinas podem ser
reversivelmente desbloqueadas utilizando-se agentes redutores como o ditiotreitol (DTT)
ou o0 2-mercaptoetanol que permitem retorno a conformacéao original e da funcionalidade
das aquaporinas (Jain et al., 2008).

A utilizacdo do HgGl e do DTT para inibir e restaurar, respectivamente, a
atividade das aquaporinas durante a germinacao, ja foi demonstrada para sementes de
Arabidopsis thaliana (Willigen et al., 2006), Plathymenia reticulata (Cardoso et al.,
2015) e para eixos embrionarios de Aesculus hippocastanum (Obroucheva et al., 2012) e
Vicia faba (Novikova et al., 2014). Além do cloreto de mercurio alguns autores tém
demonstrado que baixas temperaturas, ions de calcio, espécies reativas de oxigénio, sais
de tretaetilamonio, cobre, zinco, prata (Jain et al., 2008; Haddoub et al., 2009) e eventos
como a fosforilagdo, diminuicdo de pH e heterodimerizacdo também regulam as

aguaporinas em plantas (Tyerman et al., 2002; Maurel et al., 2008).

3.2 Toxicidade do mercurio e biomarcadores do estresse oxidativo em plantas

Os metais e seus derivados sdo fundamentais para a regulacdo de inimeras
fungdes nos seres vivos (Apaydin et al., 2016). Metais como o calcio (Ca), o magnésio
(Mg), o sddio (Na), o potassio (K), o ferro (Fe), o cobre (Cu), o zinco (Zn), o cobalto (Co)
e 0 niquel (Ni), até certas concentragbes, sdo micronutrientes essenciais para o
funcionamento da atividade de uma grande quantidade de proteinas envolvidas na
manutencgéo do crescimento e do desenvolvimento das plantas (Hossain et al., 2012).

Em sementes, 0s metais interferem na germinagao de duas maneiras: a primeira,
por meio da inibicdo da absor¢do da agua regulando a atividade de aquaporinas, e a
segunda, pelo efeito de toxidez generalista que desencadeia o estresse oxidativo (Kranner
et al., 2011). O termo “metal pesado” inclui apenas elementos com densidade especifica

acima de cinco, mas frequentemente, é utilizado para especificar uma vasta gama de
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metais e metaloides toxicos para plantas, assim como é o caso do manganés (Mn), do
cadmio (Cd), do arsénio (As), do Fe, Cu, Zn, Ni, Co, entre outros (Hossain et al., 2012).

O mercurio (Hg) € um metal pesado ndo essencial que se enquadra nestacategori
(Kramer et al., 2005) e interfere em varios processos metabolicos das plantas, como na
fotossintese, na respiracdo, na sintese de proteinas, na atividade de organelas e no
funcionamento de enzimas (Ortega-Villasante et al., 2005; Parmar e Chanda, 2005). Por
interagir em inUmeros processos celulares, a toxidddgdpode afetar a atividade de
enzimas que contenham complexos com grupos tidis, regulando o estado redox celular
(Ahmad et al., 2012), e induzindo o estresse oxidativo nos tecidos vegetais (Zhang et al.,
2007).

A oxidacéo é parte fundamental do metabolismo aerébico (Barreiros et al., 2006)

e em funcao disso, espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o anion superoxido
(O2") e o peroxido de hidrogénio £6-) sdo sempre gerados. Contudo, sob condi¢des de
estresse, a producdo destes agentes oxidantes pode ser aumentada e o acumulo destas
moléculas pode levar ao estresse oxidativo nas células (Ahmad et al., 2010; Gill e Tuteja,
2010, Hong et al., 2015).

Em plantas os efeitos toxicoldégicos dos metais pesados geralmente estédo
associados ao estresse oxidativo (Geebelen et al., 2002; Garcia-Fernandez et al., 2002;
Koivula e Eeva, 2010) que resultam na desnaturacdo de proteinas, inibicdo da atividade
fotossintética, danos a membrana plasmatica e ao DNA das células (Malecka et al., 2001;
Macfarlane, 2003; Gajewska e Slodowska, 2008; Ahmad et al., 2010; Gill e Tuteja, 2010).

Para combater a oxidacao celular, as plantas desenvolveram um complexo sistema
de defesa, constituido por mecanismos enzimaticos ou ndo (Gratédo et al., 2005; Gill e
Tuteja, 2010 Patel et al., 2016) que regulam e ajudam a neutralizar os danos causados
pelas EROs (Noctor et al., 201Re modo geral, a literatura tem demonstrado que plantas
estressadas com metais pesados tendem auraetiddade das enzimas antioxidantes
buscando minimizar os danos oxidativos, contudo, isso ndo é regra, e a resposta destes
biomarcadores pode ser diferente entre as espécies (Mustafa e Komatsu, 2016).

Considerada a primeira linha de defesa contra danos oxidativos, a enzima
superoxido dismutase é capaz de realizar a dismutacdo do anion superéxiden(O
oxigénio (Q) e peroxido de hidrogénio ¢B2) que, posteriormente, pode ser eliminado
por enzimas como a peroxidase (Naji e Devaraj et al., 2@kHtalase e ascorbato

peroxidase (Gajewska e Slodowska, 2008; Kumar et al., 2012).



Desta forma, a produgcédo do®t € crucial para remover as EROs nas células.
Entretanto, quando acumulado, @d4 pode induzir ao aumento da peroxidagéo de
lipideos (Xia et al., 2015) desencadeando alteracdes na permeabilidade e na flexibilidade
das membranas celulares (Singh et al., 2007; Nascimento et al., 2011).

Considerado um biomarcador molecular de estresse oxidativo (Esterbauer et al.,
1991, Grotto et al., 2009), o malonaldeido (MDA) é obtido através da clivagem de &cidos
graxos polinsaturados e reflete, de maneira direta, o grau de dano oxidativo causado em
lipideos circundantes e fosfolipideos da membrana celular (Banerjee et al., 1999; Yonar
e Yonar, 2010; Jacoby et al., 2012). De acordo com Ayala et al. (2014), quando ocorrem
altas taxas de peroxidacédo lipidica, as células induzem a morte celular programada
(apoptose).

A degradacdo do DNA em sementes, também, estd associada a morte celular
programada e a perda de viabilidade (Wang et al., 1998; Faria et al., 2005; Masetto et al.,
2008). Em condicdes de estresse oxidativo, as EROs ligam-se e clivam as fitas desta
macromolécula, tornando-a degradada. Desta forma, a integridade do DNA pode refletir
de maneira direta os danos oxidativos nas células (Husain et al., 1987; Olszewer, 1995,

Silva e Gongalves, 2010).

3.3 Caracteristicas gerais de Schizolobium parahyba

Com mais de 19.500 espécies distribuidas em, aproximadamente, 745 géneros,
familia Fabaceae (Leguminosae) representa a terceira maior familia de plantas do planeta
(Lewis et al., 2005). Pertencente a esta familia a espécie Schizolobium parahyba (Vell.)
Blake ocorre em varios paises como, Belize, Bolivia, El Salvador, Equador, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Venezuela e Brasil (Missouri Botanical
Garden, 2016). Conhecida popularmente, como guapuruvu ou ficheira, esta arvore ocorre
naturalmente na Floresta Pluvial da Encosta Atlantica Brasileira (Lorenzi, 2008) desde o
estado da Bahia até o Rio Grande do Sul (Carvalho, 2005; Ferreira et al., 2007).

Possui copa densa, em formato de aboboda, tronco liso, com casca cinza e marcas
transversais (Duratex, 1989) e pode atingir até 60 cm de diametro (Carvalho, 2003). Com
crescimento monopodial e fuste reto, esta arvore semicaducifélia pode atingir até 40 m
de altura na idade adulta (Carvalho, 2005). Sua madeira apresenta textura grossa,
superficie irregular, baixa densidade (0,32 g/cm3), maciez e baixa durabilidade, podendo



ser empregada na producédo de brinquedos, salto para calgados (Lorenzi, 2008), laminas
e manufatura de compensados para uso moveleiro, caixotaria em geral (Junior e Belini,
2002), fabricacéo de pequenos barcos e canoas (Freire et al., 2015) e na prqohipao de
para papel (Coelho et al., 2006; Nisgoski et al., 2012).

Durante o periodo de floragdo (a partir de agosto) apresenta caracteristicas
ornamentais, sendo indicada para a arborizacdo de vias urbanas pouco frequentadas
(Lorenzi, 2008). Os frutos surgem durante os meses de abril a agosto, sdo secos e tém o
formato de legume drupaceo. Apds o periodo de maturalp@m-se por meio de duas
valvas espatuladas, expondo o endocarpo, que desempenha fungcéo de ala para a semente
(Pietrobom et al., 2004) que se dispersa por meio anemocoérico (Freire et al., 2007),
autocéricoe barocérico (Carvalho, 2005).

O beneficiamento das sementes € realizado manualmente emgconté
aproximadamente, 500 unidades/kg (Lorenzi, 2008). A semente apresenta aspecto liso,
formato oblongo-achatado e tegumento marrom brilhante com comportamento ortodoxo,
podendo ser armazenada em camara fria (5 °C £2 °C com UR 92%) por até 22 anos sem
gue ocorra perda significativa de viabilidade (Carvalho, 2005).

Por apresentar dorméncia fisica (Souza et al., 2012), recomenda-se escarificar
parte do tegumento (Azeredo et al., 2003, Coelho et al., 2006, Pereira et al., 2011) ou
imergir a semente em agua a 99 °C por 1 minuto (Matheus e Lopes, 2007) para que o
processo germinativo seja facilitado. Apds a quebra de dorméncia, a emergéncia das
plantulas ocorre entre 5 e 15 dias (Lorenzi, 2008), com germinac¢ao acima de 90% quando
expostas a 25 °C em luz constante (Ferreira et al., 2007). As sementes séo cotiledonares
e apresentam, como principais fontes de reserva, acidos graxos oleicos, amido e
carboidratos sollveis, que sdo consumidos no decorrer do processo germinativo
(Magalhaes et al., 2010).

A propagacdo do guapuruvu € realizada, principalmente, por via sexuada (Ferreira
et al., 2007) e suas mudas podem ser produzidas a pleno sol ou sob sombreamento de até
70% (Caron et al., 2010), podendo ser utilizada areia fina, casca de pinus moida e
substrato comercial (Martins et al., 2012). Além disso, 0 guapuruvu é uma espécie nao
muito exigente em relacao a fertilidade do solo, podendo ser plantado em solos com baixo
teor de nutrientes (Castro et al., 2014).

Com caracteristica de espécie pioneira e de rapido crescimento (Freire et al., 2007,
Sereda et al., 2008; Freire et al.,, 2015), pode ser empregada em programas de

reflorestamento mistos de areas degradadas e de preservacdo permanente (Lima et al.,
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2000; Lorenzi, 2008; Mello et al., 2015), em locais livres de inundagéo (Costa et al.,
2006), sendo uma boa escolha para a nidificacdo de passaros como jodo-de-barro
(Furnarius rufus) (Carvalho, 2003).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacéo do lote de sementes

Os frutos de S. parahyba foram coletados de 20 arvores localizadas no municipio
de Vicosa (- 20° 45' 14" S - 42° 52' 55" W), Minas Gerais, no més de setembro de 2015.
O beneficiamento foi realizado apds a coleta sendo eliminadas sementes predadas e com
danos aparentes. Apos anmeneizacéo do lote de sementes caracterizou-se o teor de
agua e o percentual de germinacéo.

Oteor de 4gua (TA) foi determinado pelo método de estufa a 105 °C (Brasil, 2009)
utilizando cinco repeticdes de 20 sementes inteiras. A pesagem (g) foi realizada em
balanca de preciséo a 0,1 mg. O resultado foi expresso em porcentagem de umidade (base
amida).

O teste de germinacao foi realizado em placas de Petri (@ = 150 mm), utilizando
cinco repeticdes de 20 sementes. A superacdo da dorméncia ocorreu pelo desponte do
tegumento (Ferreira et al., 2007). As sementes foram dispostas entre papéis germitest e
umedecidas com 8 mL de agua destilada. As placas foram incubadas em BOD na
temperatura de 25C° e iluminacdo constante. A germinacdo foi contabilizada,

diariamente, por 20 dias, utilizando como critério de germinacéo a protrusao radicular.
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4.2 Inibicdo e restauracédo d#ividade das aquaporinas

As sementes foram presas longitudinalmeameum torno de bancada e com o
auxilio de uma serra circular acoplada em uma microretifica (130W MRA 127R AWT-
RED), realizaram-se cortes no sentido lateral e transversal do tegumento. A extracdo dos
eixos embrionarios foi realizada com auxilio de pinca e aqueles predados ou com danos
aparente, foram descartados.

A inibicdo da atividade das aquaporinas seguiu a metodologia adaptada de
Willegen et al. (2006). O decréscimo no ganho de massa fresca (g) em relacdo aos eixos
embebidos em #D (controle) foi determinado através da exposicdo dos eixos
embrionérios por 72 horas cinco concentragfes de-H@OL, 0,10, 1,0 e 5,0 mM). Apos
esta etapa, selecionou-se a concentracdo de 5,0 mM para inibir a atividade das
aquaporinas. Também se avaliou um tratamento adicional, contendo eixos embrionarios
embebidos por 72 horas em 5 mM de DTT.

A restauracdo da atividade das aquaporinas seguiu a metodologia adaptada de
Obroucheva et al. (2012) e Novikova et al. (2014). Os eixos foram embebidos por 48
horas em 5 mM de Hg&sendo transferidos para 5 mM de DTT £®HApOs 24 horas
avaliou-se a retomada no ganho de massa (g) para ambos os tratamentos.

Tanto na inibicdo quanto na restauracdo da atividade das aquaporinas as placas de
Petri (@ = 90 mm) apresentavam cinco repeticées de 10 eixos embrionarios por placa. Os
eixos embrionarios foram dispostos sobre duas folhas de papel germitest e umedecidos
com 2,5 mL de bD (controle) e com HgEk DTT nas respectivas etapas experimentais.

Em todas as fases do experimento as placas de Petri foram vedadas com fita crepe e foram
incubadas a 25 °C com no escuro em BOD. O ganho de massa fresca (g) dos eixos

embrionérios foi quantificado em balanca digital de precisdo de 0,1 mg.

4.2.1 Alongamento dos eixos embrionarios
A expansao dos eixos embrionarios foi caracterizada pelo seu comprimento e pela

atividade de enzimas envolvidas no enfraquecimento da parede celular durante o periodo

de embebicéo.
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4.2.1.1 Expansao longitudinal

O comprimento (cm) dos eixos embrionarios foi mensurado através de imagens
escalonadas registradas por camera digital acoplada a estereomicroscépioe(Zeiss)

processadas com o auxilio do software AxioVision Rel. 4.8.

4.2.1.2 Atividade da pectina metil esterase (PME) e da poligalacturonase (PG)

A extracdo da PME foi realizada utilizandede 0,1 g de eixos embrionarios
macerados em 1 mL de solucédo NaCl (1 M, pH 7,5) e 1 mL de solu¢do PVPP (1 g/ 100
mL) em almofariz gelado. Os microtubos cosmamostras foram centrifugadas por 30
minutos a 18900 x ¢4 °C) sendo coletado o sobrenadante para determinar a atividade
enzimatica e a concentracdo de proteinas sollveis. A reacao foi realizada em cubeta
adicionando-se 0,1 mL de extrato enziméatico a seguintedollignL de pectina de citrus
a 0,1% (pH 7,5), 0,5 mL de azul de bmaiimol a 0,01% diluido em tampéao fosfato de
sédio 0,003 M (pH 7,5), 0,2 mL de NaCl (0,15 M), 1,2 mL d€®Hlestilada. A
desmetilacdo de pectina foi determinada durante 2 minutos de leitura (620 nm) em
espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) (Hagerman e
Austin, 1986). A atividade da enzima foi calculada utilizando-se o acido galacturénico
como padrdo. Uma unidade de PME foi definida caanquantidade de proteina
necessdria para catalisar a 1 umol de acido galacturénico por minuto, por miligrama de
proteina (Umin. mg? proteina).

A extracdo da PG foi realizadsn 0,1 g de eixos embrionarios macerados com
1,5 mL de tampéo acetato de sédio (100 mM, pH 5) em almofarie geto. Os
microtubos com as amostras foram centrifugadas a 16464 x g por 20 minu®)s (4 °
coletando-se o sobrenadante para determinacéo da atividade enzimatica e a concentracao
de proteinas soluveis. O ensaio-padréo para determinar a atividade da PG foi determinado
pela dosagem de acucar redutor produzido, segundo o método do DNS (3,5
dinitrossalicilico), conforme descrito por Miller (1959), com modificagdes. A reacao foi
realizada em tubos de ensaio com 1,5 mL de tampé&o acetato de sédio (100 mM, pH 5,0),
0,35 mL de &cido poligalacturénico de laranja (0,3%) e 0,1 mL de extrato enzimatico. Os
tubos foram mantidos em banho-maria a 40 °C, por uma hora. A reacéao foi interrompida
em gelo adicionando-se 1,0 mL de solucdo DNS e 2 mL de agua destilada. Apds essa
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etapa, os tubos foram fervidos a 100 °C, por 5 minutos. A leitura da absorbéancia foi
realizada a 540 nm, em espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S,
USA). Uma curva-padrao, com concentracdes de acido galacturdnico, foi utilizada para
calcular a atividade da PG. Uma unidade de PG foi definida @maantidade de
proteina necesséria para produzir 1 pmol de equivalente de acglcar redutor por minuto por
miligrama de proteina (Unin™. mg? proteina).

Os teoesde proteinas soluveis, para ambas as analises foram determinados de
acordo com o método de Bradford (1976), utilizando-se o reagente Comassie Blue G-
250. As leituras foram realizadas comI5de extrato enzimatico em espectrofotbmetro,

a 595 nm, e comparadas a uma curva-padrdo com concentragées conhecidas de soro-

albumina bovina (BSA).

4.2.2 Mobilizacao de reservas

A extracdo dos acucares soluveis foi realizada seguindo a metodologia adaptada
de Black et al. (1996). Amostras desengorduradas de 0,1 g foram diluidas em 1 mL de
alcool 80% e incubadas em banho maria @§ furante 30 minutos. Os microtwo
foram centrifugados a 8400 x g (10 °C) durante 5 min. Este procedimento foi repetido
por mais 3 vezes. Os sobrenadantes, em cada etapa da extracdo, foram mesturados
secados em estufa a 45 °C, durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram diluidas em
2 mL de agua ultrapura. Transferiu-se |20 dessa diluicdo para tubos de ensaio,
juntamente com 98QL de agua ultrapura, 500L de fenol (5%) e 2,5 mL de acido
sulftrico absoluto. Os tubos de ensaio foram agitados e permaneceram em repouso
durante 15 min, até o momento da leitura. A quantificacdo foi realizada em
espectrofotdbmetro  UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA), no
comprimento de onda de 490 nm, a 25 °C, de acordo com Dubois et al. (A956).
quantificacdo dos carboidratos sollveis determinada por meio de curva-padréo de
glicose.

Os lipideos foram extraidos conforme metodologia adaptada de Silva (1990).
Amostras, contendo 1 g de eixos embrionarios triturados e secos (45 °C por 24 horas),
foram acomodadas em cartuchos de papel-filtro, pesadas e transferidas para extratores
soxhlet. A extracéo foi realizada com éter de petroleo, durante 24 horas. ApOs esta etapa,
os cartuchos foram secos em estufa (45 °C por 24 horas) e pesados novamente. O teor de
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lipideos foi calculado através da diferenca de peso entre as amostras antes e apos o
processo de extragao.
As proteinas foram quantificadas através do método micro-Kjeldahl (AOAC,

1995). Amostras constituidas de 0,2 g de eixos embrionarios foram postas em tubos de
ensaio, juntamente com 1 g de uma mistura de sulfato de sédio (120 g), sulfato de cobre
(20 g), selénio (0,4 g) e 5 mL de acido sulfarico. As amostras foram digeridas em bloco
digestor, a 180 °C, por uma hora, seguida de 350 °C, por mais uma hora. Apoés a digestao
acrescentou-se 10 mL de hidroxido de sddio 0,1 N procedendo-se a destilacdo. O
destilado foi coletado em Erlenmeyer (75 mL) contendo 10 mL de acido bérico (5%). A
titulacédo foi realizada utilizando-se solugéo de &cido cloridrico 0,02 N. O teor de proteinas
foi estimado através do fator de 6,25.

Os teoesde carboidratos sollveis, lipideos e proteinas foram expressos em mg.
gl MS.

4.2.3 Producédo de espécies reativas de oxigénio

A concentracdo deOfoi determinada utilizando-se 0,2 g de eixos embrionarios
segmentados em pequenos pedacos. As amostras foram incubadas em 2 mL de meio de
reacao constituido de sal dissédico do acido etilenodiaminotetracétigoD(Na) 100
uM, B-nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) 20 uM e tampao de fosfato
de sédio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001), em tubos‘pdeicilina”
hermeticamente fechados. A reacao foi iniciada pela introducdo qe_ld®epinefrina
25,2 mM em HCI 0,1 N, com o uso de uma seringa cromatografica e inaubads,
sob agitacao, por 5 minutos, seguida da leitura da absorbancia em comprimento de onda
de 480 nm, durante 5 minutos, em espectrofotdbmetro UV-Visivel (Thermo Scientific
Evolution 60S, USA). A producdo de'Cloi avaliada pela determinacdo do adenocromo
acumulado (Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se o coeficiente de absortividade molar
de 4,0 x 1®Mtcm? (Boveris, 1984). Os resultados foram expressos em ppiog®
MF.

Para determinar a concentracdo de peroxido de hidrogés)(thmostras de
0,2 g de eixos embrionarios foram triturados em nitrogénio liquido e homogeneizadas em
2,0 mL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM,
seguido de centrifugacdo a 10000 x g, por 15 min, 4 °C, coletando o sobrenadante (Kuo

15



e Kao, 2003). Aliquotas de 20_ do sobrenadante foram adicionadas em meio de reacao
constituido de sulfato ferroso amoniacal 250 puM, écido sulfurico 25 mM, laranja de

xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000),
homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 min. A determinacéo da absorbancia a 560
nm foi realizada em espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S,
USA) e a quantificacdo de.B> foi realizada com base em curva de calibracdo, com a
utilizacdo de concentracdes de peréxido como padrdo. Brancos para os reagsntes e
extratos vegetais foram preparados em paralelo e subtraidos da amostra. Os resultados

foram expressos em umol de®4 g MF.

4.2.4 Atividade da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX)

O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir de 0,1 g de amostra macerada em
almofariz gelado em 2,0 mL de meio de extracdo constituido de tampéao fosfato de
potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et
al., 1999). Os extratos foram postos em microtubos de 2 mL e centrifugados a 18900 x g
por 15 minutos a 4C.

O teor de proteinas soluveis foi determinado de acordo com o método de Bradford
(1976), utilizando o reagente Comassie Blue G-250. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro, a 595 nma quantificacdo foi baseada em uma curva-padrédo com

concentracdes conhecidas de soro-albumina bovina (BSA).

4.2.4.1 Atividade da superoéxido dismutase

Uma aliquota de 50 pL do extrato enzimatico bruto foi adicionada a 2,95 mL de
meio de reacao (tampéao fosfato de sddio 100 mM, pH 7,8, metionina 50 mM, azul de p-
nitro tetrazélio (NBT) 1 mM, EDTA 5 mM e riboflavina 10 mM) (Del Longo et al., 1993).
A reacédo foi conduzida no interior de uma camara revestida com papel aluminio e
iluminada com lampadas fluorescentes de 15 W. Apds cinco minutos de exposicao a luz,
a formazana azul produzida pela fotorredu¢cdo do NBT foi determinada, a 560 nm, em
espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) (Giannopolitis e

Ries, 1977). O branco foi constituido do valor de absorbancia, a 560 nm, de um meio de
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reacdo exatamente igual ao anterior, incubado no escuro pelo mesmo tempo, sendo
subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacdo. Uma unidade de SOD foi

definida como a quantidade da enzima necessaria para inibir a fotorreducdo do NBT em

50% (Beauchamp e Fridovich, 1971). A atividade da SOD foi expressa ernmtmg

"1 proteina.

4.2.4.2 Atividade da catalase

Adicionaramse 50 pL do extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reagio
constituido de tampéao de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, e peroxido de hidrogénio
125 mM (Havir e McHale, 1987). O decréscimo na absorbancia, a 240 nm, foi mensurado
em espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA), durante dois
minutos, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada considerando o coeficiente de
extincdo molar de 36 Mcm! (Anderson et al., 1995) e os resultados foram expressos em

umol de H20, mint. mg? proteina.

4.2.4.3 Atividade da peroxidase

Foram adicionados 100 pL do extrato enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de
reacdo constituido de tampéao fosfato de potassio 100 mM e pH 6,8, pirogalol 20 mM e
peroxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento na absorbancia,
decorrente da producdo de purpurogalina, foi determinado durante dois minutos, a 420
nm, em espectrofotdbmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA), a 25 °C.
A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47

mM-t cm! (Chance e Maehly, 1995) e expressa em pmol de HO2 mint.mg?! proteina.

4.2.5 Peroxidacao de lipideos e integridade da membrana

A determinagdo da concentracdo de malonaldeido (MDA) foi realieada
amostras contendo 0,1 g de eixos. A maceracdo das amostras foi realizada com 2 mL de
TCA 0,1% (p/v) seguida da centrifugacao a 109@f) por 5 min. Uma aliquota de 0,5
mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de TBA 0,5% (p/v), em TCA 20%. A

mistura foi incubada em agua fervente por 35 min e a reacao foi interrompida em banho
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de gelo por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 8400 x g durante
5 min. A leitura da absorbéancia foi realizada a 532 nm e 600 nm. Foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar de 155 rmMm?® para quantificar a concentra¢éo dos
perdxidos de lipideos, sendo os resultados expressos em hividl (Heath e Packer

1968).

A condutividade elétrica (CE) foi mensurada através da metodologia adaptada de
Gaspar e Nakagawa (2002). Os eixos embrionarios foram encubados em copos plasticos
contendo 75 mL de agua deionizada. Os copos foram selados e mantid@s pd2324
horas. Apds este periodo a condutividade elétrica foi determinada em um condutivimetro
MICRONAL - B 330 com eletrodo em constante de 1,0 sendo o resultado expresso em
uS.cmt. gt

4.2.6 Integridade do DNA

A integridade do DNA cromossomico foi avaliada utilizando-se trés repeticdes de
10 eixos embrionario®aa validar a integridade do DNA, dois controles positivos foram
utilizados para simular DNAs integros (folhas frescas de Copaiba langsdorffii) e
degradados (eixos embrionarios de S. parahyba mantidos,@nfiervente, por dois
minutos).

A extracdo dos DNAs seguiu o protocolo CTAB, adaptado de Doyle e Doyle
(1990). As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido e transferidas para microtubos
de 2 mL. Adicionou-se 70QL do tampdo CTAB 2x, pré-aquecido a 65 °C, sendo os
microtubos incubados na mesma temperatura, durante uma hora. A cada 10 minutos, os
microtubos foram invertidos, buscando homogeneizar as amostras. Em segujda, 600
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado aos microtubos, invertendo-os
durante 5 minutos. Apés esta etapa, centrifugou-se os microtubos a 12000 x g, durante 10
minutos, a temperatura ambiente. Transferiu-se |B00o sobrenadante para outro
microtubo e adicionou-se 4%(0. de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a -20
°C, durante 12 horas. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 x g, a 4 °C
durante 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado. A fim de remover residuos do
CTAB, lavaram-se duas vezes o pellet com 1 mL de etanol a 70%, durante 5 minutos,
seguido da lavagem, por 3 minutos, em 1 mL de etanol 95%. Os microtubos foram
invertidos em filtro de papel, para secar o sedimento, que foi dissolvido gmde0TE
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pH 8,0 (10 mM de Tris-HCl e 1 mM de EDTA). As amostras de DNA foram aplicadas
em gel de agarose a 1%, com 0,01% de GélRexlsujeitas a eletroforese adaptada de

acordo com Faria et al. (2005).

4.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

Em todas as etapas experimentais utilizaram-se 5 repeticbes no delineamento
inteiramente casualizado (DIC). As avaliacbes experimentais foram realizadas em
intervalos de 24 horas por 72 horas. Os resultados foram subngasi@/A, seguidos
da analise de regressdo. A escolha dos modelos levou em consideragdo a tendéncia
biolégica dos dados. Testou-se a similaridade entre os modefo8,0p) por meio do
teste de identidade de modelos (Regazzi, 1993). Todas as andlises estatisticas foram

realizada no software R. 2. 10. 1. As figuras foram editadas no software SigmaPlot 11.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do lote de sementes

ApéOs o beneficiamento o teor de agua (TA) das sementes foi de 9,2%. Ao
caracterizar o TA inicial de dois lotes de sementes de S. parahyba Ferreira et al. (2007)
encontraram valores de 8,2 e 7,8%. Valores de 8,2, 6,3 e 7,1% foram descritos por
Cherobini et al. (2010) ao caracterizar a umidade de trés lotes de sementes desta espécie.

Ao categorizar a tolerancia a dessecacao e ao armazenamento de sementes Roberts
(1973) afirma que sementes ortodoxas toleram conteddos de agua abaixo de 10% e baixas
temperaturas no armazenamento. Por apresentar este comportamento, sementes de S.
parahyba podem ser armazenadas por mais de 20 anos sem que ocorra perda de
viabilidade (Carvalho, 2005). Segundo Davide (2003), sementes florestais nativas devem
apresentar elevada viabilidade e quando possivel tolerar o armazenamento para que
possam ser utilizadas ao longo do tempo em programas de restauracdo e de producao
florestal.

Estudos tém demonstrado que as sementes S. parahyba apresentam alta
viabilidade apés a dispersao, atingindo porcentuais de germinacdo acima de 85% quando

superada a dorméncia (Coelho et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Magalhaes et al., 2010).
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No presente estudo as sementes apresentaram 95% de germinacdo apos a escarificagdo

mecanica, iniciando a protrusao radicular a partir do sétimo dia.

5.2 Inibicdo e restauracdo da atividade das aquaporinas

Eixos embrionarios excisados e mantidos durante 72 horas;@nfcdntrole)
apresentaram massa fresca 5,51 vezes maior do que a observada antes da embebicdo
(figura 1). Ao expor os eixos a 0,01, 0,1 e 1 mM de Hg&instatou-se ao longo da
embebicdo, ganhos de massa fresca analogos ao tratamento controle (figura 1). Tais
resultados indicam, que para estas concentracdes, o tdgi@kficiente em bloquear as
aquaporinas. Por outro lado, evidéncias da inibicdo da atividade das aquaporinas foram

obtidas ao expor os eixos embrionarios a 5 mM de HdiGura 1).

Figura 1. Hidratagdo dos eixos embrionarios de S. parahyba durante 72 horas de
embebicdo em #D (controle - 0 mM) e solugbes de Hg@&l0,01; 0,1; 1 e 5 mM.

Estudos demonstram que o tempo de embebigdmacentracdo de Hgghara
inibir a atividade d aquaporinas durante o processo germinativo sao variaveis entre as

espécies. Por exemplo, em sementes de Solanum esculentum, menores valores de
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embebicéo foram obtidos ap6s 12 horas de exposi¢do em 10, 20 e 30 uM d@&igCl
et al., 2008). Em sementes de Arabidopsis thalah&ratacdo durante o processo
germinativo foi reduzida apés 3 horas de embebicdo em 5 uM de (diligen et al.,
2006).

Em Plathymenia reticulata as sementes apresentaram menor ganho de massa apos
6 horas de exposicdo a 1 mM de Hgardoso et al., 2015). Em eixos embrionarios de
Aesculus hippocastanum (Obroucheva et al., 2012) e Vicia faba (Novikova et al., 2014)

a hidratacao foi reduzida apés 15 horas de embebicdo em 0,75 e 0,5 mM de HgCl
respectivamente.

Para eixos embrionarios de S. parahyba, atrasos no ganho de massa foram
evidenciados apés 6 horas de embebicdo em 5 mM de kigy€ktendendo por 72 horas
(figura 2a). Tais resultados indicam que o transporte de agua através das aquaporinas foi
regulado durante a fase | de embebicéo.

Resultados semelhantes foram obtidos em sementes de Arabidopsis thaliana
(Willigen et al., 2006), Solanum esculentum (Jain et al., 2008), Plathymenia reticulata
(Cardoso et al., 2015) e eixos embrionarios de Aesculus hippocastanum (Obroucheva et
al., 2012) e Vicia faba (Novikova et al., 2014), onde a cinética de hidratacao foi inibida
pelo HgC} nas primeiras horas de embebigé&o.

Por promover a oxidagdo de grupos tidis, ions de mercurio tém sido utilizados
para modificar a conformacéo tridimensional de aquaporinas e promover a reducao no
transporte de agua (Daniels et al., 1996; Tyerman et al., 1999; Savage et al., 2007; Aroca
et al., 2011). O restabelecimento da funcionalidade, destas proteinas, pode ser obtido
através de agentes redutores, como € o caso do DTT, que promove a reducdo dos grupos
sulfidrilas, permitindo que o transporte de agua seja retomado (Maurel et al., 1993; Javot
et al., 2002; Jain et al., 2008).

Ao embeber os eixos embrionarios em 5 mM de DTT, constatou-se ganho de
massa fresca similar ao observado para o tratamento controle, de modo que o uso isolado
do DTT né&o interfex negativamente na hidratagédo dos eixos durante o processo de

embebicéo (figura 2a).
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Figura 2. Curvas de hidratacdo dos eixos embriondrios de S. parahyba durante 72 horas
de embebicdo. A Inibicdo da atividade das aquaporinas; Beversao da inibicdo da
atividade das aquaporinas. * representa diferenca das equacdes em relacdo aos eixos

embebidos em Hgglcom significancia de 5% de probabilidade.

A restauragdo da atividade das aquaporinas nos eixos embrionarios embebidos por
48 horas em Hgel(5 mM), seguida da exposi¢ao por 24 horas ao DTT (5 mM), fica
demonstrada pela retomada na embebicao (figura 2b). Desta forma, eixos embrionarios
transferidos para o DTT e8 apresentaram massa 47 e 14% maior do que a massa fresca
observada para os eixos que permaneceram embebidos no HgCl

O uso do DTT para desbloquear aquaporinas inibidas pelo; Hy@nte o

processo germinativo ja foi demonstrado para varias espécies. Em Aesculus
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hippocastanum, a retomada da hidratagdo de eixos embrionarios embebidos por 30 horas
em HgCh (0,5 mM) foi obtida ap6s 15 horas de exposicdo em 10 mM de DTT
(Obroucheva et al., 2012). Em eixos embrionarios de Vicia faba, embebidos em HgClI
(0,75 mM), por 30 horas, a restauracao da atividade das aquaporinas foi evidenciada apos
15 horas de embebigcdo em solugéo de DTT a 10 mM (Novikova et al., 2014).

O restabelecimento da embebicédo de sementes de Pisum sativum embebidas um
organomercurio (CPMB a 5 uM) também foi obtido através da exposicdo ao DTT
(Veselova e Veselovsky, 2006). Em sementes de Plathymenia retiaulatifizacao
conjunta do DTT com Hge&l(ambos 1 mM) promoveu efeito nulo na inibicdo da
atividade de aquaporinas durante o processo germinativo (Cardoso et al., 2015). Desta
forma, os resultados indicam que o DTT foi capaz de reestabelecer a atividade das

aguaporinas nos eixos embrionarios de S. Parahyba durante o processo germinativo.

5.2.1 Alongamento dos eixos embrionarios

Outra caracteristica influenciada ao expor os eixos embrionarios ae fdp&l

expanséo dos eixos em relagéo ao tratamento controle (figura 3).
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Figura 3. Crescimento dos eixos embrionario de S. parahyba durante 72 horas de
embebicéo. (A) ED - controle; (B) Hgd (5 mM).
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Em sementes ortodoxas a cinética de hidratagdo é dividida em trés fases de
embebicéo, e o alongamento do embrido acontece ao final dp fas® o inicio da fase
Il (Bewley et al., 2013). Nesta mudanca de fase, a expansédo celular € facilitada pela
combinacédo do aumento no turgor celular, devido a retomada na absorcéo deagua e d
reducédo das forgas de retencéo nas paredes das células (Nonogaki et al., 2010).

Por estarem envolvidas no transporte de agua durante o processo germinativo,
acredita-se que as aquaporinas apresentem, também, papel crucial para a expansao celular
na fase Ill de embebicdo. Um estudo a respeito do papel das aquaporinas no processo
germinativo das sementes de Arabidopsis thaliana sugere que aquaporinas do tipo PIP
sdo mais expressas na fase Ill de embebicao (Willigen et al., 2006). Além disso os autores
demonstram que o alongamento do embrido durante o processo germinativo foi menor ao
embeber as sementes em Hg@Gl uM) quando comparado as sementes embebidas em
agua.

Para os eixos embrionarios de S. parahyba, a embebicdo em 5 mM de HgCI
durante 72 horas, também promoveu menor alongamento (figura 4a). Em Vigna radiata
(Jagatheeswari e Ranganathan, 2012), Platanus occidentalis, Pinus eelimaia
taeda (Jean-Philippe et al.,, 2012) e Linum usitatissimum (Jain, 2013), Plathymenia
reticulata (Cardoso, et al., 2015) a protrusdo radicular também apresentou regulacéo
negativa ao expor as sementes a compostos de mercurio durante o processo germinativo.

Em sementes de Aesculus hippocastanum (Obroucheva et al., 2012) e Vicia fava
(Novikova et al., 2014) a embebi¢cdo em 0,5 e 0,75 mM de #1g&b interferiu no
alongamento dos eixos embrionarios, contudo, promoveu atrasos reversiveis no
crescimento inicial dos eixos embrionarios apés a protrusao radicular.

Ao transferir os eixos embebidos em solucdo de Fg@ra solucdo de DTT e
H-O, observou-se a retomada significativa no alongamento dos eixos embrionarios
(figura 4b). Apés 24 horas de exposicdo, 0 comprimento dos eixos embebidos aumentou
respectivamente 44 e 9% em relacéo aos eixos que permaneceram embebidos.em HgCI

Tais resultados indicam que a retomada na absorcdo de agua em decorréncia da
restauracdo da atividade das aquaporinas foi suficiente para modificar o turgor celular e

promover a expansao dos eixos embrionarios.
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Figura 4. Comprimento dos eixos embrionarios de S. parahyba durante 72 horas de
embebicdo. A- Inducdo da inibicdo da atividade das aquaporinas; IBducdo da
reversao da inibicdo da atividade das aquaporinas. * representa diferenca das equacoes

em relacdo aos eixos embebidos em Hg&lm significancia de 5% de probabilidade.

Aléem da embebicdo adequada, outro fator que auxilia a expansao do embrido
durante o processo germinativo é o afrouxamento das paredes celulares promovido pelas
enzimas celulases, expansinas e hidrolases (Nonogaki et al., 2010).

As pectinases sdo uma classe de enzimas que hidrolisam ligagcbes glicosidicas

degradando componentes da parede celular (Uenojo et al., 2007). Nesta classe estdo as
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enzimas pectina metil esterase (PME) e a poligalacturonase (PG) que atuam no
enfraquecimento da parede celular reduzindo as forgas de coesdo/adeséo.

A PME desesterifica grupos carboxilicos através da desmetilacag éonC
residuos de galactosil. Uma vez desesterificados, a PG catalisa a hidrolise das ligacdes
a,1-4 entre os residuos do acido galacturdnico (Fischer e Bennett, 1991; Swain et al.,
2011). Desta forma, para que a hidrélise da pectina seja realizada, estas enzimas deve
atuar de maneira conjunta no enfraquecimento das paredes celulares.

Em sementes estudos tém demonstrado que a PME e PG degradam a pectina no
tegumento facilitando a expansao dos eixos embrionarios (Kanai et al., 2010, Borges et
al., 2015). Este evento ja foi relatado no endosperma micropilar de sementes de
Lycopersicon esculentum (Sitrit et al., 1999) e Lepidium sativum (Scheler et al., 2015).

Além disso, atividade da PG associada a protrusédo radicular ja foi relada em eixos
embrionérios de Chamaecyparis nootkatensis (Ren et al., 2000), Melanoxylon brauna
(Borges et al., 2015), Dalbergia nigra (Pontes, 2008; Ataide et al., 2013) e S. parahyba
(Magalhaes et al., 2009), indicando que esta enzima esta envolvida na expanséao celular
durante o processo germinativo de sementes.

Ao avaliar a atuacdo da PME na expansado dos eixos embrionaricstorosst
aumento na atividade desta enzima com a hidratacdo (figura 5a). Apés 72 horas de
embebicado, os eixos embrionarios apresentaram atividade enzimatica oito vezes maior do
gue a observada antes da embebicdo. Tendéncias similares de atividade enziméatica foram
observadas ao embeber 0s eixos embrionarios em 5 mM de DTT (figura 5a).

Ao embeber os eixos embrionarios em HgBIMmM) notou-se menor atividade
da PME (figura 5a). Apés 24 horas de embebicdo, a atividade enzimética reduziu
significativamente em relacdo a observada para os eixos embrionarios embebidos em
H20. Ao remover os eixos embrionarios do Hg@l transferios para o DTT e kD,
observou-se retomada significativa na atividade enzimatica, sendo 52 e 15%,
respectivamente, maior do que a dos eixos que permaneceram no HgCl

Tais resultado indicam que o HgQ@bi capaz de inibir a atividade da PME no
apoplasto induzindo menor desesterificagdo dos grupos carboxilicos nas paredes celulares
dos eixos embrionarios e que o DTT foi capaz de reverter significativamente essa acéao

toxica do Hg (figura 5b).
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Figura 5. Atividade da enzima pectina metil esterase (PME) nos eixos embrionarios de
S. parahyba durante 72 horas de embebicade.lfducdo da inibicdo da atividade de
aquaporinas; B- Inducdo da reversdo da inibicdo da atividade de aquaporinas. *
representa diferenca das equacgdes em relagcdo aos eixos embebidos e(briig(|

com significancia de 5% de probabilidade.

Ao caracterizar a atuacdo da PG no processo de expansao dos eixos embrionarios
constatou-se 0 aumento progressivo na atividade enzimatica a medida em que 0s eixos
absorveram kD (figura 6a). A atividade da PG foi 7,1 vezes maior em 72 horas de
embebicdo do que a observada nos eixos ndo embebidos. Tendéncias similares de
atividade foram obtidas ao avaliar eixos embrionarios embebidos pelo mesmo periodo
em 5 mM de DTT (figura 6a).

Por outro lado, ao embeber os eixos embrionario de S. parahyba em(5gCl
mM) observou-se menor atividade da PG (figura 6a). Com excecao das primeiras 24

horas, a atividade enzimatica da PG foi significativamente menor do que a observada para
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0s eixos embrionarios embebidos erOHAO realizar o desbloqueio das aquaporinas
constatouse aumento significativo na atividade da PG apo6s 24 horas de embebicao
(figura 6b). Eixos embrionarios transferidos para o DTT.@ Hpresentaram atividade

60 e 18%, respectivamente, maior do que a observada para 0s €ixos que permaneceram

no HgCb.
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Figura 6. Atividade da enzima poligalacturonase (PG) nos eixos embrionarios de S.
parahyba durante 72 horas de embebicde. dducdo da inibicdo da atividade de
aquaporinas; B- Indugcdo da reversdo da inibicdo da atividade de aquaporinas. *
representa diferenca das equacfes em relacdo aos eixos embebidos (bl

com significancia de 5% de probabilidade.

Por preceder a atividade da PG na desmetilagdo da pectina, a enzima PME esta

diretamente ligada a atuagéo da PG (Bicalho, 1998). Desta forma acredita-se que o HgCl
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pode ter interferido de maneira indireta na atividade da PG, uma vez que, modulou
negativamente a atividade da PME induzindo a menor expanséo dos eixos embrionario.

Por estar presente na lamela média, as substancias pécticas atuam como
protopectinas de elevado peso molecular, enrijecendo a parede celular primaria (Antunes
et al., 2006). Por ser insoluvel em agua, as protopectinas necessitam da acdo enzimatica
para que sejam degradadas. Desta forma, as pectinases (hidrolases e liases) promovem a
hidrolise conjunta da pectina diminuindo a for¢ca de coesédo das paredes celulares.

Em tecidos vegetais a degradacédo de substancias pectinicas depende da atuacao
de uma série de enzimas além da PME e PG, no entanto, por atuar de maneira direta no
afrouxamento da parede celular estas enzimas sdo amplamente estudadas (Silva et al.,
2009).

5.2.2 Mobilizacdo de reservas

Durante o processo germinativo as reservas apresentam importante papel ao
fornecer estruturas para a sintese de novas moléculas e energia para o embrido (Carvalho
e Nakagawa, 2000). Em sementes ndo endospermaticas, as reservas sao depositadas,
principalmente, no embrido (conjunto eixo embrionéremtilédones), assim como é o
caso das sementes de S. parahyba (Magalhdes et al., 2010).

Com a entrada da agua e com a acéo de enzimas hidroliticas, os componentes de
reservas sao transformados em metabdlitos sollveis que sado facilmente degradados
(Bradford, 1995). Carboidratos sollUveis, como monossacarideos (glicose e frutose),
dissacarideos (sacarose) e oligossacarideos (verbascose, estaquiose e rafinose) séo
comumente encontrados em tecidos de embrifes e cotilédones (Kigel e Galili, 1995) e
sdo utilizados como substrato para a producdo de energia em vias respiratérias como a
das pentoses-fosfato, da glicélise e do ciclo de Krebs (Bewley et al., 2013).

Ao avaliar o teor de carboidratos sollveis nos eixos embrionarios de S. parahyba
constatou-se o consumo desta reserva a medida em g@efaitdbsorvida (figura 7a).

Com 72 horas de embebicao, os eixos apresentaram teor de carboidratos 78% menor do
gue o observado antes da embebicdo. Teores de consumo similares foram observados para
eixos embrionarios embebidos pelo mesmo periodo em 5 mM de DTT (figura 7a).

Ao embeber os eixos embrionarios em HgCbnstatou-se consumo de

carboidratos significativamente menor do que o observado para os eixos embebidos em
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H.O (figura 7a). A retomada no consumo dos carboidratos sollveis foi verificada ao
trocar os eixos pré-embebidos em Hg@br 48 horas, para a8 e DTT (figura 7b). O

teor de carboidratos foi 18% menor par®He 26% para o DTT, ambos em relacdo aos
eixos que permaneceram em HgJlais resultados indicam que o Hg®i capaz de

interferir negativamente no metabolismo dos carboidratos.
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Figura 7. Teor de carboidratos soluveis nos eixos embrionarios de S. parahyba durante
72 horas de embebicdo-Anducédo da inibicdo da atividade de aquaporinastrglucéo
da reverséao da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca das equagdes
em relacdo aos eixos embebidos em HgGMM), com significancia de 5% de
probabilidade.

Em sementes, os carboidratos sdo comumente armazenados na forma de amido,
entretanto, polimeros de mananas presentes na parede celular secundaria também podem
ser utilizados para producdo energética durante o processo germinativo (Bewley et al.,

2013). Nas células, a producdo de energia através de carboidratos é realizada,

principalmente, em mitocondrias, por meio da fosforilagdo oxidativa, entretanto, também
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é realizada no cistosol, por meio da glicélise e da via das pentoses-fosfato (Taiz e Zeiger,
2013).

Em condi¢cbes normais de embebicdo, o consumo dos carboidratos aumenta a
medida em que ocorre a ativacdo do metabolismo das sementes (Bewley et al., 2013).
Este evento ja foi demonstrado em sementes de varias espécies, tais como Brassica
oleracea (Qouta et al., 1991), Copaifera langsdorfii (Buckeridge et al., 1992), Euphorbia
heterophylla (Suda e Giorgini, 2000), Senna macranthera (Borges et al., 2002), Apuleia
leiocarpa (Pontes et al., 2002), Caesalpinia peltophoroides (Corte et al., 2006), Erythrina
speciosa Caesalpinia echinata (Mello et al., 2010), Schizolobium parahyba (Magalhaes
et al., 2010) e Jatropha curcas (Lopes et al., 2013).

Além dos carboidratos, moléculas como lipideos também séo utilizadas como
fonte de energia durante o processo germinativo (Bewley et al., 2013; Taiz e Zeiger,
2013). Ao avaliar o metabolismo dos lipideos nos eixos embrionarios embebide®em H
observou-se decréscimo no teor dos lipideos durante o periodo de embebicgéo (figura 8a).
Eixos embebidos em DTT (5mM) apresentaram tendéncia de consumo similar a
observada para o tratamento controle (figura 8a).

Por outro lado, eixos embrionarios embebidos em HEhM) apresentaram
menor consumo de lipideos durante a embebicéo, diferindo significativamente em relacéo
ao tratamento controle (figura 8a). A retomada no consumo de lipideos foi verificada ao
trocar os eixos pré-embebidos, por 48 horas em #g&h a HO e DTT (figura 8b). O
acréscimo na retomada do consumo de lipideos foi de 8,3% 14,3% para eixos
embrionérios transferidos para®ie para o DTT, respectivamente, quando comparados
ao tratamento com Hgg&lTais resultados indicam que o Hg@i capaz de atrasar o
metabolismo dos lipideos de maneira reversivel, uma vez que, o DTT foi capaz de
restabelecer o consumo desta reserva energética.

Nas sementes, os lipideos sao constituidos de triacilgliceréis e sdo armazenados
em corpos lipidicos conhecidos como oleossomos (Bewley et al., 2013). Presente,
principalmente, em sementes oleaginosas tais como Carapa guianensis, Carapa procera
(Ferraz e Sampaio, 1996), Jatropha curcas (Goldfarb et al., 2010), Gossypium hirsutum,
Ricinus communis, Helianthus spp., Arachis hypogaea, Glycine max, Piper nigrum
(Almeida et al., 2010) os lipideos possuem poder energético maior do que o dos
carboidratos sendo metabolizados através da -oxidagdo e do ciclo de Krebs, mas,

também, nos glioxissomos através do ciclo do glioxilato (Taiz e Zeiger, 2013).
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Em plantas, os triacilgliceréis (TAGs) apresentam mais de 300 formas conhecidas
e sao distribuidos, principalmente, em &cidos oleico, estearico, palmitico, linoleico,
caproico e miristico (Bewley et al., 2013). O consumo destes TAGs durante 0 processo
germinativo ja foi relatado para sementes de S. parahyba (Magalhades et a).].2010)
balsamina L., I. capensis, I. ballida (Nozzolillo e Thie, 1984), Cucumis sativus (Matsui
et al., 1999), Euphorbia heterophylla (Suda e Giorgini, 2000) e Caesalpinia
peltophoroides (Corte et al., 2006) onde o teor de lipideos decresceu a medida em que as
sementes foram embebidas em agua.
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Figura 8. Teor de lipideos nos eixos embrionarios de S. parahyba durante 72 horas de
embebicao. A- Inducao da inibicdo da atividade de aquaporinasiri8lucao da reverséo
da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca das equacfes em relacao
aos eixos embebidos em HgCdmM), com significancia de 5% de probabilidade.

Outra reserva importante que atua durante e ap0s a geminacéo séo as proteinas.
Segundo Bewley et al. (2013), nas sementes elas servem, principalmente, como fonte de
aminoacidos para a sintese de novas proteinas ou como fonte de esqueleto de carbono

para sintese de energia nas mitocondrias. Ao avaliar o consumo de proteinas nos eixos
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embrionérios embebidos em® constatou-se aumento na produgéo desta reserva, com
pequeno consumo apos 48 horas de embebicdo (figura 9a). Teores proteicos similares
foram observados ao embeber pelo mesmo periodo os eixos embrionarios em 5 mM de
DTT (figura 9a). Em contraste, ao embeber os eixos embrionarios em GgdV)
constatou-se teores de proteinas significativamente maiores do que os valores observados
para o tratamento controle. Ao trocar os eixos pré-embebidos, por 48 horas emn HgCl
para a HO (figura 9b) ndo se observou consumo significativo em relacdo aos eixos que
permaneceram em HgCIEntretanto, a retomada significativa (5,4%) no consumo de
proteinas foi verificada ao transferir os eixos para o DTT (5mM) quando comparada aos
eixos que permaneceram em HgQigura 9b). Tais resultados sugerem o Hgfol

capaz de atrasar o metabolismo das proteinas e o DTT promoveu a retomada deste

consumao.
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Figura 9. Teor de proteinas nos eixos embrionarios de S. parahyba durante 72 horas de
embebicdo. A Inducao da inibicdo da atividade de aquaporinastrglucao da reversao
da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca das equacgdes em relacéo

aos eixos embebidos em HgCdmM), com significancia de 5% de probabilidade.
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Nas células este metabolismo inicia através da clivagem proteolitica, que libera
aminoacidos para a sintese de novas moléculas no citosol ou para a producao de energia
em vias respiratérias como a glicdlise, ciclo de Krebs e das pentoses-fosfato (Bewley et
al., 2013). Em sementes as proteinas sdo armazenas em vacuolos especializados e séo
distribuidas, principalmente, como albuminas, globulinas e prolaminas (Bewley et al.,
2013).

O consumo de proteinas durante o processo germinativo € um evento que ocorre,
geralmente, apés a protruséo radicular e ja foi evidenciado em tecidos de reserva e eixos
embrionérios de espécies como Cucumis sativus (Yamaguchi et al., 1996; Matsui et al.,
1999), Erythrina velutina (Oliveira et al., 1998), Euphorbia heterophylla (Suda e
Giorgini, 2000), Vicia sativa (Schlereth et al., 2000), Caesalpinia peltophoroides (Borges
et al.,, 2005; Corte et al., 2006), Schizolobium parahyba (Magalhdes et al., 2010) e
Jatropha curcas (Lopes et al., 2013).

5.2.3 Producéo de espécies reativas de oxigénio

Ao avaliar a producéo dexOnos eixos embrionérios mantidos eaOHbbservou-
se até 48 horas de embebicdo um aumento no teof d=@quido de ligeira queda apos
este periodo (figura 10a). Eixos embebidos em DTT apresentaram tendéncia de producao
de Q" similar a observada para, os eixos embebidos e® (figura 10a). Eixos
embrionarios embebidos em Hg@mbém apresentaram tendéncia de producdede O
menor apods 48 horas de embebicdo (figura 10a), contudo, ao serem comparados ao
tratamento controle apresentaram producao significativamente menor.

A manutencdo dos eixos em agua, apos a pré-embebicdo em solucéo gle HgCl
nao resultou na reducdo significativa no teor d& ©m relacdo aos eixos que
permaneceram na solucdo de mercurio (figura 10b). Eixos transferidos para o DTT
também apresentaram aumento na producdo desta ERO (50%), sendo diferentes
significativamente em relacédo aos eixos que permaneceram em (Hg@h 10b). Tais
resultados sugerem que o HgQbromoveu atrasos no metabolismo oxidativo,

interferindo reversivelmente na funcionalidade das organelas produtoras de EROs.
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Figura 10. Producéo de anion superoxido(Pnos eixos embrionarios de S. parahyba
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ambos com significancia de 5% de probabilidade.

Em plantas a produgcdo de EROs pode acontecer em peroxissomos (catabolismo
de purinas), cloroplastos (transferéncia de elétrons nos fotossistemas) (Breusegem et al.,
2001; Kranner et al.,, 2010), em glioxissomos (catabolismo dos lipideos), no citosol
(citocromo P450), na membrana plasmatica (NADPH oxidase) e na parede celular
(peroxidase) (Apel e Hirt, 2004; Vranova et al., 2002). Entretanto, EROs como o anion
superoxido (@) e o peroxido de hidrogénio £8>) séo sintetizadas, principalmente,

através do metabolismo oxidativo (Ribeiro et al., 2005).
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Em sementes, a entrada de agua durante o processo germinativo promove a
ativacdo deste metabolismo (Bewley et al., 2013), intensificando processos como a
respiracéo, o reparo e a multiplicacdo mitocondrial (Nonogaki et al., 2010). Apds a quebra
das ligacdes covalentes da glicose, no citosol, as mitocondrias realizam a producéo de
energia para as células através da reducdo do oxigénio (Taiz e Zeiger, 2018¢ Exsa
processop O>" € sintetizado nos complexos | e Ill da cadeia de transporte de elétrons
(Mgller 2001; Sweetlove e Foyer 2004), tornando-se o principal substrato para a produgéo
do HO: (Silva et al., 2014; Ribeiro et al., 2005).

Ao avaliar o teor do ED> observou-se aumento na producdo nos eixos
embriondrios embebidos em agua, sendo 3,1 vezes maior do que nos eixos sem
embebicdo, apos 72 horas (Figura 11a). Tendéncias similares de producé&®»,csoH
longo das 72 horas de embebicdo, também foram constatadas para os eixos n@antido
DTT (figura 11a). Ao embeber os eixos embrionarios em Kg@tou-se aumento na
tendéncia da producéo de®4 durante as 72 horas de embebicdo. Contudo, o incremento
na producao foi significativamente menor (41%) do que os valores observados para os
eixos embebidos em2B (figura 11a).

Ao trocar os eixos pré-embebidos em Hgfdra meio contendo B nao se
constatou aumento significativo na producgédo e@-Hfigura 11b). Entretanto, quando a
transferéncia se deu para a soluc¢do contendo DTT notou-se a retomada significativa na
producéo do peroxido. O aumento na producao® ki de 28% em relacdo ao valor
produzido para o0s eixos que permaneceram no H(@Qura 11b). Tais resultados
corroboram com a afirmagéo de que o Hg€bmoveu atraso no metabolismo oxidativo
induzindo menor atividade, provavelmente, na cadeia de transporte de elétrons.

Estudos tém demonstrado que o efeito toxicol6gico dos metais pesados, durante a
germinacdo, esta associado ao estresse oxidativo (Schitzendubel e Polle, 2002; Sharma
e Dietz, 2009). Por desestabilizar inimeros componentes celulares, as EROs sé&o
consideradas téxicas para as células, afetando a funcionalidade da parede celular, da
membrana plasmética, do apoplasto, de peroxissomos, de cloroplastos e das proprias
mitocondrias, quando em excesso (Mittler, 2011). Em todo caso, o tempo de embebicao
e aconcentracdo de HgL(5 mM), utilizados nos eixos embrionario, ndo foram
suficientes para induzir tal evento. Com base nos resultados do consumo de reserva e na
producdo das EROs acredita-se que o EHg&moveu inibicdo no metabolismo basal

(primério) durante o processo germinativo.
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Figura 11. Producdo de peroxido de hidrogénio@) nos eixos embrionarios de S.
parahyba durante 72 horas de embebicée. Aducdo da inibicdo da atividade de
aquaporinas; B- Inducédo da reversédo da inibicdo da atividade das aquaporinas. *
representa diferenca e ns representa igualdade das equacdes em relacdo aos eixos

embebidos em Hgel(5mM), ambos com significancia de 5% de probabilidade.

Atualmente, sabse que além da toxidez, as EROs possuem um duplo papel nas
células, sinalizando diferentes processos biolégicos (Suzuki, 2015) tais como: ciclo
celular, crescimento, sintese hormonal, morte celular programada e respostas a estresses
bidtico e abidtico (Mittler et al., 2004; Foyer e Noctor, 2005; Fujita et al., 2006). Em
condicbes adequadas para a germinagdo, a producdo de EROs em sementes € baixa
(Bailly, 2004) e continua durante a embebicdo, auxiliando a germinagédo de varias
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espécies (Gidrol et al., 1994; Caro, 1999; Schopfer et al., 2001; Morohashi, 2002; Sarath
et al., 2007).

Este mecanismo ¢ definido por Bailly et al. (2008) como “janela oxidativa” e
postula que a producdo de EROs, até um certo limite, promove a germinacéo através da
sinalizacao de hormonios, da expresséo génica e da modificagdo do estado redox celular
Desta forma, quando a producdo de EROs esta abaixo (menor sinalizacdo) ou acima
(estresse oxidativo), deste limite critico, imposto pelo metabolismo celular, o processo
germinativo pode ser regulado negativamente. Assim, por induzir a menor producéo de
O e KO- nos eixos embrionérios, o Hg@lode ter influenciado este mecanismo, que
em conjunto com a menor atividade das aquaporinas, pode ter promovido a menor

expansao dos eixos embrionarios, interferindo no processo de protruséo radicular.

5.2.4 Sistema antioxidante enziméatico

A oxidacdo é um evento que ocorre de maneira continua em metabolismos ativos
(Taiz e Zeiger, 2013; Gupta et al., 2015). Em sementes, a intensificacdo do sistema
antioxidante enzimatico esta inteiramente relacionada a ativacdo do metabolismo
oxidativo (Bailly, 2004; Chen e Arora, 2011). Desta forma, enzimas como a superoxido
dismutase (SOD)a catalase (CAT) e as peroxidases (POX), atuam de forma conjunta
para manter os niveis adequados das EROs durante o processo germinativo (Mittler,
2002).

Ao avaliar a atuacdo da SOD nos eixos embrionarios notou-se aumento na
atividade desta enzima no decorrer do processo de embebicdo. Com 72 horas de
embebicao a atividade da SOD foi 3,11 vezes maior do que a observada para 0s eixos nao
hidratados (figura 12a). Eixos embrionarios embebidos em DTT apresentaram tendéncia
de atividade enzimatica similar a observada para os eixos embebidogOe(figdra
12a). A atividade da SOD também aumentou a medida que os eixos embrionarios foram
embebidos em Hgglcontudo, foi significativamante menor do que a observada para 0s
eixos embebidos em2B e em DTT (figura 12a). Ao transferir os eixos embrionarios
embebidos por 48 horas em Hg(® mM) para placas contendo DTT e notou-se
aumento na atividade da SOD, para ambos os tratamentos em relagcdo aos eixos que

permaneceram no Hgifigura 12 b).

38



0,005 -
—— H,0 (controle)

- DTT (5 mM)
0.004 4 ——— HgClL (5 mM)

* %

0,003

0,002 -

0,001

0,000

0,005 ~ ——— H0 (controle)

48 horas ecm HgCly (5 mM) + 24 horas em DTT (5 mM)
—-—- 48 horas em HgCly (5 mM) + 24 horas em HyO [
0,004 4 ———— HgClp (5 mM) i

SOD (pnll.lxlilfl.lnbe proteina)

0,003 A

0,002 A

0,001 A

0 2 # ”

Tempo de embebigao (horas)
Figura 12. Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nos eixos embrionério de
S. parahyba durante 72 horas de embebicdelmducdo da inibicdo da atividade das
aquaporinas; B- Inducdo da reversédo da inibicdo da atividade das aquaporinas. *
representa diferenca das equacdes em relacdo aos eixos embebidos gnhtdiyCl

significancia de 5% de probabilidade.

Nas plantas, as SODs séo consideradas a primeira linha de defesa contra EROs e
podem ser agrupadas em SOD Fe (cloroplastos), SOD Mn (mitocéndrias e peroxissomos)
SOD Zn-Cu (cloroplastos, citosol, peroxissomos e espaco extracelular) (Mittler, 2002;
Alscher et al., 2002; Chen et al., 2010). Na mitocondria, a SOD age dismutando o anion
superoxido (@) em perdxido de hidrogénio £8>) e oxigénio (Q). Apds esta etapa, o
H-0- é transportado através da membrana mitocondrial para o citosol onde é eliminado
em HO e Q, através da atividade de peroxidases, da catalase nos peroxissomos e
glioxissomos ou atraves do ciclo da ascorbato glutationa (Scandalios, 2005; Corpas et al.,
2015). Por apresentam papel importante no controle oxidativo acréscimo na atividade

destas enzimas ja foram detectadas durante a germinagédo de Medicago sativa (Cakmak
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et al., 2010), Hordeum vulgare L. (Mei e Song 2010), Jatropa curcas (Cai et al., 2011),
Vigna unguiculata (Deuner et al., 2011), Zea mays (Marini et al., 2013) e Melanoxylon
brauna (Flores et al., 2014).

Estudos tém demonstrado que plantas expostas a metais pesados apresentam
producdo excessiva de EROs. Desta forma, é natural que enzimas antioxidantes realizem
ajustes na atividade para tentar combater o estresse oxidativo (Farid et al., 2013). No caso
da SOD, dependendo da concentracdo e do tipo de metal, pode ocorrer resposta bifasica,
assim, baixas concentracfes de metal podem induzir maior atividade enzimatica e altas
concentragdes podem inibir a sua atividade (Stolfa et al., 2015).

Em sementes de Plathymenia reticulata, a utilizagdo de 1 mM de pa@l
induzir o bloqueio de aquaporinas em eixos embrionarios durante o processo germintivo
nao causou aumento na atividade da SOD (Cardoso et al., 2015). Por né&o ter induzido o
estresse oxidativo nos eixos embrionéarios de S. parahybatasedue o HgGl possa
ter regulado a atividade da SOD em funcdo da menor producég denéb em funcéo
do excesso de EROs.

Ao avaliar a atuacao da CAT observou-se aumento de atividade enziméatica nos
eixos embrionarios embebidos eCH Com 72 horas de embebicéo ep®H atividade
enzimética foi 12,5 vezes maior do que a atividade observada para os eixos nao hidratados
(figura 13a). Eixos embrionarios embebidos em DTT apresentaram atividade enzimatica
similar a observada para o tratamento controle (figura 13a).

Ao embeber os eixos embrionarios em Hg@itou-se aumento na atividade da
CAT (figura 13a), contudo, a tendéncia de atividade foi significativamante menor do que
a observada para os eixos embebidos efd. HAo realizar a transferéncia dos eixos
préembebidos em Hggbpara as placas contendeHnotou-se pequeno aumento (5,5%)
na atividade da enzima CAT, no entanto, esta diferenca nao foi significativa em relacéo
aos eixos que permaneceram embebidos em Hf@lra 13b). Por outro lado, eixos
transferidos para o DTT apresentaram incremento significativo na atividade enzimatica,
sendo 16% maior do que a atividade observada nos os eixos mantidos a{figig@l
13b).
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Figura 13. Atividade da enzima catalase (CAT) nos eixos embrionarios de S. parahyba
durante 72 horas de embebicédo- Mducéo da inibicdo da atividade de aquaporinas; B

— Inducéo da reversao da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca e
ns representa igualdade das equacdes em relacdo aos eixos embebidos eamHg€l

com significancia de 5% de probabilidade.

Embora outras enzimas possam metabolizai(» Hh CAT atua de maneira direta
na eliminagdo do excesso dessa molécula (peroxissomos e glioxissomos) em sondi¢gde
de estresse oxidativo (Stolfa et al., 2015). Por necessitar de duas moléculasOg rrd
sitio ativo, a CAT consegue remover de maneira mais eficiente estas EROs em
comparacgao a outras enzimas, como as peroxidases (Willkenes et al., 1997).

Desta forma, esta enzima apresenta papel central na manutengao do estado redox

celular (Corpas et al., 2001). Assim como na SOD, a resposta bifasica também pode ser
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observada na atividade da CAT quando ocorre estresse oxidativo por metais pesados
(Stolfa et al., 2015). A producéo de EROs pode modular atividade da CAT de maneira
positiva ou negativa em funcéo da concentracéo e do tipo de metal utilizado (Cardoso et
al., 2005). Em sementes de Plathymenia reticulata o-HhgOlpromoveu o aumento na
atividade da CAT durante o processo germinativo indicando auséncia de estresse
oxidativo (Cardoso et al., 2015). Por induzir a menor producéo > bs eixos
embrionario de S. parahyba os resultados sugerem que idtgZleriu na atividade da

CAT em funcéo da menor disponibilidade substrato e ndo devido ao extresse oxidativo.

Ao avaliar a atividade da POX durante a embebicdo dos eixos embrionarios
constatou-se aumento na atividade enzimética durante a hidratacéo (figura 14a). Com 72
horas de embebicéo os eixos embebidos gihdfresentaram atividade enzimatica 73,5
vezes maior do que a observada para os eixos ndo embebidos. Atividade enziméaticas
similares foram evidenciadas para eixos mantidos em DTT ao durante as 72 horas de
embebicéo (figura 14a).

Ao embeber os eixos embrionarios em Hgftirante 72 horas ocorreu 0 aumento
da atividade da POX, contudo, com tendéncia significativamente menor do que a
observada para o tratamento controle (figura 14a). Ao trocar os eixos préembebidos em
HgCl: para as placas contendo DTT goHhotou-se aumento significativo na atividade
da POX, 90,2 e 66,3%, respectivamente, para ambos os tratamentos ap6s 24 horas de
exposicao (figura 14b).

Nas células a atuacdo das POX estd associada ao controle de baixos niveis de
peroxido de hidrogénio ajustando o estado redox celular de maneira sutil. Em condig&o
de estresse oxidativo estas enzimas também podem ter uma resposta bifasica em funcao
da concentracdo e do tipo deetal utilizado (Stolfa et al., 2015). Em sementes de
Plathymenia reticulata o Hg&xhdo promoveu o aumento na atividade da SOD durante o
processo germinativo (Cardoso et al., 2015). Desta forma, acredita-se que a regulacao
negativa da atividade da POX nos eixos embebidos empldg@ku em funcéo da menor

disponibilidade de FD2 no citosol e ndo em funcéo do aumento da oxidag&o.
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Figura 14. Atividade da enzima peroxidase (POX) nos eixos embrionarios de S.
parahyba durante 72 horas de embebicae. IAducéo da inibicdo da atividade das
aquaporinas; B- Inducéo da reversédo da inibicdo da atividade das aquaporinas. *
representa diferenca das equacdes em relacdo aos eixos embebidos eBGE|

com significancia de 5% de probabilidade.

5.2.5 Integridade de membrana

Em sementes, a peroxidagdo de lipideos € um mecanismo utilizado para
caracterizar a perda da seletividade de membranas durante o processo germinativo
(Bewley et al., 2013) e esta relacionada a baixa eficiéncia das enzimas antioxidantes
(Sytar et al., 2013). Em condicdes de estresse oxidativo, a produgéo excessiva de EROs
pode induzir a quebra de lipideos de membrana produzindo aldeidos reativos que sao

utilizados para quantificar este evento. O malonaldeido (MDA) € um subproduto desta
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reacdo e indica, de maneira direddntensidade da quebra dos lipideos da membrana
(Kerksick e Willoughby, 2005; Singh et al., 2010).

Ao avaliar a peroxidacao de lipideos notou-se reducdo na tendéncia da producéo
do MDA a medida em que os eixos embrionarios foram embebidos@nihh 72 horas
de embebicdo a producédo de MDA foi 4,7 vezes menor do que a observada para 0s eixos
nao embebidos (figura 15a). Eixos embebidos em DTT apresentaram tendéncia de
producdo de MDA similar a observada para os eixos embebidos no tratamento controle
(figura 15a).

A peroxidacdo de lipideos para eixos embebidos em Hg€@lbém decresceu
durante as 72 horas de embebicdo. Em relacdo aos eixos embebidd3 aneitiéncia
de producdo de MDA diferiu significativamente sendo 62,7% menor para 0S eixos
embebidos em Hgelfigura 15a). Ao realizar a troca de solucao pai@ eIDTT notou-
se que 0s eixos pré-embebidos por 48 h em Hg®Imaram a producédo de MDA. Em
relacéo aos eixos que permaneceram embebidos em ¢tpElaumento foi de 24 e 241
para os eixos mantidos em® e DTT, respectivamente (figura 15b). Desta forma,
acredita-se que a menor producdo de MDA observada para os eixos embebidos;em HgCl
ocorreu devido a menor producéo d®kluma vez que, o metabolismo basal foi afetado
negativamente na presenca do mercurio.

Em sementes 0 excesso na peroxidacédo de lipideos é um evento que esta associado
a morte celular programada (Hendry et al., 1992; Chaitanya e Naithani, 1994; Tammela
et al., 2005; Pukacka e Ratajczak, 2007). Em de Triticum spp. (Li et al., 2007), Vigna
unguiculata (Eriyarnremu et al., 2007), Arabidopsis thaliana (Cho e Seo, 2005), Vicia
faba e Allium sativum (Unyayar et al., 2006) a exposi¢cdo a metais pesados durante o
processo germinativo promoveu o aumento na producdo MDA causando a perda de
viabilidade das sementes.

Nas plantas, a principal fungdo da membrana plasmatica (plasmalema) € delimitar
e separar o conteudo celular do ambiente externo. Constituida por proteinas (integrais,
periféricas ou ancoradas) e uma dupla camada fosfolipidica, a membrana plasmatica é
fluida, e seletivamente permeavel, e deve mastantegra para que as células figuem
estaveis (Taiz e Zeiger, 2013). Em sementes ortodoxas, a membrana plasmatica, muitas
vezes, encontra-se menos fluida (estado de gel) no inicio do processo germinativo devido
a secagem de maturagdo. Assim o extravasamento de solutos durante o processo
germinativo torna-se continuo até que a membrana plasmatica retorne ao estado cristalino
(Bewley et al., 2013).
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Figura 15. Concentracao de malonaldeido (MDA) nos eixos embrionarios de S. parahyba
durante 72 horas de embebicédo- Mducéo da inibicdo da atividade de aquaporinas; B
—Inducéo da reverséao da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca das
equacoes em relacdo aos eixos embebidos em Kg@M), com significancia de 5% de

probabilidade.

Ao avaliar o extravasamento de eletrélitos nos eixos embrionarios embebidos em
H-O observou-se aumento na condutividade elétrica (CE) ao longo das 72 horas de
embebicdo. Eixos embebidos emCHapresentaram CE 2,1 vezes maior do que a
observada para os eixos ndo embebidos (figura 16a). Extravasamentos de eletrolitos
similares foram observados ao embeber os eixos em DTT durante 72 horas (figura 16a).
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Por outro lado, o extravasamento de eletrdélitos nos eixos embebidos em 5 mM de
HgCl: apresentou tendéncia significativamente menor do que a observada para 0s eixos
embebidos em ¥D (figura 16a). Ao transferir os eixos pré-embebidos por 48 horas em
HgCl: para as placas com® e DTT notou-se tendéncias maiores de extravasamento de
eletrélitos. Esta retomada na CE diferiu significativamente em relagdo aos eixos que
permaneceram em HgQfigura 16b). Tais resultados corroboram com a hipotese de que
eixos embrionarios embebidos em Hg@presentaram menores danos de membrana.
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Figura 16. Condutividade elétrica (CE) nos eixos embrionarios de S. parahyba durante
72 horas de embebicdo-Anducéo da inibicdo da atividade de aquaporinasinglucéo

da reverséao da inibicdo da atividade de aquaporinas. * representa diferenca das equacoes
em relacdo aos eixos embebidos em HgGMM), com significancia de 5% de

probabilidade.
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Por ocorrer naturalmente durante a germinacéo, o extravasamento de eletrélitos ja
foi caracterizado em sementes de Glycine max (Dias e Marcos Filho, 1996; Vieira et al.,
2002; Fessel et al., 2010), Allium cepa (Dias et al., 2006), Vigna unguiculata (Dutra et
al., 2006), Dictyoloma vandellianum (Flavio e Paula, 2010), Vigna radiata (Araujo et al.,
2011), Jatropha curcas (Araujo et al., 2011), Pterogyne nitens (Ataide et al., 2012),
Dalbergia nigra (Marques et al., 2002; Matos et al., 26B%a Orellan (Ferreira, 2015)
equando em excesso pode ser utilizado como indicativo de dano as membranas celular
(Bewley et al., 2013).

5.2.6 Integridade do DNA

Durante o processo germinativo o reparo e a sintese do DNA s&o eventos cruciais
para que ocorra a protrusdo radicular (Nonogaki et al., 2010), assim, estes processos
ocorrem, tanto no DNA nuclear quanto no mitocondrial (Bewley et al., 2013).

Em condicGes estressantes, o metabolismo celular, induz a superproducdo de
EROs que podem promover a clivagem do DNA levando a morte celular programada
(Stolfa et al., 2015). Desta forma, metais pesados podem induzir direta e indiretamente
danos aos &cidos nucleicos durante o processo germinativo. EROs como o radical
hidroxila sédo produzidas em condi¢cdes de estresse oxidativo e sdo altamente prejudiciais
ao DNA, uma vez que podem modificar cerca de 10.000 a 100.000 pares de base em uma
Unica célula por dia (Kranner et al., 2011). Além disso, metais pesados podem causar
danos pro-mutagénico ligando-se a cadeia de DNA promovendo a despurinagéo, a quebra
e o rearranjo desta macromolécula (Briat e Lebrun, 1999).

Metais pesados como, 0 mercurio, atuam nos grupos tiéis, exercendo efeito
clastogénico e mutagénico causando perturbacdes no fuso mitético (Patra et al., 2004).
Além disso, dependendo da concentracao e do composto de mercurio, efeitos genotoxicos
podem ser evidenciados em sementes (Panda et al., 1992; Subhadra e Panda, 1994; Patra
et al., 1995; Patra et al., 2004; kranner et al., 2011).

Por ser uma macromolécula fundamental para as células, a integridade/degradacao
do DNA pode ser utilizada como um marcador biolégico para indicar apoptose em
sementes. Este evento ja foi caracterizado em sementes de Medicago truncatula (Buitink

et al., 2003; Faria et al., 2005), Eugenia pleurantha (Masetto et al., 2008), Pisum sativum
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(Kranner et al., 2011), Cedrela fissilis (Masetto et al.; 2014), Sesbania virgata (Masetto
et al., 2015), Campomanesia adamantium (Dresch et al., 2015).

Ao avaliar a integridade do DNA nos eixos embrionarios embebidos@©mab
se observou degradacdo no DNA ao longo das 72 horas de embebicéo (figura 17). Eixos
embriondrios embebidos em DTT também apresentaram integridade de DNA ao longo da
embebicéo (figura 17). A auséncia de degradacdo de DNA também foi evidenciada nos
eixos embebidos durante 72 horas em 5 mM de Hd@iGura 17). Ao realizar a troca de
solugéo dos eixos pré-embebidos em Hgflr 48 horas para placas contend®H
DTT, notou-se ap0s 24 horas de exposicao, que a integridade de DNA, também, foi
mantida (figura 17). Tais resultados indicam que o tempo de exposi¢cao e a concentracao
de HgC} nédo foram suficientes para induzir dano® &, corroborando com a hipoétese

gue houve um atraso metabdlico generalizado.

10000 pb

1500 pb

Figura 17. Integridade do DNA cromossomico nos eixos embrionarios de S. parahyba
durante a inibi¢do e reversao inibicao da atividade das aquaporinas. Controle positivo 1
(folhas de Copaiba langsdorffii); Controle positivo 2 (eixos embrionarios mortos, apos

dois minutos em agua a 98 °C).
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6 CONCLUSOES

O HgCbkredwindo o ganho de massa nos eixos embrionarios através da regulagéo
da atividade das aquaporinas;

A expansdo celular e a atividade das enzimas PME e PG foi menor para eixos
embebidos em Hggl

O consumo de reservas foi menor para eixos embebidos erst HgCI

A producgéo de @ e HO:foi menor nos eixos embebidos no Hg&dsim como a
atividade das enzimas SOD, CAT e POX.

A producdo de MDAe a condutividade elétrica foram menores para 0S eixos
embebidos em Hgglndo havendo degradagéo de DNA.

A aplicagcédo do DTT reverteu a agéo inibitéria do mercurio, promovendo a entrada

de agua e a retomada da atividade metabdlica nos eixos embrionarios.
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ANEXO |

Quadro 1. Modelo de regressao da figura 1.

Tratamento Equacéo R2
Concentragéo x tempo de y =0,21682607 + 0,0587176990,010870488%+ 0.98
embebicdo 0,023228822z - 0,00013408520,001249629xz '
Quadro 2. Modelos de regresséo da figura 2.
Tratamento Equacao R?
y = 0,0000049363% 0,0006500174%+ 0,0349087500x +
H>0 (controle) 0.2188000000 0,99
y = 0,0000036150% 0,000506666 A+ 0,0314044444x +
DTT (5 mM) 0,2021600000 0.99
y = 0,0000032453% 0,0005183854x+ 0,0280111111x +
HgC (5 mM) 0,2125600000 0,99
48 horas em Hggl5 mM) y = 0,0000052599%% 0,0005928993%+ 0,0277815278x + 0.99
+ 24 horas em DTT (5 mM) 0,2125600000 '
48 horas em Hg&Il5 mM) y = 0,0000023224% 0,0003754583%+ 0,0239216528x + 0.99
+ 24 horas em D 0,2125600000 '
Quadro 3. Modelos de regresséo da figura 4.
Tratamento Equacéo R2
y = 0,0000088354% 0,0008252094+ 0,0302158510x +
H>0 (controle) 0.3624000000 0,99
y = 0,0000092412% 0,0008683146%+ 0,0308666446X +
DTT (5 mM) 0,3624000000 0,99
y = 0,0000005666% 0,0001413194x+ 0,0137069444x +
HgCL (5 mM) 0,3624000000 0,98
48 horas em Hg&(5 mM) y = 0,0000042402% 0,0003775174x+ 0,0166388889x + 0.99
+ 24 horas em DTT (5 mM) 0,3624000000 '
48 horas em Hg&(5 mM) y = 0,0000006788% 0,0001141493%+ 0,0121944444x + 098

+ 24 horas em D

0,3624000000
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Quadro 4. Modelos de regressao da figura 5.

Tratamento Equacéo R2
H,O (controle) y = 0,000000517%+ 0,0000752684x + 0,0010237242 0,98
DTT (5 mM) y = 0,0000004740%+ 0,0000767820x + 0,0010060739 0,98
HgCl (5 mM) y = -0,000000236A¢ 0,0000584170x + 0,0012279229 0,91
48 horas em Hg&(5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,000000621 1+ 0,0000241625x + 0,0013432343 0,93
48 horas em HgEA5 mM) y = -0,000000045 7+ 0,0000513855x + 0,0013023119 0,90
+ 24 horas em D
Quadro 5. Modelos de regresséo da figura 6.
Tratamento Equacéo R?
H.O (controle) y = 0,0000000150%+ 0,0000075385x + 0,0000860377 0,97
DTT (5 mM) y = 0,0000000114+ 0,0000076721x + 0,0000847755 0,97
HgCl (5 mM) y = -0,000000023C%+ 0,0000050625x + 0,0001058656 0,91
48 horas em HgEk5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,000000070%+ 0,0000010526x + 0,0001170111 0,92
48 horas em HgGA5> mM) y = 0,0000000036x+ 0,0000039525x + 0,0001093589 0,92
+ 24 horas em D
Quadro 6. Modelos de regressao da figura 7.
Tratamento Equacéo R2
H.O (controle) y = 0,0243971703% 3,5749823458x + 168,357193297¢ 0,99
DTT (5 mM) y = 0,0247538215x- 3,6090068691x + 168,529241830¢ 0,99
HgCl (5 mM) y = 0,0207080596%- 2,8928334510x + 168,6923027541 0,99
48 horas em HgEk5 mM) _ 5
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,0135304544- 2,5947443881x + 167,808949091¢ 0,99
48 horas em Hg@A5 mM) y = 0,015960140% 2,7046286191x + 168,111959940¢ 0,99

+ 24 horas em O
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Quadro 7. Modelos de regressao da figura 8.

Tratamento Equacéo R2
H,O (controle) y = -0,0017393415% 1,0233551039x + 274,327910849. 0,95
DTT (5 mM) y = -0,001961333% 1,0520978304x + 274,918316906. 0,93
HgCl (5 mM) y = -0,0034966986% 0,0769656045x + 273,853786540. 0,54
48 horas em Hg5 mM) _
+ 24 horas em DTT () Y = 100190058248+ 0,5871415867x + 272,193687859 0,86
48 flogisheoTa?geﬁquDmM) y = -0,010880041%+ 0,2483479613x + 272,921689445 0,81
Quadro 8. Modelos de regresséo da figura 9.
Tratamento Equacao R2
H20 (controle) y =-0,0015190972+ 0,1375208333x + 21,854875000( 0,78
DTT (5 mM) y = -0,0014811198%+ 0,1296822917x + 21,863625000( 0,61
HgCL: (5 mM) y = -0,0020545790x+ 0,2184036458x + 22,011062500( 0,90
48 horas em Hgk5 mM) _
+ 24 horas em D71 (5 m) ¥ = "0.0027077908k+ 0,2466223958x + 21,948937500( 0,883
48 horas em Hg&(5 mM) y = -0,0020697700%+ 0,2172369792x + 21,974312500( 0,90
+ 24 horas em D
Quadro 9. Modelos de regresséo da figura 10.
Tratamento Equacao R2
H,O (controle) y = -0,0011043778%+ 0,1125661309x + 0,9747899412 0,95
DTT (5 mM) y = -0,001216696%+ 0,1197481753x + 0,9203934487 0,91
HgCl (5 mM) y = -0,001118182%+ 0,0844899976x + 0,9069090387 0,92
48 horas em Hgk5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = -0,000810984%%+ 0,0708828148x + 0,9342277432 0,87
48 horas em HgGA5> mM) y = -0,0009551510%+ 0,0777120431x + 0,0083756141 0,81

+ 24 horas em D
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Quadro 10.Modelos de regresséao da figura 11.

Tratamento Equacéo R2
H,O (controle) y =-0,0001131476%+ 0,0152057273x + 0,2710348588 0,93
DTT (5 mM) y = -0,000111090%+ 0,0147969548x + 0,2758656581 0,90
HgCl (5 mM) y = -0,0000385974+ 0,0054106160x + 0,2697428521 0,60
48 horas em Hg&(5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,0000197533+ 0,0030603650x + 0,2697334063 0,89
48 horas em Hg@A5 mM) y = -0,000020753%¢+ 0,0046780241x + 0,2690120827 0,82
+ 24 horas em D
Quadro 11.Modelos de regressao da figura 12.
Tratamento Equacao R2
H20 (controle) y = 0,0000006186%+ 0,0000064767x + 0,0006622039 0,99
DTT (5 mM) y = 0,0000004357+ 0,0000171222x + 0,0006683966 0,98
HgCl (5 mM) y = -0,000000021 B¢ 0,0000281521x + 0,0005728315 0,97
48 horas em Hg&(5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,000000498%+ 0,0000082131x + 0,0006226633 0,99
48 horas em HgG(5 mM) y = 0,0000001409+ 0,0000219574x + 0,0005935114 0,99
+ 24 horas em D
Quadro 12.Modelos de regressao da figura 13.
Tratamento Equacéo R2
H.O (controle) y = 0,000018433%+ 0,0197821179x + 0,0503630940 0,92
DTT (5 mM) y = 0,000011191 %+ 0,0197995545x + 0,0485948500 0,92
HgCl (5 mM) y = 0,0001629150%+ 0,0041169819x + 0,0774749120 0,95
48 horas em HgEk5 mM) _
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,000237047 7+ 0,0011273453x + 0,0849345768 0,97
48 horas em Hg&(5> mM) y = 0,000180487 %+ 0,0038019314x + 0,0756029673 0,95

+ 24 horas em O
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Quadro 13.Modelos de regresséao da figura 14.

Tratamento Equacéo R2
H,O (controle) y = 0,0000275253%+ 0,0057412716x - 0,0248172486 0,89
DTT (5 mM) y = 0,0000297635%+ 0,0052004567x - 0,0236803652 0,89
HgCl (5 mM) y = 0,0000171214%+ 0,0026699571x - 0,0049742705 0,93
48 horas em Hg5 mM) _ :
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,000113851% 0,0015002245x + 0,0055629995 0,99
48 horas em Hg@A5 mM) y = 0,0000855748%- 0,0002227227x + 0,0023324926 0,99
+ 24 horas em D
Quadro 14.Modelos de regressao da figura 15.
Tratamento Equacao R2
H,O (controle) y = 0,0008330533% 0,1732459677x + 10,6711290323 0,97
DTT (5 mM) y = 0,0010377464% 0,1908306452x + 10,6687741935 0,97
HgCl (5 mM) y = 0,0027077733% 0,3238306452x + 10,5038709677 0,95
48 horas em Hgk5 mM) _ 5
+ 24 horas em DTT (5 mM) y = 0,003377016% 0,3592741935x + 10,6596774194 0,98
48 horas em HgG(5 mM) y = 0,0025467630%- 0,3108266129x + 10,5562903226 0,96
+ 24 horas em D
Quadro 15.Modelos de regressao da figura 16.
Tratamento Equacao R2
y = -0,002347583%+ 0,252142361 1 4,1925416667x +
Hz0 (controle) 112,8260000000 0,99
y = -0,002233241 P+ 0,2358819444x 3,6429861111x +
DTT (5 mM) 1128260000000 0,99
y = 0,0002401138% 0,0024878472- 0,4478472222x +
HgCL (5 mM) 1128260000000 0,97
48 horas em Hg&(5 mM) y = 0,000229046 3+ 0,0068958333% 0,8352638889x + 0.96
+ 24 horas em DTT (5 mM) 112,8260000000 :
48 horas em Hg&(5 mM) y = 0,0000506366x+ 0,023157986 B 1,1922916667X + , gq

+ 24 horas em D

112,8260000000
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ANEXO I

Quadro 16.Andlise de variancia do modelo da figura 1.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Concentracdo Regressdac 5 12,131067  2,4262134 1184,11229 3,20606€83
vstempo de Residuo 94 0,1926034  0,0020489 - -

embebicdo  Total 99 12,323670 - - -

Quadro 17.Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 2.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Parametro (c) 8 22,40000 - - -
H20 (controle) Parametro (r) 4  21,80000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 4  0,66800 0,1670 - -
HgClz (5 mM) Residuo 32 0,00969 0,000242 690,083 3,409e32
Total 40 22,40000 - - -
Parametro (c) 8 21,9000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 4 21,3000 - - -
VS Reducédo (Ho) 4 0,6070 0,1520 - -
HgClz (5 mM) Residuo 32  0,0132 0,00033 460,606 2,970e29
Total 40 21,9000 - - -
Parametro (c) 8 18,70000 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 4  18,40000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducgédo (Ho) 4 0,31000 0,0775 - -
VS Residuo 32 0,00806 0,000202 383,663 6,245e28
HgCl: (5 mM) Total 40  18,70000 - - -
Parametro (c) 8 16,2000 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 4 16,2000 - - -
+ 24 horas em $O Reducédo (Ho) 4 0,0304 0,00761 - -

VS
HgCl (5 mM)

Residuo
Total

0,0109 0,000273 27,875 2,203ei10

32
40 16,2000 - - -

Quadro 18. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 4.

Teste F.V G.L. S.Q. Q.M F.C. P.Valor
Parédmetro (c) 8 28,3000 - - -
H20O (controle) Parametro (r) 4 26,9000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 4 1,4100 0,3520 - -
HgCl: (5 mM) Residuo 32 0,0504 0,00126 279,365 1,198e25
Total 40 28,3000 - - -
Parédmetro (c) 8 27,7000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 4 26,4000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 4 1,3000 0,325 - -
HgCL (5 mM) Residuo 32 0,0399 0,000998 325,651 9,495e27
Total 40 27,7000 - - -
Parédmetro (c) 8 21,3000 - - -
48 horas em HgG5 mM) Parametro(r) 4 20,9000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 4 0,3210 0,0802 - -
Vs Residuo 32 0,0224 0,000561 142,959 6,603e21
HgCl (5 mM) Total 40 21,3000 - - -
Parédmetro (c) 8 18,3000 - - -
48 horas em Hge5 mM) Parametro (r) 4 18,3000 - - -
+ 24 horas em $D Reducédo (Ho) 4 0,0145 0,00364 - -
Vs Residuo 32 0,0277 0,000693 5,253 0,002528
HgCl, (5 mM) Total 40 18,3000 - - -
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Quadro 19. Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 5.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Parémetro (c) 8,28e04 - - -
H20 (controle) Parametro (r) 7,53e04 - - -
VS Reducéo (Ho) 7,53e05 2,51e05 - -
HgCL (5 mM) Residuo 5,51e06 1,38e07 181,884 4,674e22
Total 8,34e04 - - -
Parémetro (c) 8,13e04 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 7,42e04 - - -
VS Reducéo (Ho) 7,15e05 2,38e05 - -
HgCL (5 mM) Residuo 6,01e06 1,5e07 158,667 4,662e21
Total 8,19e04 - - -
Parémetro (c) 4,99e04 - - -
48 horas em Hgel5 mM)  Parametro (r) 4,87e04 - - -

+ 24 horas em DTT (5 mM) Redugc&o (Ho) 1,16e05 3,88e06 -

7,69e06 1,92e07 20,208 5,69e08

A w A w AW AW
SRuwwolduwwolflouwosRwwo

VS Residuo
HgClz (5 mM) Total 5,07e04 - - -
Parémetro (c) 4,08e04 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 4,08e04 - - -
+ 24 horas em O Reducéo (Ho) 8,72e07 2,91e07 - -
S Residuo 5,86e06 1,47e07 1,98 0,1516
HgClz (5 mM) Total 4,14e04 - - -

Quadro 20. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 6.

Teste F.V G.L. S.Q. Q.M F.C. P.Valor
Parédmetro (c) 6 5,42e06 - - -
H2O (controle) Parametro (r) 3 5,00e06 - - -
VS Reducdo (Ho) 3  4,13e07 1,38e07 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 4,52e08 1,13e09 122,124 3,599e19
Total 40 5,46e06 - - -
Parédmetro (c) 6 5,33e06 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 4,93e06 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 3,92e07 1,31e07 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 4,87e08 1,22e09 107,377 2,945e18
Total 40 5,37e06 - - -
Parédmetro (c) 6 3,66e06 - - -
48 horas em Hgel5 mM)  Parametro (r) 3  3,55e-06 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Redugdo (Ho) 3  1,10e07 3,68e08 - -
Vs Residuo 34 6,44e08 1,61e09 22,857 1,361e08
HgClz (5 mM) Total 40  3,73e06 - - -
Parédmetro (c) 6 2,94e06 - - -
48 horas em HgGk5 mM)  Parametro(r) 3  2,93e06 - - -
+ 24 horas em D Reducdo (Ho) 3  9,89e09 3,3e09 - -
Vs Residuo 34 3,88e08 9,69e10 3,406 0,03026
HgCl: (5 mM) Total 40  2,97e06 - - -
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Quadro 21.Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 7.

Teste F.V G.L. S.Q Q. F.C. P. Valor
Parédmetro (c) 6 467000 - - -
H.0 (controle) Parametro (r) 3 462000 - - -
S Reducdo (Ho) 3 4340 1450 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 218 545 266,055 7,03e25
Total 40 467000 - - -
Parédmetro (c) 6 466000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 461000 - - -
S Reducdo (Ho) 3 4520 1510 - -
HgCL (5 mM) Residuo 34 254 6,34 238,17 4,722e24
Total 40 466000 - - -
Parédmetro (c) 6 503000 - - -
48 horas em HgGI5 mM)  Parametro (r) 3 502000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 3 729 243 - -
Vs Residuo 34 275 6,87 35,371 5,282e1l
HgClz (5 mM) Total 40 503000 - - -
Parametro (c) 6 506000 - - -
48 horas em HgG(5 mM)  Parametro (r) 3 505000 - - -
+ 24 horas em O Reducéo (Ho) 3 359 120 - -
\& Residuo 34 263 6,59 18,209 1,814e07
HgClz (5 mM) Total 40 506000 - - -

Quadro 22. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 8.

Teste F.V G.L. SQ QM F.C. P.Valor
Parédmetro (c) 6 2510000 - - -
H>O (controle) Parametro (r) 3 2500000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 3 13900 4630 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 2250 56,3 82,238 2,104e16
Total 40 2510000 - - -
Parédmetro (c) 6 2500000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 2490000 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 15000 4990 - -
HgCL (5 mM) Residuo 34 2710 67,7 73,708 1,167e15
Total 40 2510000 - - -
Parédmetro (c) 6 2710000 - - -
48 horas em Hgek5 mM)  Parametro(r) 3 2700000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 3 3090 1030 - -
Vs Residuo 34 3140 78,4 13,138 5,02e06
HgCl; (5 mM) Total 40 2710000 - - -
Parédmetro (c) 6 2750000 - - -
48 horas em HgGI(5 mM)  Parametro (r) 3 2750000 - - -
+ 24 horas em O Redugio (Ho) 3 656 219 - -
Vs Residuo 34 2490 62,3 3,515 0,02682
HgCl, (5 mM) Total 40 2750000 - - -
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Quadro 23. Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 9.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Parédmetro (c) 6 24600,0 - - -
H20 (controle) Parametro (r) 3 24600,0 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 53,4 17,8 - -
HgCL (5 mM) Residuo 34 17,7 0,442 40,271 8,9e12
Total 40 24700,0 - - -

2500000 - - -
2490000 -
15000 4990 - -
2710 67,7 73,708 1,167e15
Total 2510000 - - -
Parametro (c) 26300,00 - - -

Parédmetro (c) 6
3
3
34
40
6

48 horas em Hge5 mM)  Parametro (r) 3 26300,00 - - -
3
34
40
6
3
3

DTT (5 mM) Parametro (r)
VS Reducéo (Ho)
HgCl (5 mM) Residuo

+ 24 horas em DTT (5 mM) Reduc&o (Ho) 5,28 1,76 - -
VS Residuo 21,90 0,546 3,223 0,03709
HgCl; (5 mM) Total 26300,00 - - -
Parametro (c) 2,66e+04 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 2,66e+04 -
+ 24 horas em (D Reducéo (Ho) 1,57e01 0,0524 - -
4 2,03e+01 0,508 0,103 0,5751
0 2,66e+04 - - -

VS Residuo 3
HgClz (5 mM) Total 4

Quadro 24. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 10.

Teste F.V G.L. S.Q. Q.M F.C. P.Valor
Parametro (c) 10,900 - - -
H>O (controle) Parametro (r) 10,300 - - -
Vs Reducéo (Ho) 0,574 0,191 - -
HgCl (5 mM) Residuo 0,127 0,00318 60,063 2,679e14
Total 11,000 - - -
Parametro (c) 10,700 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 10,100 - - -
Vs Reducéo (Ho) 0,534 0,178 - -
HgCL (5 mM) Residuo 0,154 0,00386 46,114 1,309e12
Total 10,800 - - -
Parametro (c) 6,9200 - - -
48 horas em HgG(5 mM)  Parametro (r) 6,8700 - -

+ 24 horas em DTT (5 mM) Reduc&o (Ho) 0,0469 0,0156 - -

A w A w AW AW
BRuwwolduwwolfdouwofRuwwo

Vs Residuo 0,1080 0,0027 5,778 0,002493
HgCl; (5 mM) Total 7,0200 - - -
Parametro (c) 6,38000 - - -
48 horas em HgG(5 mM)  Parametro (r) 6,38000 - - -
+ 24 horas em D Reducéo (Ho) 0,00404 0,00135 - -
Vs Residuo 0,10300 0,00258 0,523 0,6649
HgCl (5 mM) Total 6,48000 - - -
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Quadro 25. Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 11.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F.C. P. Valor
Parédmetro (c) 6 1600,0 - - -
H0 (controle) Parametro (r) 3 1550,0 - - -
Vs Reducdo (Ho) 3 46,1 15,4 - -

HgCL (5 mM) Residuo 34 19,8 0,494 31,174 2,831e10
Total 40 1620,0 - - -
Parédmetro (c) 6 1550,0 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 1520,0 - - -
Vs Reducdo (Ho) 3 35,6 11,9 - -

HgCL (5 mM) Residuo 34 20,2 0,505 23,564 9,464e09
Total 40 1570,0 - - -
Parédmetro (c) 6 1340,00 - - -
48 horas em HgGI5 mM)  Parametro (r) 3 1340,00 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 3 3,18 1,06 - -

VS Residuo 34 19,20 0,48 2,208 0,1169
HgCL (5 mM) Total 40  1360,00 - - -
Parametro (c) 6 1340,000 - - -
48 horas em HgG(5 mM)  Parametro (r) 3 1340,000 - - -
+ 24 horas em O Reducéo (Ho) 3 0,484 0,161 - -

S Residuo 34 24,400 0,611 0,264 0,7109
HgCL (5 mM) Total 40 1370,000 - - -

Quadro 26. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 12.

Teste F.V G.L. S.Q. Q.M F.C. P.Valor
Parédmetro (c) 6 28,200 - - -
H2O (controle) Parametro (r) 3 26,800 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 1,350 0,45 - -

HgCl (5 mM) Residuo 34 0,185 0,00463 97,192 1,473ei7
Total 40 28,300 - - -
Parédmetro (c) 6 27,500 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 26,300 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 1,240 0,412 - -

HgCl (5 mM) Residuo 34 0,187 0,00468 88,034 7,16ei17
Total 40 27,700 - - -
Parédmetro (c) 6 21,2000 - - -
48 horas em HgG5 mM)  Parametro(r) 3 20,9000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 3 0,3090 0,103 - -

Vs Residuo 34 0,0539 0,00135 76,296 6,821e16
HgClz (5 mM) Total 40 21,3000 - - -
Parédmetro (c) 6 18,3000 - - -
48 horas em HgG5 mM)  Parametro(r) 3 18,3000 - - -
+ 24 horas em D Reducdo (Ho) 3 0,0145 0,00484 - -

Vs Residuo 34 0,0291 0,000727 6,657 0,001059
HgClz (5 mM) Total 40 18,3000 - - -
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Quadro 27.Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 13.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Parédmetro (c) 6 29,100 - - -
H0 (controle) Parametro (r) 3 28,300 - - -
S Reducdo (Ho) 3 0,872 0,291 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 0,706 0,0176 16,534 5,088e07
Total 40 29,800 - - -
Parédmetro (c) 6 28,300 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 27,600 - - -
S Reducdo (Ho) 3 0,768 0,256 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 0,725 10,0181 14,144 2,472e06
Total 40 29,100 - - -
Parédmetro (c) 6 22,4000 - - -
48 horas em HgGI5 mM)  Parametro (r) 3 22,3000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 3 0,0822 0,0274 - -
Vs Residuo 34 0,3360 0,00841 3,258 0,03567
HgClz (5 mM) Total 40 22,7000 - - -
Parédmetro (c) 6 20,9000 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 3 20,8000 - - -
+ 24 horas em D Reducéo (Ho) 3 0,0125 0,00415 - -
& Residuo 34 0,4120 0,0103 0,403 0,7045
HgClz (5 mM) Total 40 21,3000 - - -

Quadro 28. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 14.

Teste F.V G.L. S.Q. Q.M F.C. P.Valor
Parédmetro (c) 6 2,530 - - -
H2O (controle) Parametrdr) 3 2,300 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 0,230 0,0767 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 0,115 0,00289 26,54 2,21e09
Total 40 2,640 - - -
Parédmetro (c) 6 2,320 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 2,140 - - -
VS Reducdo (Ho) 3 0,182 0,0605 - -
HgCl (5 mM) Residuo 34 0,110 0,00275 22,00 2,136e08
Total 40 2,430 - - -
Parédmetro (c) 6 1,9200 - - -
48 horas em Hgel5 mM)  Parametro (r) 3 1,8100 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Redugédo (Ho) 3  0,1180 0,0393 - -
Vs Residuo 34 0,0156 0,00039 100,769 8,23e18
HgClz (5 mM) Total 40  1,9400 - - -
Parédmetro (c) 6 1,6500 - - -
48 horas em HgGk5 mM)  Parametro () 31,5900 - - -
+ 24 horas em }D Redugdo (Ho) 3  0,0623 0,0208 - -
Vs Residuo 34 0,0188 0,000471 44,161 2,43e42
HgCl: (5 mM) Total 40  1,6700 - - -
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Quadro 29. Analise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 15.

Teste F.V G. L. S.Q. Q.M F. C. P. Valor
Paradmetro (c) 6 1020000 - - -
H20 (controle) Parametro (r) 3 979000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 3 43400 14500 - -
HgCL (5 mM) Residuo 34 10200 256 56,641 6,453e14
Total 40 1030000 - - -
Paradmetro (c) 6 1030000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 3 985000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 3 44900 15000 - -
HgCL (5 mM) Residuo 34 9280 232 64,655 8,772e15
Total 40 1040000 - - -
Paradmetro (c) 6 631000 - - -
48 horas em Hgel5 mM)  Parametro (r) 3 631000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducdo (Ho) 3 615 205 - -
\B Residuo 34 949 23,7 8,65 0,0001729
HgCl (5 mM) Total 40 632000 - - -
Parametro (c) 6 642000,0 - - -
48 horas em Hge(5 mM)  Parametro (r) 3 6420000 - - -
+ 24 horas em O Redugéo (Ho) 3 89,4 29,8 - -
S Residuo 34 1010,0 254 1,173 0,371
HgCl (5 mM) Total 40 6430000 - - -

Quadro 30. Andlise de variancia do teste de identidade de modelos da figura 16.

Teste F.V G.L. SQ QM F.C. P. Valor
Parédmetro (c) 8 1010000 - - -
H>O (controle) Parametro (r) 4 954000 - - -
Vs Reducdo (Ho) 4 55400 13900 - -

HgCl (5 mM) Residuo 32 412 10,3 1349,515 4,215e37
Total 40 1010000 - - -
Parédmetro (c) 8 1020000 - - -
DTT (5 mM) Parametro (r) 4 959000 - - -
VS Reducdo (Ho) 4 56200 14000 - -

HgCl (5 mM) Residuo 32 369 9,22 1518,438 5,744e38
Total 40 1020000 - - -
Parédmetro (c) 8 631000 - - -
48 horas em Hgek5 mM)  Parametro (r) 4 631000 - - -
+ 24 horas em DTT (5 mM) Reducéo (Ho) 4 616 154 - -

& Residuo 32 773 19,3 7,979  0,0001325

HgCl; (5 mM) Total 40 632000 - - -
Parédmetro (c) 8 619000 - - -
48 horas em Hgek5 mM)  Parametro (r) 4 619000 - - -
+ 24 horas em O Reducéo (Ho) 4 282 70,5 - -

VS Residuo 32 678 17 4,147 0,009579
HgCl; (5 mM) Total 40 620000 - - -
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