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“O ser humano vivencia a si mesmo, seus
pensamentos, como algo separado do resto do
universo - numa espécie de ilusdo de otica de sua
consciéncia. E essa ilusdo é um tipo de prisdo que
nos restringe a nossos desejos pessoais, conceitos e
ao afeto apenas pelas pessoas mais proximas. Nossa
principal tarefa é a de nos livrarmos dessa prisdo,
ampliando o nosso circulo de compaixdo, para que
ele abranja todos os seres vivos e toda a natureza em
sua  beleza.  Ninguém  conseguird  atingir
completamente este objetivo, mas lutar pela sua
realizagdo ja é por si so parte de nossa liberagdo e o

alicerce de nossa seguranga interior".

Albert Einstein
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1 INTRODUCAO GERAL

A busca crescente pelo desenvolvimento sustentavel e melhorias na qualidade de
vida também envolvem o despertar de tecnologias para produgdo de espécies vegetais cada
vez em maiores quantidades e com menores agressdes ao meio. E essa conscientizagao
crescente da populacdo, no tocante a conservacao do ambiente, € o uso de agroquimicos
tém impulsionado a buscas por novas tecnologias, voltadas a prote¢ao das plantas contra os
agentes bidticos e abidticos. Nesse contexto, de exploragdo sustentdvel e protecdo de
plantas, além de novos produtos fitoterapicos, podemos inserir a indug¢dao de resisténcia
vegetal, que pode ser vista como de ocorréncia natural, ou podendo ser induzida por fatores
bidticos ou abidticos, os quais precisam ser decifrados para serem usados em favor de
produtos eficientes e ambientalmente corretos na busca de maior produtividade economica
com qualidade (GAZIM, 2005).

As plantas, assim como todos os outros seres vivos, estdo sujeitas freqlientemente a
agressOes causadas por agentes bidticos e abidticos. Esses estresses sdo fatores limitantes
mais importantes para a produtividade do vegetal. Existem diversas situagdes ambientais
capazes de produzir estresse, como a seca e as altas temperaturas, um dos biomas que se
enquadra nesses aspectos ¢ a caatinga.

O semiarido brasileiro tem area de 969.589,4 km?® (cerca de 11% do territorio
brasileiro). Possui 12,3% da populacdo do pais (20.858,264 habitantes) em 1.133
municipios, o que representa, respectivamente, 21 habitantes/km® e 22% dos municipios
brasileiros. Essa populagdo estd distribuida na zona urbana (11.747.381) e zona rural

(9.085.266), (ML,2005).

Integrado no poligono das secas, o semiarido apresenta-se como uma regiao
marcada pela condigdo climatica, definida por sua sazonalidade quando referido ao
cinturdo de climas aridos e semidridos tropicais e subtropicais do globo. O clima nessa
regido € quente com baixa pluviosidade, em torno de 250 a 800 mm anuais. A quantidade
de chuvas pode variar, alcangando em anos de muitas chuvas até 1.000 mm.ano™' e em
anos de seca, apenas 200 mm.ano™', em certas regides. A temperatura média se situa entre
24 e 26°C e varia pouco durante o ano (MAIA, 2004). Além dessas condi¢des climaticas
rigorosas, a regiao estd submetida a ventos fortes e secos, que contribuem para a aridez da

paisagem nos meses de seca (SAMPAIO & RODAL, 2000).



Como parte do Semidrido nordestino, a Caatinga ¢ um dos maiores biomas
brasileiros, com uma grande diversidade bioldgica e alto nivel de endemismo, pois abriga
uma ampla gama de espécies adaptadas a este tipo de clima. E marcada por uma forte
sazonalidade climéatica, com alternancia entre estagdes chuvosa e seca. Muitas plantas da
Caatinga, sobretudo as perenes se ajustam a periodicidade do regime climatico tornando-se
deciduas no periodo seco, estratégia positiva adotada para economia de agua. Outras
plantas adotam escapar do rigor do periodo seco, tendo todo o seu ciclo de vida
concentrado no periodo chuvoso, o que ocorre principalmente com as ervas terofitas
(ARAUJO et al., 2002; ARAUJO & FERRAZ, 2003). Assim a sazonalidade climatica tem
sido vista como um fator de estresse, influenciando a dinamica das populagdes e o ritmo
biologico das plantas do bioma Caatinga, sobretudo no que diz respeito ao crescimento e
época de reproducdo das plantas (MACHADO et al., 1997; ARAUJO, 1998; MACHADO
& LOPES, 2002; ARAUJO & FERRAZ, 2003).

Giulietti et al. (2002), em pesquisa sobre endemismo na Caatinga, descreveram 18
géneros ¢ 318 espécies vegetais endémicas. Posteriormente, estimaram que, pelo menos,
932 espécies ja foram registradas para a regido, das quais 380 sdo endémicas, projetando
que ocorra, neste bioma, cerca de duas mil a trés mil espécies de plantas (GIULIETTI et
al., 2004). Trata-se de nimeros bastante expressivos para uma area com longa histéria de
antropizagao, € que tende a ampliar, 8 medida que mais pesquisadores se dedicam a estudar
este bioma. A Caatinga condiciona profundamente a atividade humana do semidrido
nordestino, nessa regido existe uma grande demanda por recursos florestais em pequenas
propriedades, onde cada vez mais, as arvores assumem um importante papel na economia
rural, outros produtos florestais nao-madeireiros como frutos, plantas medicinais, fibras,
mel, entre outros, tém elevada importancia para a populacdo ¢ a economia da regido

(BRASIL, 2008).

Além disso, as plantas deste ecossistema enfrentam problemas com a retengdo de
agua nos solos, que possuem potencial osmotico negativo e elevadas concentragdes de ions
potencialmente toxicos como o sodio, carbonato e cloro (VIEGAS, 2001; PARIDA, 2005).
E significativo o nivel de conhecimento relativo as caracteristicas de adaptacio vegetativa
das espécies vegetais as condicdes ambientais da Caatinga, mas pouco se sabe sobre o0s

mecanismos de adaptacdo das sementes dessas espécies a tais condigdes.



A conservacado da biodiversidade dos ecossistemas florestais tropicais tem sido uma
das principais preocupagdes da humanidade nas ultimas décadas. Em decorréncia da
devastacao florestal para a extracdo de madeira visando o atendimento das necessidades do
pais e da expansdo da agricultura, tem-se observado um comprometimento do potencial
genético de muitas espécies. Desta forma a produgdo de sementes de espécies florestais
ganhou grande importancia em programa de reposicdo florestal, reflorestamento,
recuperagao de areas degradadas, arborizagdo urbana e a preservacdo das espécies
florestais nativas em extingao, entre outras atividades.

Sementes tém sido consideradas como objeto de estudo em diferentes linhas de
pesquisa, promovendo um avango significativo sobre os processos morfologicos e
fisiologicos que acontecem durante o desenvolvimento, germinagdo e crescimento pos-
germinativo (COMAI & HARADA, 1990, BEWLEY, 1997, HARADA, 1997;
HILHORST et al., 1998). No entanto, informagdes sobre os mecanismos que controlam
estes processos comegaram a surgir somente apds a introducdo das tecnologias genéticas e
moleculares neste campo de pesquisa (GALAU, 1991; BEWLEY & BLACK, 1994;
GOLDBERG et al., 1994, KOORNNEEF & KARSSEN, 1994; HILHORST, 1995;
KERMODE, 1995; HARADA, 1997, RAGHAVAN, 1997). Desde entdo, as analises das
mudangas no padrdo de expressdo de genes, e mecanismos de controle do ciclo celular, que
acontecem durante o desenvolvimento e germinagdo de sementes, ¢ durante o crescimento
pos-germinativo, tem contribuido significativamente com evidéncias sobre os programas
regulatérios que governam ambas as fases do desenvolvimento das plantas superiores
(DURE et al., 1981; CHLAN & DURE, 1983; DE CASTRO et al., 2001; DE CASTRO &
HILHORST, 2000, 2006).

Dentre os diversos fatores ambientais capazes de influenciar o processo
germinativo e o desenvolvimento de plantulas, a indisponibilidade de agua ¢ um dos mais
importantes. Esta condi¢do ¢ vista como um fator limitante a iniciacdo da germinagdo de
sementes e estabelecimento de plantulas no campo. Isso porque afeta diretamente as
relagdes hidricas em sementes e subseqiiente desenvolvimento de plantulas, implicando
direta ou indiretamente em todas as demais etapas do metabolismo, incluindo reativagao do
ciclo celular e crescimento (ROCHA, 1996; DE CASTRO et al., 2000).
Conseqiientemente, ocorrem também alteracdes no perfil de expressio de genes em

resposta a considerada condicdo de estresse hidrico por ‘seca’ (VERSLUES et al., 2006).



Para que a germinacdo ocorra satisfatoriamente, a semente, viva e ndo dormente,
deve dispor de condigdes favoraveis de ambiente. Os fatores ambientais essenciais a
germinagdo das sementes sdo a temperatura, agua e o oxigénio. O grau de exigéncia desses
fatores ¢ variavel entre as espécies e ¢ determinado pelo gendtipo e pelas condigdes
ambientais prevalecentes durante a formacdo das sementes (MAYER & POLJAKOFF-
MAYBER, 1989).

De acordo com Nonogaki et al. (2010), a germinagdo ¢ um processo complexo em
que a semente deve recuperar-se rapidamente da secagem sofrida no final do processo de
maturacdao, retomando uma intensidade sustentada do metabolismo, que proporcione
eventos celulares essenciais para permitir a emergéncia do embrido, e se preparar para o
crescimento subsequente das mudas. O inicio desse processo se da pela absorciao de dgua
pela semente seca até que todas as matrizes e os conteudos celulares estejam
completamente hidratados. Essa ¢ uma fase critica do biociclo vegetal pelo fato do
processo estar associado a varios fatores de natureza extrinseca (fatores do ambiente fisico)
e intrinseca, ou seja, a processos fisiologicos e metabolicos (POPINIGIS, 1977; BEWLEY
& BLACK, 1994; SANTOS, 1999; MARCOS FILHO, 2005).

Durante a germinagdo, as reservas insoliveis de alto peso molecular presente nas
sementes, como lipideos, proteinas e aglcares, sao degradadas e convertidas a formas
soluveis, que sdo rapidamente transportadas aos tecidos em crescimento e utilizadas em
reacdes de sintese ou de producdo de energia. As modificagcdes metabolicas que ocorrem
nesses estadios sdo resultado da atividade de varias enzimas de hidrolise e transferéncia
(BEWLEY & BLACK, 1994; BUCKERIDGE, et al., 2004) e podem expressar a qualidade

fisiologica de semente.

O potencial fisioldgico agrupa subsidios sobre a viabilidade e vigor das sementes.
O teste de germinacdo ¢ eficiente, pois fornece informacdes sobre o potencial de uma
amostra para germinar sob condi¢des 6timas de ambiente. Ainda que o resultado do teste
de germinacdao apresentem alto grau de confiabilidade para analistas e produtores de
sementes, 0 mesmo ndo ocorre quando se trata da utilizagdo do material para semeadura
em campo onde, ¢ comum resultados de emergéncia em campo serem diferentes daqueles

obtidos no laboratorio. Desta forma os tecnologistas de sementes buscam desenvolver



métodos que permitam avaliar o potencial fisioldégico das sementes (MARCOS FILHO,

1999, 2005).

A temperatura influencia o metabolismo das sementes, alterando processos
bioquimicos ou fisiologicos, existindo temperaturas limitantes e 6timas para a germinagao.
A temperatura ¢ responsavel nao somente pela velocidade de germinacdo como também
pelo percentual final de germinacdo (CARVALHO et al., 2001; FERRAZ-GRANDE &
TAKAKI, 2001; MEDEIROS-SILVA et al., 2002; SOCOLOWSKI & TAKAKI, 2004).

Cada espécie possui um espectro de temperatura em que a germinagao ira ocorrer,
embora a faixa de 20°C a 30°C mostre-se adequada para a germina¢do de grande numero
de espécies subtropicais e tropicais (BORGES & RENA, 1993). A temperatura 6tima
proporciona a maxima porcentagem de germina¢do no menor espacgo de tempo (BEWLEY
& BLACK, 1994). Sob temperatura baixa, a embebicdo pode ocorrer, mas podera nio ser
seguida pelo crescimento, ou promover ainda danos ao embrido ou as plantulas, também
poderao impedir a conclusao do processo. Similarmente, altas temperaturas podem permitir
a embebi¢do, mas ndo permitem o crescimento do embrido e o estabelecimento da plantula
(BRADBEER, 1988). Estas diferencas de comportamento na germinagdo, em relagdo a
temperatura, estdo em funcdo da qualidade fisiologica da semente, ou seja, seu grau de

maturidade fisiologica na colheita ou do progresso da deterioragao.

Além da temperatura a disponibilidade de agua ¢ capaz de influenciar o processo
germinativo ¢ o desenvolvimento pos-germinativos de plantulas. Essa condi¢do ¢ vista
como um fator limitante a iniciacdo da germinagcdo de sementes e estabelecimento de
plantulas no campo. Isso porque afeta diretamente as relacdes hidricas em sementes e
subseqiiente desenvolvimento de plantulas, implicando direta ou indiretamente em todas as
demais etapas do metabolismo, incluindo reativacdo do ciclo celular e crescimento

(ROCHA, 1996, DE CASTRO et al., 2000).

Como resultado do déficit hidrico, ha geralmente elevagdo de sais soluveis
(salinidade) que podem influenciar, significativamente, na resposta germinativa das
espécies. O excesso de sais soluveis provoca uma redu¢do do potencial hidrico do solo,
induzindo menor capacidade de absor¢do de agua pelas sementes. Esta reducao do

potencial hidrico e os efeitos toxicos dos sais interferem inicialmente no processo de



absorcdo de 4gua pelas sementes, influindo na germinagdo (CAVALCANTE & PEREZ,
1995).

O alto teor de sais no solo, especialmente de cloreto de s6dio (NaCl), pode inibir a
germinagdo, primariamente, em razdo do efeito osmotico (FANTI & PEREZ, 1996).
Também, o incremento na concentracao salina produz um aumento na porcentagem de
plantulas anormais, em virtude da acdo toxica dos sais sobre as sementes (CAMPOS &
ASSUNCAO, 1990). O crescimento e a sobrevivéncia das plantas a condi¢des de alta
salinidade dependem da adaptacdo a baixos potenciais hidricos e altas concentragdes de
sodio. Trés aspectos sdo relevantes a tolerancia das plantas ao sal: (1) homeostase idnica,

(2) detoxificacdo e (3) controle do crescimento (ZHU, 2001).

Em respostas a esses estresses ambientais, muitas plantas sintetizam e acumulam
compostos de massa molecular pequena, assim como agucares alcoois, prolina e glicina
betaina (HELLEBUST, 1976; YANCEY et al., 1982), os quais sdo denominados de
osmolitos, osmoprotetores ou solutos compativeis. A fungdo exata desses compostos, nas
plantas, embora seja desconhecida, pode estar relacionada a protegdo dos vegetais a
estresses abioticos, funcionando como uma ferramenta para o ajustamento osmotico celular
(HELLEBUST, 1976). Além dessa funcdo principal no ajustamento osmotico, os solutos
compativeis podem ajudar na estabilizacdo de macromoléculas (osmoprotetores) e
protecao contra danos oxidativos sob condi¢des adversas (YEO, 1998). Varios trabalhos
tém recentemente discutido a osmoprotecdo em plantas e sua potencial aplicagdo na
tolerancia a seca ¢ a salinidade (HOLMSTROM et al., 1996; HARE & CRESS, 1997,
ZHANG et al., 1999; RATHINASABAPATHI, 2000).

A tolerancia ao estresse osmotico e 10nico induzido pela restricao de dgua e por sais
constituem processos complexos e geralmente interligados, envolvendo a interagao de
varias propriedades (ZHU, 2002; FOOLAD, 2004; VERSLUES et al., 2006). Do ponto de
vista molecular, a transdu¢do de sinais dos estresses por seca e por sais consistem em
cadeias de sinais vinculadas as homeostases idnica e osmotica, cadeias de resposta a
desintoxicacao (controle de danos e reparos), e cadeias de regulacao do crescimento, com
efeito sobre a ativagdo ciclo celular e crescimento (ZHU, 2002). Os mecanismos
fisiologicos de sobrevivéncia sob estresse hidrico (seca) e salino e também por calor tém

sido bastante estudados em sementes de espécies vegetais cultivadas.



A formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) tem sido relatada por varios
autores como produto do estresse biotico e abiotico (FOYER & NOCTOR, 2000; REDDY
et al., 2004).

A seca e o acumulo de ions toéxicos compdem-se tipos de estresse oxidativo para os
vegetais. Radicais livres sao formados sob condi¢des de estresse oxidativo bem como pelas
reacdes normais da cadeia de transporte de elétrons, mas que sdo altamente reguladas
(CHAOUI et al., 1997; MAZHOUDI et al., 1997; GREGGAINS et al., 2000), todavia esta
regulacao pode ser perdida se o estresse for mais severo aumentando consideravelmente a
producdo de radicais livres que podem levar a uma cascata de evento que comegando com
a peroxidacdo de lipideos, avangam para degrada¢do de membranas e para morte celular
(GREGGAINS et al., 2000). O superoxido ¢ o primeiro produto da redu¢do do oxigénio
molecular. Ele pode reagir para produzir varias outras espécies reativas ¢ pode formar

H,0; tanto enzimatica ou espontaneamente (PITCHER & ZILINSKAS, 1996).

O peréxido de hidrogénio ndo ¢ um radical livre, mas participa como oxidante e
redutor em muitas rea¢des celulares (PRICE et al., 1989). E altamente difusivel através das
membranas e compartimentos aquosos € pode inativar diretamente enzimas sensiveis em
baixas concentracdes. Tal como o superdxido, o H,O, € pouco estavel e, portanto menos
toxico que outras espécies reativas de oxigé€nio; a principal ameaca imposta por estes
radicais estd na habilidade de gerarem altas quantidades de radicais hidroxil, que ¢ a mais
potente espécie oxidante encontrada em sistemas bioldgicos. Ele reage de forma ndo
especifica com qualquer molécula bioldégica (SGHERRI & NAVARI-IZZO, 1995;
BARTELS, 2001).

De acordo com Foyer et al. (1997) o aumento nos oxidantes celulares pode levar a
super expressao de genes de enzimas de desintoxicagdo como as superoxido dismutases
(SOD) (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977), catalase (CAT), peroxidase (PRX) e enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa (SUNG & JENG, 1994; BAILLY et al, 1998) como parte de

uma estratégia requerida para superar o estresse oxidativo.

Tradicionalmente, os estudos mostram a acdo das EROs apenas como geradores de
dano oxidativo. Entretanto, ao longo destes anos, varios estudos fisioldgicos encontraram
correlagdo entre niveis de antioxidantes e o nivel de tolerancia ao estresse em espécies,

variedades e bidtipos de plantas. Pesquisas recentes demonstram que diversas respostas



celulares a estimulos fisiologicos normais ou a estresses sdo induzidas pela producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em compartimentos celulares especificos (EDREVA,
2005; KWAK et al.,, 2006; FEDOROFF, 2006) mostrando seu papel importante na
sinalizagdo celular. No entanto, o efeito danoso das EROs depende de um delicado

equilibrio espacial e temporal entre a producdo e remogao das mesmas.

Uma ampla gama de outros compostos, incluindo oligossacarideos, glicoproteinas e
peptideos, pode mediar a inducdo das reagdes de defesa nas plantas (BENHAMOU &
NICOLE, 1999; JUNG et al., 2000). De forma analoga, a resisténcia ao frio ou aos choques
de calor podem ser aumentados por elevacdo na concentragdo de compostos fendlicos
(RIVERO et al., 2001) ou por alguns aminoacidos envolvidos na sintese de fenolicos
(MACHADO NETO et al., 2004). Em sementes a incapacidade de os tecidos sensiveis a
dessecacao efetuarem adequada prote¢do contra eventos oxidativos, conseqiientes do
metabolismo alterado existente durante a desidratacao, pode ser considerada como uma das
principais causas da sensibilidade a dessecag@o e da reduzida longevidade (LEPRINCE et

al., 1993).

Assim como em plantas diversas alteracdes podem ocorrer nas sementes durante a
exposi¢do a estresses. A sensibilidade a dessecag¢do, por exemplo, ¢ um fendmeno
fisiologico complexo e envolve uma série de mecanismos deletérios e/ou protetores

dependendo das condi¢des da dessecacao (LI & SUN, 1999).

Sao varios os mecanismos sugeridos e relacionados com a tolerancia a dessecacao
em sementes ortodoxas, tais como o acumulo de reservas insoluveis e a presenga de um
sistema de reparo durante a reidratacdo de sementes secas. A auséncia ou expressao
insuficiente de um ou mais desses mecanismos ¢ considerada a causa da sensibilidade a
dessecacao em sementes recalcitrantes (PAMMENTER & BERJAK, 1999). Isso pode
também explicar e determinar o momento durante a embebicdo no qual sementes ortodoxas
perdem a capacidade de tolerancia a uma eventual condi¢do de restricdo hidrica, afetando
diretamente a germinagdo e o estabelecimento plantulas (BUITINK et al., 2003). Portanto,
o estudo da tolerancia a estresses por seca converge com o entendimento da tolerancia a
dessecacdo. Estudos com sementes ortodoxas e com plantas tolerantes a desidratagdo tém
possibilitado a identificagdo de varios genes envolvidos na tolerancia a dessecacdo, como

ABI5, genes LEA e ‘heat-shock’ (VIERLING, 1991; VICIENT et al., 2000, BARTELS &



SALAMINI, 2001; RAMANJULU & BARTELS, 2002; SEKI et al, 2003;
BERNACCHIA & FURINI, 2004).

Aparentemente, a imposi¢do de estresse osmodtico as sementes pode induzir
tolerancia a outros tipos de estresses em espécies cultivadas, incluindo tolerancia a seca e a
sais (SAVINO et al.,, 1979; KRETSCHMER, 1982; BURGASS & POWELL, 1984;
BRUGGINK et al., 1995; CAYUELA et al., 1996; CADMAN et al., 2006). Nao obstante,
esse parece ser um fendmeno evolutivo natural em espécies nativas, de adaptagdo a
condi¢gdes adversas. Dentro desse enfoque, percebe-se a importancia das pesquisas
relativas a estresses em sementes, como componente essencial e inicial de tolerancia as

condi¢cdes adversas ao longo do ciclo de vida natural da maioria das espécies vegetais.

Nesse sentido, sdo necessarios avangos no desenvolvimento de metodologias
adequadas, as quais somente poderdo existir com o conhecimento das necessidades
ecoldgicas e do comportamento fisiologico das espécies. A fim de suprir essa necessidade,
as pesquisas sobre os mecanismos de germinagdo e conservacao de sementes de espécies
nativas, de valor econdmico e potencial agrondmico ou biotecnoldogico devem ser

consideradas prioritarias.

A utilizagdo de espécies adequadas a ecologia das diferentes regides ¢ um dos
fatores bdasicos primordiais para o sucesso em programas de adaptacdo e utilizacdo
agrondmica de recursos genéticos vegetais (SILVA et al., 1995), como também a
utilizacdo de sementes de boa qualidade. Desta forma, o comportamento fisiologico das
sementes deve ser estudado para que se possa entender melhor a qualidade fisioldgica e os
mecanismos de germinag¢do das sementes sob condi¢des ambientais intrinsecas do seu
habitat, e assim otimizar protocolos de conservagao e multiplicagdo das espécies, € seu uso

sustentavel.
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1.1 CARACTERIZACAO DA ESPECIE

Algumas espécies vegetais nativas da caatinga tém grande importancia
biologica devido ao potencial de uso popular, avaliados através de levantamentos
etnobotanicos, a confirmagao cientifica da producao de compostos naturais considerados
“Oteis’ por suas aplicacdes em industrias de medicamentos e também a pressdo antropica
que sofrem pelo extrativismo das mesmas, levando a inclusdo de algumas na lista das
espécies ameagadas de extingdo. Entre as espécies de importancia biologica esta o

Mulungu (Erythrina velutina Willd., LEGUMINOSAE - PAPILIONOIDEAE) (Figura 1).

O género Erythrina (familia FABACEAE) ¢ amplamente conhecido, ocorrendo nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Possui cerca de 110 espécies, das quais 70 sdo
nativas da América (VASCONCELOS et al., 2003). O nome Erythrina vem do grego
"erythros", que significa vermelho, em alusdo a cor de suas flores. Sio empregadas como
ornamentais, madeireiras ¢ sombreadoras de lavouras de café e cacau, além de substancias
como alcaldides e tanino. No Brasil sdo relacionadas cerca de doze espécies (EPAMIG,
1993), sendo as duas principais E. velutina, originaria do nordeste e E. mulungu, nativa do

sudeste.

A E. velutina, espécie ameagada de extin¢do ¢ chamada popularmente de mulungu,
suina, canivete e corticeira (LORENZI & MATOS, 2002). O mulungu ¢ uma espécie
nativa do semiarido, sendo, portanto uma planta que esta submetida as condigdes de seca e
a altas temperaturas na maior parte do ano. E uma arvore comumente usada em jardins e
parques no nordeste brasileiro (DA-CUNHA et al.,, 1996). Planta decidua, heliofita,
caracteristica de varzeas imidas e beira de rios da caatinga da regido semidrida do nordeste
brasileiro. E também encontrada na orla maritima de Pernambuco e na floresta latifoliada
semidecidua de Minas Gerais e Sdo Paulo. Ocorre preferencialmente nas formacdes
secundarias apresentando, entretanto, dispersdo bastante irregular e descontinua. Produz
anualmente grande quantidade de sementes viaveis, sendo este seu principal método de
propagacao. Floresce a partir do final do més de agosto com a planta totalmente despida de
folhagem, prolongando-se até dezembro. Os frutos amadurecem em janeiro/fevereiro

(LORENZI, 1992).

E. velutina apresenta arvore de médio porte com 8 a 12 metros de altura, bastante

copada, caule espinhento e ramos armados; folhas trifolioladas, peciolo de 13-15
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milimetros; foliolos largos, deciduos durante a floragdo; raques compridas, armada de
actleos. Flores vermelhas ou vermelho-alaranjadas, curto-pediceladas, em racemos
multifloros; célice truncado-campanulado de 16-18 milimetros de comprimento, corola de
5-6 centimetros de comprimento; carena ligeiramente menor, arredondada de pétalas livres.
Estame vexilar conato apenas na base, de filetes avermelhados. Legume estipulado,
polispermo, com varias sementes de 1 cm, vermelhas, duras, vernicosas, no formato de

feijio (EPAMIG, 1993).

A madeira da E. velutina ¢ leve, macia e pouco resistente aos agentes
decompositores. E empregada na confecgdo de tamancos, jangadas, brinquedos e
caixotaria. A arvore ¢ extremamente ornamental, principalmente quando em flor, isto tem
estimulado seu uso no paisagismo, principalmente na arborizacdo de ruas, jardins e
alamedas (LORENZI, 1992), também ¢ utilizada como cerca viva por ser espinhenta, no
entanto propaga-se muito mal por estacas. As flores sao freqiientemente visitadas por

passaros que sugam seu néctar.

Na medicina popular, a casca ¢ utilizada como sudoripara, calmante, sedativo de
tosses e bronquites (RABELO, 2001) e no tratamento de verminoses ¢ hemorroidas. Ao
fruto seco, atribui-se ac¢do anestésica local, o decocto ¢ utilizado para acelerar a maturagdo
de abscessos gengivais (LORENZI & MATOS, 2002). Além destes usos, as plantas deste
género, também parecem apresentar atividade no SNC, uma vez que sao consumidas
popularmente como tranqiiilizantes e em casos de insonia (ONUSIC et al.,, 2002;

VASCONCELOS et al., 2004).

O “mulungu®, nome comum de varias espécies de Erythrina, foi escolhido como
arvore simbolo da EMBRAPA - Agrobiologia e tem inumeras fungdes ligadas a
agroecologia. Beneficia-se do processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio dispensando
adubos nitrogenados. E recomendado para a recuperacio de matas ciliares e de
ecossistemas degradados e na manutencdo da fauna silvestre, pois suas flores atraem as

aves (EMBRAPA, 2004).
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Figura 1. Aspectos da espécie Erythrina velutina — A- Arvore, B- Flores, C- Frutos, D-
Sementes (Fotos: RIBEIRO-REIS, R.C.).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo foi conduzido com o objetivo de caracterizar o comportamento fisioldgico,
metabolico, atividade de enzimas antioxidantes de sementes e plantulas de mulungu
(Erythrina velutina) em funcdo do estresse abiotico aplicado e otimizar protocolos de

conservagdo e multiplicagdo e uso sustentavel da espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar parametros fisiologicos relativos a germinagdo e dorméncia, vigor, longevidade

e tolerancia a dessecacao;

2. Avaliar parametros do metabolismo germinativo das sementes em resposta ao estresse

térmico, hidrico ¢ salino;

3. Avaliar parametros de atividade de enzimas antioxidantes das sementes e plantulas em

resposta ao estresse térmico, hidrico e salino;
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CAPITULO1

INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA MOBILIZACAO DE RESERVAS E
GERMINACAO DE SEMENTES DE Erythrina velutina Willd. (LEGUMINOSAE -
PAPILIONOIDEAE)
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RESUMO - Influencia da temperatura na mobilizacdo de reservas e germinacio de
sementes de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) - A temperatura
influéncia o metabolismo das sementes, alterando processos bioquimicos ou fisiologicos,
existindo desta forma temperaturas limitantes e 6timas para a germinagdo. Objetivou-se
avaliar a influéncia de diferentes temperaturas na germinac¢do e mobilizag¢do de reservas em
sementes de E. velutina espécie nativa do semidrido. Os ensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Andlise de Sementes da Embrapa Semiarido- LASESA, Petrolina — PE.
Sementes mulungu foram escarificadas, distribuidas em rolos germitest de papel e
mantidas em camaras ajustados para 15, 25, 35 e 40 ° C constante, fotoperiodo de 12 h,
durante 10 dias. Foram avaliadas a percentagem, o tempo médio, a velocidade média,
indice de velocidade e coeficiente de uniformidade de germinagdo. As principais
macromoléculas (agucares soluveis totais, agucares redutores, proteinas soluveis e
aminoacidos totais) foram quantificados nos cotilédones, eixo embriondrio, parte aérea,
raiz e cotilédones de sementes quiescentes. Houve influéncia da temperatura para todas as
variaveis analisadas durante a germinacdo. A maior taxa de germinac¢do (%) ocorreu em
25°C (99% de sementes germinadas), e média de 2,99 dias. A mobilizacdo dos compostos
de reserva analisados nas sementes de E. velutina foi fortemente relacionada com a
influéncia das diferentes temperaturas no processo germinativo. A temperatura 25°C foi
Otima para a espécie, sendo observado reducao dos AST, AR, PT e aumento de AA livres,
esses resultados foram bem relacionados com a mobilizagdo das reservas de carbono e
nitrogénio para o crescimento do eixo embriondrio. A germinagao foi inibida em 40 ° C,
sendo atribuida a elevada taxa de degradacdo das macromoléculas nas sementes de
mulungu. Todas as variaveis analisadas durante a germinacao apresentaram variagdes em

fun¢do da temperatura continua no intervalo de 15 a 40°C.

Palavras-chave: Estresse térmico, germinagao, mobilizacao de reservas, mulungu,

caatinga
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ABSTRACT - Influence of temperature on reserves mobilization and seeds
germination of Erythrina velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) - The
temperature influences the metabolism of seeds by changing physiological or biochemical
processes, therefore there is limiting and optimum temperatures for germination. The
objective was to evaluate the influence of different temperatures on germination and
mobilization of reserves in E. velutina seeds, native species the semiarid. The tests were
conducted at the Laboratory of Seed Analysis of Embrapa Semiarid- LASESA, Petrolina —
PE. Mulungu seeds were scarified, distributed in germitest paper rolls and kept in
chambers adjusted for 15, 25, 35 and 40°C constant, photoperiod of 12h, during 10 days.
Were assessed the percentage, average time, average speed, index of speed and coefficient
of uniformity of germination. The main macromolecules (total soluble sugars, reducing
sugars, soluble protein and total amino acids) were quantified in cotyledons, embryo,
shoot, root, and cotyledons of quiescent seeds. There was influence of temperature for all
variables analyzed during the germination. The highest rate of germination (%) occurred in
25°C (99% seeds germinated), and average of 2,99 days. The mobilization of reserves in
seeds of E. velutina was strongly related with the influence of different temperatures in
germination process. The temperature 25 °C was optimal for the specie, being observed
reduction of TS, RS and PT and increase of free AA; all these compounds were well
related with the mobilization of carbon and nitrogen for growth the embryonic axis. The
germination was inhibited under 40 °C, being attributed to high rate of degradation the
macromolecules in mulungu seeds. All variables during germination present variations in

continuous function of temperature in the range of 15 to 40 ° C.

Key words: heat stress, germination, mobilization of reserves, mulungu, caatinga
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INTRODUCAO

Erythrina velutina Willd. (mulungu, suind, canivete e corticeira), pertencente a
familia Leguminosae — Papilionoideae ¢ uma espécie nativa do semiarido nordestino,
portanto, uma planta que se desenvolve em meio as condi¢des de limitagdes hidricas e a
altas temperaturas na maior parte do ano. Produz, anualmente, grande quantidade de
sementes vidveis, sendo este seu principal método de propagagdo. Além disso, a espécie
esta ameagada de extingdo devido a forte pressdo antrdpica, notadamente, pelo modelo
exclusivamente extrativista por possuir importancia econOmica, ecoldgica ¢ medicinal

(LORENZI & MATOS, 2002).

O conhecimento sobre o comportamento germinativo das sementes de espécies
florestais nativas ¢ de fundamental relevancia para a utilizagdo na restauragdo de areas
degradadas. Tal conhecimento constitui providéncia essencial para proteger as espécies
contra a ameaga de extingdo (LABOURIAU, 1983), para a recomposi¢do da paisagem
(ARAUJO NETO et al., 2003) e para a conservagdo da biodiversidade regional (CABRAL
et al., 2003).

O estudo das condicdes ideais para a germinacdo de sementes de uma dada espécie
¢ de grande importancia, principalmente pelos diferentes padrdes de comportamento que
cada espécie pode apresentar. A germinacao de sementes ¢ um processo complexo e
depende de diversos fatores ambientais, tais como temperatura, luz, umidade, substrato e
composicdo de gases na atmosfera (GHERSA et al., 1992), os quais durante essa fase
podem afetar o estabelecimento das comunidades vegetais (VASQUES-YANES &
OROZCO-SEGOVIA, 1993; GOMES & FERNANDES, 2002). Diversos autores
consideram a luz e a temperatura os principais fatores que atuam no controle da
germinagdo (LABOURIAU, 1983; BASKIN & BASKIN, 1988; BEWLEY & BLACK,
1994; BENECH-ARNOLD & SANCHEZ, 1995), podendo ser manipulados, a fim de
otimizar a porcentagem, a velocidade e a sincronizagdo do processo germinativo, desta

forma as plantulas formadas serdo mais vigorosas (NASSIF et al., 2004).

O processo de embebi¢dao pelas sementes ¢ dependente da temperatura e da
quantidade de adgua disponivel, a capacidade de retengdo, da 4gua absorvida, determinard o
sucesso do processo germinativo (BANSAL et al., 1980; PEREZ & MORAES, 1991). A

temperatura influencia o metabolismo das sementes, alterando processos bioquimicos e
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fisiologicos, atuando de forma direta nas reagdes quimicas que irdo mobilizar ou degradar
as reservas armazenadas e na sintese de varias substancias para o crescimento das plantulas
(BEWLEY & BLACK, 1994). Além disso, temperaturas altas e baixas, podem provocar
alteragdes na membrana plasmatica (HENDRICKS & TAYLORSON, 1976; THOMPSON,
1977).

Cada espécie possui um espectro de temperaturas em que a germinagdo das
sementes ird ocorrer, existindo temperaturas limitantes e 6timas para a germinacdo, embora
a faixa de 20°C a 30°C mostre-se adequada para a germinagdo de grande numero de
espécies subtropicais e tropicais (BORGES & RENA, 1993). A temperatura ¢ responsavel
ndo somente pela velocidade de germinacdo como também pelo percentual final de
germinagdo (CARVALHO et al, 2001; FERRAZ-GRANDE & TAKAKI, 2001;
MEDEIROS-SILVA et al.,, 2002; SOCOLOWSKI & TAKAKI, 2004). A faixa de
temperatura na qual as sementes germinam refletem muitas vezes as caracteristicas

térmicas do habitat onde tais espécies ocorrem (MEDINA, 1984).

Considerando-se que o conhecimento sobre as alteragdes fisicas e fisiologicas que
ocorrem durante a germinagdo das sementes de espécies florestais nativas ¢ deficitario
objetivou-se com esse trabalho verificar a qualidade fisioldgica de sementes de E. velutina

submetidas a diferentes temperaturas durante a germinagao.

METODOLOGIA

Obtencdo de sementes

Foram utilizadas sementes de E. velutina provenientes de matrizes do Municipio de
Jutai (Lagoa Grande -PE), cujas coordenadas sio W 37° 18 03" S 90° 52" 92 "coletadas em
outubro de 2009. As sementes foram beneficiadas manualmente, acondicionada em saco
plastico transparente (0,15 mm de espessura) e mantidas em temperatura ambiente
(30°C+5°C, 56+6% UR) no Laboratorio de Analise de Sementes da Embrapa Semiarido —

LASESA, Petrolina —PE, local onde foram conduzidos os ensaios.
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Teste de germinagdo

Previamente aos ensaios fisiologicos procedeu-se a escarificagdo mecanica do
tegumento externo das sementes com o auxilio de uma mini-retifica (Western R-40). Em
seguida as sementes escarificadas foram submetidas a assepsia utilizando-se solugdo de
hipoclorito de s6dio (2%) durante 2 minutos sendo posteriormente lavadas em agua
destilada. Em seguida as sementes foram acondicionadas em substrato tipo rolos de papel
germitest, umedecidos com 4gua destilada com volume correspondente a 2,5 vezes o peso

do substrato, adaptadas de Brasil (2009).

Os rolos contendo as sementes foram incubados em germinadores do tipo BOD
ajustados a temperaturas constantes de 15, 25, 35 e 40°C, fotoperiodo de 12h de acordo
com trabalhos preliminares, por um periodo de 10 dias consecutivos. A avaliacdo foi
realizada diariamente sendo consideradas germinadas as sementes que protrudiram
radicula com pelo menos 2 mm de comprimento sendo estas contadas e posteriormente
descartadas. As varidveis avaliadas foram: porcentagem de germinagdo, tempo médio,
velocidade média, velocidade de germinagao e coeficiente de uniformidade de germinagdo

(SANTANA & RANAL, 2004).
Extracdo e andlise de Macromoléculas

Sementes de mulungu escarificadas foram submetidas a diferentes temperaturas 15,
25, 35 e 40°C em rolos de papel germitest, sendo mantidas em germinador com
fotoperiodo de 12h durante 4, 7 e 10 dias. Ao final desses periodos de embebi¢dao os
cotilédones, embrido, parte aérea, raiz, bem como os cotilédones das sementes quiescentes
foram coletados e congelados em freezer -20°C até o momento da extragdo.
Simultaneamente a esse procedimento foi avaliado a germinacdo das sementes a cada

periodo de coleta realizada.

A extragdo das macromoléculas foi realizada ap6s homogeneizagdao de 0,5 g das
amostras coletadas em 5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5 e centrifugadas a
10.000 xg durante 20 min a 4°C. A partir do extrato obtido foram determinados os teores
de compostos soluveis espectrofotometricamente. Os agucares soluveis totais (AST) foram
determinados através das reagdes com antrona (MORRIS, 1948; YEMM & WILLIS,

1954); agucares redutores (AR) foram quantificados utilizando-se o dacido 3,5,
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dinitrosalicilico (DNS) para oxidagdo desses compostos (MILLER, 1959); as proteinas
soluveis (PT) foram quantificadas seguindo a metodologia descrita por Bradford (1976) e
os aminoacidos totais (AA) foram quantificados segundo metodologia proposta por Rosen

(1957).
Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto por
quatro tratamentos de temperatura (15, 25, 35 e 40°C) e quatro repeti¢des de 25 sementes.
Os dados de porcentagem, tempo médio, velocidade média, indice de velocidade,
coeficiente de uniformidade da germinagdo e das macromoléculas foram analisados
mediante andlise de variancia utilizando o programa Assistat (SILVA, 2006). As
diferengas entre as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para efeito da anélise de variancia, os dados de porcentagem de germinacao
foram transformados pela fungdo (x + 0,5) foi estabelecido também o erro padrio da

média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alem da germina¢do (%), as demais varidveis cinéticas do processo germinativo
das sementes de mulungu foram influenciadas pelos diferentes intervalos de temperaturas
estudados. A variagdo ndo foi significativa somente para a velocidade média de
germinagdo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia da porcentagem de germinagao (G), tempo
médio de germinagdo (Tm), velocidade média de germinagdo (Vm), indice de
velocidade de germinagdo (IVG) e coeficiente de uniformidade na germinagao

(CUQG), de sementes de Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas
durante a germinagao.

Fonte de variacao G Tm Vm IVG CUG
F de Tratamentos 577,23*  22,195% 0,695™ 111,47  8,517*
C.V. (%) 5,46 21,45 50,86 12,76 65,96

ns= ndo significativo, *= significativo a 5%.

O valor mais elevado da porcentagem de germinagdo (99%) foi obtido em sementes

submetidas a germinacao na temperatura de 25°C (Figura 1). Para esse tratamento foram
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necessarios 2,99 dias para que o processo de germinagdo ocorresse. Pode-se observar que a
temperatura de 15°C também favoreceu a germinagao, (92%), contudo, nessas condi¢des o

processo ocorreu mais lentamente, sendo necessarios 4,54 dias (Tabela 2).

100 -
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40 A
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(%) Germinacao

15 25 35 40

Temperaturas (°C)

Figura 1. Porcentagem de germinacdo em sementes de Erythrina velutina Willd.
submetidas a diferentes temperaturas. Média de quatro repeti¢cdes + EPM.

Em sementes submetidas a temperatura de 35°C ndo houve diferenca estatistica
para o tempo médio de germinacdo (Tabela 2), mas causou redugdo na porcentagem de
germinagdo para 81% (Figura 1), embora seja uma taxa elevada de germinagdo. Os
resultados permitem constatar que o tempo médio, o indice de velocidade de germinagdo e
o coeficiente de uniformidade sdo fatores mais sensiveis as variagdes da temperatura.
Desta forma, o conceito de temperatura 6tima de germinagdo, deve considerar outros

parametros cinéticos além da porcentagem final de germinacao.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com as afirmagdes de Bewley &
Black (1994), que afirma que, a temperatura afeta tanto a capacidade quanto a velocidade
de germinagdo. As sementes tém a capacidade de germinar dentro de uma determinada
faixa de temperatura, caracteristica para cada espécie, mas o tempo necessario para se

obter a porcentagem maxima de germinagado ¢ dependente da temperatura.
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Resultados demonstrando o efeito da temperatura na germinacao de outras espécies
leguminosas também foram descritos por Varela et al. (2005) com itaubarana (4cosmium
nitens (Vog.) Yakovlev) uma Caesalpinioideae, onde para os valores de porcentagem de
germinagdo, a temperatura de 25°C foi significativamente superior quando comparada a
20, 30 e 35°C. Souza Filho, (2000) verificou que a temperatura de 35°C proporcionou
melhor porcentagem e velocidade de germinacdo para sementes de leucena (Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit). Em sementes de monjoleiro (Acacia polyphylla DC.) uma
mimosoideae, a germinagao foi prejudicada na temperatura de 15°C, os melhores valores
de germinagdo foram obtidos também a 25°C para essa espécie (ARAUJO NETO et al.,
2003). Segundo Valadares et al. (2008) em sementes de coracdo- de —negro (Poecilanthe
parviflora Benth.) a germinacao pode ser conduzida de forma satisfatéria nas temperaturas

constantes de 25°C ou 30°C.

Tabela 2. Tempo médio (Tm, dias), velocidade média (Vm, dias™), indice de velocidade
de germinacdo (IVG, protrusdo de radicula.dia™) e coeficiente de uniformidade
na germinacdo (CUG) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes
temperaturas durante a germinacao.

Tratamentos (°C) Tm Vm IVG CUG
15 4,54 b 0,22 a 5,99b 0,35 be
25 2,99 ¢ 0,34 a 9,04 a 1,43 ab
35 2,94 c 0,34 a 7,43 b 1,85a
40 5,85 a 0,17b 3,18 ¢ 0,25 ¢

M¢édias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

De acordo com Carvalho & Nakagawa (1988), temperaturas inferiores ou
superiores a Otima, tendem a reduzir a velocidade do processo germinativo, expondo as
sementes por um maior periodo a fatores adversos, o que pode levar a redugdo no total de
germinagdo. Os valores obtidos na temperatura de 40°C corroboram com essa afirmacao,
verificou-se que todas as variaveis foram reduzidas exceto para o tempo médio de
germinagdo, revelando-se desta forma estatisticamente inferior as demais (Figura 1 e
Tabela 2).

O efeito da temperatura na germinagcdo de sementes arboreas nativas € bastante
variavel, a temperatura adequada para a germinacdo de sementes arboreas nativas vem
sendo determinada por alguns pesquisadores ao longo dos tultimos anos (RANDI &

FELIPPE, 1981; PEREZ & MORAES, 1990; LEAL FILHO & BORGES, 1992;
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VALADARES et al., 2008; LIMA, et al., 2011) onde a faixa de 20°C a 35°C mostra-se

adequada para a germinacdo de varias espécies.

O resultados obtidos para a mobilizacdo de agucares soluveis totais (AST), acucares
redutores (AR), proteinas totais (PT) e aminoacidos (AA), em sementes submetidas a
diferentes temperaturas durante o periodo de embebicdo estdo representadas nas Figuras 2

as.

Assim como o estabelecimento de uma determinada espécie estd ligado a
capacidade de suas sementes germinarem rdpida e uniformemente, a fim de vencer a
concorréncia com outras espécies, ou pela capacidade de se manterem viaveis por periodos
mais longos, até que as condi¢des ambientais sejam propicias ao desenvolvimento das
plantulas, a espécie pode lancar mao de outros meios adaptativos, como a mobilizacdo de
determinadas reservas que serdo Uteis para a formagdo de estruturas fisicas, como a parede
celular, ou para respiragdo, sintetizando intermedidrios metabolicos com finalidades

diversas.

A mobilizagdo dos compostos de reservas analisados nas sementes de E. velutina
foi diretamente influenciado pelas diferentes temperaturas no processo germinativo. Essas
relacdes evidenciam a mobilizagdo dos compostos de reserva dos cotilédones (fonte) e sua

translocagdo para outros 6rgaos (dreno) nas temperaturas de 15, 25 e 35°C (Figuras 2 a 5).

Ocorreu um decréscimo nos teores AST entre 4 e 10 dias de embebicao, periodo em
que se observou diminui¢ao do processo de mobilizacao de reservas (Figura 2) e acumulo
no teor de AR, nas temperaturas de 15 e 35°C (Figura 3). Nessas temperaturas o processo
de mobilizagdo de AST e AR nao foram impedidos, pois além de apresentarem a mesma
tendéncia de mobilizacdo, os valores obtidos foram semelhantes aos de 25°C. Nota-se que
as sementes submetidas a 15 e 35°C apresentaram uma modificagdo no padrao de
mobilizagdo a partir do 4° dia de embebicao o qual, pode ser relacionado a alteragdao no

processo germinativo influenciado pelas temperaturas.
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Figura 2. Teores de Acucares Soluveis Totais (umol g’ MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes temperaturas
durante a germinacgao.

Sementes de mulungu submetidas a 40°C t€m seu processo germinativo inibido
uma vez que esta temperatura bloqueia a mobilizagdo das reservas e conseqiientemente
todo o processo de germinagdo, além de promover a degradagdo de AST e AR na espécie,

podendo ser considerada uma temperatura critica de germinagao (Figuras 2 e 3).

A temperatura de 25°C foi aquela que proporcionou a melhor relagao entre a
redugdo dos AST e AR com a mobilizacao das reservas de carbono para o crescimento do

eixo embriondrio (Figuras 2 e 3, respectivamente).

Resultados constatados por Buckeridge et al. (1992), em sementes de Copaifera
langsdorfii Desf, indicam que ocorre reducdo no conteido de actcares soltiveis durante e
apds a germinagdo, ressaltando a importancia da mobilizagdo dessas reservas da semente

durante o desenvolvimento inicial das plantulas. Esse processo ocorre porque a germinacao
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da semente ¢ iniciada gragas as reservas proprias do embrido e depois mantida com o

consumo dos componentes dos tecidos de reserva, pela atividade enzimatica e pelo fluxo

dos componentes soltveis as regides de crescimento onde hd répido consumo

(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).
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Figura 3. Teores de Agucares Redutores Totais (umol g@ MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes temperaturas

durante a germinagao.

Autores como Borges et al. (2002) e Buckridge & Dietrich (1996) verificaram o

consumo de sacarose e rafinose durante a germinagdo das espécies Platymiscium

pubescens e Sesbania marginata, respectivamente, como as duas primeiras reservas de

acucares soluveis a serem utilizadas, sendo esses oligossacarideos compostos de glicose,

frutose e galactose. Assim também Nkang (2002) observou decréscimo no teor dos

carboidratos soluveis nos cotilédones de sementes de Guilfoylia monostylis (Benth.)
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F.Muell. no periodo inicial da germinac¢dao. Contudo, no eixo embrionario de sementes de
Euphorbia heterophylla L., o conteido permaneceu inalterado até 36 horas de embebicao
(SUDA & GIORGINI, 2000), enquanto em sementes de Caesalpinia peltophoroides

Benth, os teores diminuiram continuamente durante a germinagao (CORTE et al., 2006).

Os oligossacarideos da familia da rafinose sdo citados por Guimaraes et al. (2001)
como a fonte de energia utilizada durante a germinagdo, o que explicaria os aumentos
verificados nos AR submetidos as temperaturas de 25 e 35°C (Figura 3). A queda
significativa nos teores de AST explica os resultados de AR obtidos nas sementes de

mulungu.

Sérios distirbios podem ocorrer nas células em virtude da perda dos acucares
redutores, porque alguns desses actcares sdo importantes intermedidrios na rota metabolica
da fotossintese e da respiragdo celular, enquanto outros sdo componentes estruturais de
acidos nucléicos, além de constituirem blocos basicos da construgdo de muitos outros

carboidratos, incluindo amido e celulose (SALISBURY & ROSS, 1992).

Os resultados referentes a quantificacao de proteinas soliveis e aminodcidos totais
estdo apresentados nas Figuras 4 e 5. Os teores de PT ¢ AA em relagdo as sementes
quiescentes variaram de acordo com a temperatura ¢ o periodo de embebicdo. Pode-se
verificar que as sementes apresentaram melhor comportamento quando submetidas a 25°C
em que se observou a mobilizacdo das reservas para o crescimento da plantula com
decréscimo de PT e aumento de AA livres (Figuras 4 e 5). Observou-se que a 25°C, apos
embebi¢do de 7 dias, o conteido de PT nos cotilédones foi semelhante ao de 4 dias,
contudo, houve deteccdo de PT no eixo embrionario somente apds esse periodo. Assim,
essa temperatura proporcionou condicdo adequada ao metabolismo germinativo das
sementes, pela maior mobilizagdo de moléculas iniciais para a sintese de proteinas
funcionais e estruturais no eixo embrionario de 7 dias, coincidindo com a maior ¢ mais

rapida emissao de radicula pelas sementes de mulungu (Figura 4).
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Figura 4. Teores de Proteinas Soltveis (umol g' MF) em sementes quiescentes (SQ) ¢ em

cotilédones (COT), eixo embrionario (EE), parte aérea (PA) e raiz (RZ) de
sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes temperaturas durante a
germinagao.

Resultados diferentes foram observados para sementes submetidas a 15 e 35°C

cujos niveis de PT e AA indicam diretamente a alteracdo do processo germinativo. Na

temperatura de 15°C houve atraso na mobilizagdo de proteinas e aminoacidos, retardando a

protrusdao radicular e inibindo o crescimento. Por outro lado, ndo houve atraso da

protrusao da radicula a 35°C, no entanto, esta temperatura induziu a desnaturagdo e

degradacdo das PT e menor mobilizagio dos AA, promovendo uma inibi¢do do

crescimento da plantula (Figuras 4 e 5, respectivamente).

Constatou-se que a temperatura que promoveu estresse acentuado a espécie foi

40°C devido a inibicdo do processo germinativo acompanhado pela degradagdo, sem

mobilizagdo, das PT e AA ao longo dos periodos de embebicao (Figuras 4 e 5,

respectivamente).
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Figura 5. Teores de Aminoacidos Totais (pmol g'1 MF) em sementes quiescentes (SQ) e
em cotilédones (COT), eixo embrionario (EE), parte aérea (PA) e raiz (RZ) de
sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes temperaturas durante a
germinagao.

Segundo Marcos Filho (2005), durante o processo de deterioracdo de sementes
ocorre decréscimo do teor e da sintese de proteinas, acréscimo do teor de aminoacidos,
decréscimo do conteudo de proteinas soluveis e desnaturagdo provocada por temperaturas
altas. A temperatura atua sobre a semente de diferentes maneiras. Age mantendo uma
situacdo favoravel para as reagdes metabolicas durante a germinacdo, sendo a velocidade
dessas reacoes diretamente proporcional a temperatura, existindo uma temperatura 6tima
para cada espécie. No entanto, se a temperatura atingir niveis altos, por volta dos 40°C
(COPELAND & MCDONALD, 2001) a germinacao raramente ocorre, devido ao efeito
prejudicial que a alta temperatura possui sobre as vias metabolicas, principalmente

alterando a estrutura tridimensional de proteinas.

Por outro lado, a baixa temperatura também prejudica a germinacao das sementes,

por conta da inativagao de enzimas, mudanca de fase da membrana, e redugdo da taxa
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metabodlica, até o ponto onde as vias essenciais para a germinagdo da semente ndo possam
mais operar (HENDRICKS & TAYLORSON, 1976; MAYER & POLJAKOFF-
MAYBER, 1989), no entanto, nem sempre temperaturas altas e baixas prejudicam a

germinagao.

Com base nos resultados obtidos e na importancia de estudos dessa natureza,
principalmente pelo fato da espécie estar inserida em ambiente propenso a condi¢des de
seca e altas temperaturas na maior parte do ano, recomenda-se a realizacdo de novos

estudos, utilizando outros tipos de estresse.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:
- A temperatura 6tima de germinacao das sementes de Erythrina velutina é de 25°C;

- O tempo médio, indice de velocidade de germinacdo e o coeficiente de uniformidade sdo
fatores mais sensiveis as variagdes da temperatura que o percentual de germinagdo para a

espécie em estudo;
- A temperatura estressante em que o processo germinativo € inibido ¢ de 40°C;

- O processo de mobilizagdo e degradagdo de reservas das sementes foi totalmente

influenciado pelas temperaturas baixas e elevadas aplicadas;

- Na temperatura de 40°C a degradagdo das macromoléculas nao foi utilizada para
crescimento do eixo embriondrio, refletindo na menor taxa de germinagdo de sementes de

mulungu.
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CAPITULO 11

EFEITO DO ESTRESSE HIDRICO NA MOBILIZACAO DE RESERVAS E
GERMINACAO DE SEMENTES DE Erythrina velutina Willd. (LEGUMINOSAE -
PAPILIONOIDEAE)
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RESUMO - Efeito do estresse hidrico na mobilizacdo de reservas e germinaciao de
sementes de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) — Alguns
factores ambientais podem influenciar a germinacdo de sementes, entre eles a
disponibilidade de &gua ¢ a mais importante. Este estudo ivestigou a germinagdo e
mobilizagdo de reservas de sementes de E. velutina, submetidas a diferentes potenciais
osmoticos. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Andlise de Sementes da
Embrapa Semiarido- LASESA, Petrolina — PE. As sementes escarificadas foram
embebidas em solugdes teste de PEG preparadas em potenciais osmoticos 0,0; -0,2; -0,4; -
0,6 e -0,8 MPa dispostas em rolos de papel e mantidas em germinador ajustado para 25°C,
fotoperiodo de 12h durante 10 dias. Foram avaliadas a porcentagem, tempo médio,
velocidade média, indice de velocidade de germinagdo e coeficiente de uniformidade de
germinagdo. As principais macromoléculas (acgtcares soluveis totais, agucares redutores,
proteinas soluveis e aminoécidos totais) foram quantificados nos cotilédones, eixo
embriondrio, parte aérea e da raiz de sementes embebidas e nos cotilédones de sementes
quiescentes (controle). Houve influéncia do potencial osmotico na germinagao de sementes
de mulungu. A germinagdo (%) permaneceram em niveis elevados até¢ -0,6 MPa, acima
deste potencial a germinagdo foi bloqueada. A velocidade de germinacdo foi menor em
potenciais osmoéticos mais negativos, sendo necessario um tempo mais longo para
protrusao da radicula nas sementes. A mobilizacao de reservas de carbono e nitrogénio em
sementes de mulungu também foi influenciada pelo estresse hidrico. Houve sensibilidade
entre -0,2 e -0,6 MPa, no entanto, a degradagdo e mobiliza¢do de macromoléculas foi mais

lenta quando o potencial osmético foi diminuido.

Palavras-chave: PEG 6000, germinacao, mobilizacao de reservas, mulungu, caatinga
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ABSTRACT - Effect of water stress on mobilization and germination of Erythrina
velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) seeds — Some environmental factors can
influence the seed germination, among them the availability of water is the most important.
This study investigated the germination of E. Velutina seeds submitted to different osmotic
potential and reserve mobilization during water stress. The tests were conducted at
Laboratory of Seed Analysis of Embrapa Semiarid - LASESA, Petrolina — PE. The seeds
scarified were soaked in PEG solutions prepared on osmotic potentials 0,0, -0,2, -0,4, -0,6
and -0,8 MPa and arranged in paper roll and kept in chamber adjusted for 25°C,
photoperiod of 12h, during 10 days. Were assessed the percentage, average time, average
speed, index of speed of germination and coefficient of uniformity of germination. The
main macromolecules (total soluble sugars, reducing sugars, soluble protein and total
amino acids) were quantified in cotyledons, embryo, shoot and root of seeds soaked and
cotyledons of quiescent seeds (control). There was influence of osmotic potential on
Mulungu seed germination. The germination (%) remained at high levels until -0,6 MPa,
above this potential the germination was blocked. The speed of germination was lower in
osmotic potential more negative, and the seeds required a longest time to radicle
protrusion. The mobilization of stored carbon and nitrogen in mulungu seeds was also
influenced by water stress. They were more sensitivity between -0.2 and -0.6 MPa,
however the degradation of macromolecules and mobilization was slower when osmotic

potential was decreased.

Key words: PEG 6000, germination, mobilization of reserves, mulungu, caatinga
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INTRODUCAO

A seca ¢ um fendmeno freqiiente e caracteristico do Brasil, com intensidade e
efeitos variaveis no espaco € no tempo. A situacdo geografica do territorio brasileiro ¢
favoravel a ocorréncia de episddios de seca e sendo esta desencadeada por persistente
auséncia de pluviometria significativa, a variabilidade espacial da precipitagdo torna muito

mais freqlientes as ocorréncias de fendmenos regionais de seca.

Como parte do Semidrido nordestino, a Caatinga ¢ um dos maiores biomas
brasileiros, ocupando uma 4rea com cerca de 734.478 Km®. O clima nessa regido, chamada
“Poligono das Secas”, ¢ semiarido, quente com baixa pluviosidade, em torno de 250 a 800
mm anuais. A quantidade de chuvas pode variar, alcangando em anos de muitas chuvas até
1.000 mm ano™' e em anos de seca, apenas 200 mm ano™', em certas regioes (MAIA, 2004).
Apresenta médias anuais elevadas de temperatura (28°C) e evaporagdo (2.000 mm)
(ARAUJO & FERRAZ 2003). Além dessas condi¢des climaticas rigorosas, a regido esta
submetida a ventos fortes e secos, que contribuem para a aridez da paisagem nos meses de

seca (SAMPAIO & RODAL, 2000).

Com uma grande diversidade bioldgica e alto nivel de endemismo, o semiarido
nordestino abriga uma ampla gama de espécies adaptadas a este tipo de clima. Muitas
plantas, sobretudo as perenes, se ajustam a periodicidade do regime climatico tornando-se
deciduas no periodo seco, sendo esta uma estratégia positiva adotada para economia de
agua. Outras plantas adotam escapar do rigor do periodo seco, tendo todo o seu ciclo de
vida concentrado no periodo chuvoso, o que ocorre principalmente com as ervas terofitas
(ARAUJO et al, 2002; ARAUJO & FERRAZ, 2003). E significativo o nivel de
conhecimento relativo as caracteristicas de adaptagdo vegetativa das espécies vegetais as
condi¢des ambientais da caatinga, mas pouco se sabe sobre os mecanismos de adaptagdo

das sementes dessas espécies a tais condigdes.

De acordo com Nonogaki et al. (2010), a germinagdo ¢ um processo complexo em
que a semente deve recuperar-se rapidamente da secagem sofrida no final do processo de
maturacdao, retomando uma intensidade sustentada do metabolismo, que proporcione
eventos celulares essenciais para permitir a emergéncia do embrido, e se preparar para o

crescimento subsequente das mudas. O inicio desse processo se da pela absorciao de dgua
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pela semente seca até que todas as matrizes e os conteidos celulares estejam

completamente hidratados.

Fatores que interferem na germinacdo de sementes de espécies arboreas tropicais
podem ser controlados geneticamente ou pelo ambiente. Entre os fatores controlados pelo
ambiente, o mais critico ¢ a auséncia de condi¢des Otimas para a germinacdo € O

estabelecimento de plantulas (BARBEDO & MARCOS FILHO, 1998).

Khajeh-Hosseini et al. (2003) afirmam que, dos diversos fatores ambientais capazes
de influenciar o processo germinativo, a disponibilidade de agua ¢ um dos mais
importantes. Isto se torna mais evidente, considerando as plantas cultivadas em regides de
escassez de chuvas. Assim, a disponibilidade hidrica ¢ vista como um fator limitante a
iniciacdo da germinagao de sementes e estabelecimento de plantulas no campo. Isso porque
afeta diretamente as relacdes hidricas em sementes e subseqiliente desenvolvimento de
plantulas, implicando direta ou indiretamente em todas as demais etapas do metabolismo,
incluindo reativagao do ciclo celular e crescimento (ROCHA, 1996; DE CASTRO et al.,
2000).

Segundo Larcher (2000), um dos métodos mais difundidos para determinagdo da
tolerancia das plantas aos estresses abiodticos € a observagdo da capacidade germinativa das
sementes nestas condigdes. A fim de serem simuladas condi¢des padronizadas de estresse
hidrico em condi¢des de laboratorio, estudos de germinagdo tém sido realizados com a
utilizacao de solugdes aquosas de polietilenoglicol (PEG), por serem compostos quimicos

inertes e nao toxicos (MURILLO-AMADOR et al., 2002; FANTI & PEREZ, 2004).

Considerando que a qualidade do processo germinativo ¢ influenciada pela
condic¢do hidrica do meio e que existem poucas informagdes, na literatura disponivel, sobre
o emprego do polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) e seus efeitos na germinacao de sementes
de mulungu (E. velutina), espécie que se propaga principalmente por sementes e encontra-
se submetida a essa condicdo ambiental, objetivou-se com esse trabalho estudar a
qualidade fisiologica das sementes, submetidas a diferentes niveis de potenciais osmoticos

induzidos por PEG-6000 na fase de germinagao.
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METODOLOGIA

Obtencao de sementes

Foram utilizadas sementes de E. velutina provenientes de matrizes do Municipio de
Jutai (Lagoa Grande -PE), cujas coordenadas sdo W 37° 18 03" S 90° 52" 92 "coletadas em
outubro de 2009. As sementes foram beneficiadas manualmente, acondicionada em saco
plastico transparente (0,15 mm de espessura) e mantidas em temperatura ambiente
(30°C+5°C, 56+6% UR) no Laboratorio de Analise de Sementes da Embrapa Semiarido —

LASESA, Petrolina —PE, local onde foram conduzidos os ensaios.
Teste de germinag¢do

Previamente aos ensaios fisiologicos procedeu-se a escarificagdo mecanica do
tegumento externo das sementes com o auxilio de uma mini-retifica (Western R-40). Em
seguida as sementes escarificadas foram submetidas a assepsia utilizando-se solugdo de
hipoclorito de sédio comercial (2%) por 2 minutos sendo posteriormente lavadas em dgua
destilada. As sementes foram acondicionadas, apds a assepsia, em substrato tipo rolos de
papel germitest, umedecidos com solugdes teste de PEG 6000 em diferentes potenciais
osmoticos 0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa, preparadas de acordo com Villela et al. (1991),
em volume correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato. Os rolos contendo as sementes
foram incubados em germinadores a 25°C, fotoperiodo de 12h por um periodo de 15 dias

consecutivos.

Foram consideradas germinadas as sementes que protrudiram radicula com pelo
menos 2 mm de comprimento sendo estas contadas diariamente. As variaveis avaliadas
foram: porcentagem de germinacdo, tempo médio, velocidade média, velocidade de

germinagdo e coeficiente de uniformidade de germinagdo (SANTANA & RANAL, 2004).
Teste de Germinagdo de Recuperagdo

As sementes que ndo germinaram ao final do periodo analisado foram lavadas em
agua destilada e acondicionadas em rolos de papel germitest, umedecidos com agua
destilada em volume correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato, adaptadas de Brasil
(2009), sendo estes incubados em germinadores a 25°C, fotoperiodo de 12h. Foram

consideradas germinadas as sementes que protrudiram radicula com pelo menos 2 mm de
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comprimento sendo estas contadas diariamente. As variaveis avaliadas foram: porcentagem

de germinacao relativa e tempo médio de germinagdo (SANTANA & RANAL, 2004).
Extracdo e andlise de Macromoléculas

Sementes de mulungu escarificadas foram submetidas a diferentes potenciais
osmoticos 0,0; -0,2 e -0,6 MPa em rolos de papel germitest, sendo mantidas em
germinador com fotoperiodo de 12h durante 2, 4, 7 e 10 dias. Ao final desses periodos de
embebicdo os cotilédones, embrido, parte aérea, raiz, bem como os cotilédones das
sementes quiescentes foram coletados e congelados em freezer -20°C até o momento da
extracdo. Simultaneamente a esse procedimento foi avaliado a germinacao das sementes a

cada periodo de coleta realizada.

A extracao das macromoléculas foi realizada apo6s homogeneizagdo de 0,5 g das
amostras coletadas em 5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5 e centrifugadas a
10.000 xg durante 20 min a 4°C. A partir do extrato obtido foram determinados os teores
de compostos soluveis espectrofotometricamente. Os agucares soluveis totais (AST) foram
determinados através das reagdes com antrona (MORRIS, 1948; YEMM & WILLIS,
1954); agucares redutores (AR) foram quantificados utilizando-se o dacido 3,5,
dinitrosalicilico (DNS) para oxidagdo desses compostos (MILLER, 1959); as proteinas
soluveis (PT) foram quantificadas determinadas obedecendo a metodologia descrita por
Bradford (1976) e os aminoacidos totais (AA) foram quantificados segundo metodologia

proposta por Rosen (1957).
Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto por
cinco tratamentos de potenciais osmoticos (0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa) e quatro
repeti¢cdes de 25 sementes. Os dados de porcentagem, tempo médio, velocidade média,
indice de velocidade, coeficiente de uniformidade da germinag¢do e das macromoléculas
foram analisados mediante andlise de varidncia utilizando o programa Assistat (SILVA,
2006). As diferengas entre as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Para efeito da andlise de varidncia, os dados de porcentagem de
germinagio foram transformados pela fungdo (x + 0,5)* foi estabelecido também o erro

padrao da média.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da andlise de variancia, todas as
variaveis analisadas no processo germinativo foram influenciadas pelos diferentes

potenciais osmoticos aplicados as sementes de E. velutina.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinagdo (G), tempo
médio de germinagdo (Tm), velocidade média de germinagdao (Vm), indice de
velocidade de germinagdo (IVG) e coeficiente de uniformidade na germinacao
(CUG) de sementes de Erythrina velutina Willd. submetidas a estresse hidrico
durante a germinacgao.

Fonte de variacao G ™ VM IVG CUG
F de Tratamentos 285,50*%  283,80* 85,43* 67,06* 11,65%*
C.V. (%) 5,73 7,52 13,35 15,65 42,39

ns= ndo significativo, *= significativo a 5%.

A porcentagem de germinacao permaneceu em niveis elevados até o potencial de -
0,6 MPa, acima desse valor o processo germinativo foi inibido em fungdo da restricao

hidrica promovida (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem e tempo médio de germinagdo em sementes de E. velutina Willd.

submetidas a estresse hidrico e posterior recuperagdao. Média de quatro
repeticdes = EPM.
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Quando restabelecidas as condigdes adequadas para germinacdo as sementes
submetidas ao potencial de -0,8 MPa germinaram 100% (Figura 1). Com este resultado
fica evidente que, neste potencial as sementes ndo perderam a viabilidade e nem entraram
em dorméncia. Esse tipo de resposta passa a ser bastante interessante em espécies que
quando submetidas a estresses hidricos mais severos e que logo apds as condig¢des se
restabelecerem, mostram a capacidade de germinarem numa velocidade ainda maior,
quando comparada com as sementes controle (sem restrigdo hidrica), possibilitando a

sobrevivéncia das sementes e da espécie.

De acordo com Bewley & Black (1994), o estresse hidrico em condig¢des naturais,
pode atuar de forma positiva no estabelecimento das espécies, pois provoca um atraso
consideravel no tempo de germinacdo das sementes. Dessa forma, a germinacdo ¢
distribuida no tempo e no espago, aumentando a probabilidade das plantulas encontrarem

condi¢gdes ambientais adequadas ao estabelecimento e desenvolvimento.

A influéncia da restri¢do hidrica imposta pelos potenciais osmoticos de -0,2 a -0,6
MPa, ficou evidente nas demais variaveis analisadas. Observou-se maior velocidade de
germinagdo para o controle (0,0) (Tabela 2) e a medida que reduziu-se o potencial
osmotico da solugdo, foi necessario maior tempo para a semente intumescer € germinar,
resultando em menor velocidade média de germinacao. A melhor taxa de uniformidade na

germinacgdo das sementes foi obtida no potencial de -0,2 MPa (Tabela 2).

Tabela 2. Germinagio (G, %), tempo médio (Tm, dias), velocidade média (Vm, dias™),
velocidade de germinagdo (IVG, protrusio de radicula.dia™) e coeficiente de
uniformidade na germinacdo (CUG) de sementes de E. velutina Willd.
submetidas a estresse hidrico durante a germinagao.

Tratamentos (MPa) G Tm Vm IVG CuG
0,0 100 a 4,43 ¢ 0,23 a 2,49 a 0,78 bc
-0,2 96 a 5,59¢ 0,18 b 1,77 b 1,63 a
-0,4 96 a 8,02b 0,12 ¢ 1,27 be 0,35 be
-0,6 96 a 11,77 a 0,08 ¢ 0,83 ¢ 0,95 ab

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Rosa et al. (2005) apresentam claramente a dificuldade imposta pelos potenciais

mais elevados na germinagdo de timbo (Ateleia glazioviana Baill), quando a partir de -0,4
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MPa observou-se um decréscimo acentuado na germina¢do acumulada no decorrer do
tempo, sendo agravada ainda mais ao utilizar os potenciais de -0,6 e -0,8 MPa. Ja para
canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert), o limite de tolerancia ao estresse

hidrico foi de -1,4 MPa (PEREZ et al., 2001).

Jeller & Perez (2001), trabalhando com sementes de Senna spectabilis (DC) Irwin
et Barn., submetidas ao estresse hidrico, observaram um decréscimo no potencial de
germinagdo. Os valores de germinacdo diferiram estatisticamente do controle (91,5%) a -
0,6 MPa (27%), indicando sensibilidade das sementes ao estresse. O menor porcentual de

germinagado foi observada em -0,7 MPa (16,2%), e auséncia de germinagdo em -0,8 MPa.

Fanti & Perez (2003) observaram um decréscimo significativo na germinagdo de
sementes de paineira (Chorisia speciosa A.St.-Hil.) com a reducdo dos niveis de potencial
osmotico, atribuida a menor difusdo da 4gua através do tegumento. A germinacdo de
sementes de leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit) responde negativamente ao
aumento do estresse osmotico, entretanto, a germinagdo ocorreu em todos os potenciais

testados, inclusive em condig¢des de estresse de -1,2 MPa (SOUZA FILHO, 2006).

O IVG de sementes de E. velutina contrap0s ao aumento do estresse osmotico. O
percentual de germinacdo apresentou redugdes na ordem de 3,5%, enquanto o IVG foi de
50%, nos potencias mais baixos (Tabela 2). Essas informacdes apontam para o IVG como
um fator mais sensivel aos efeitos do estresse osmodtico que o percentual de germinagao

(MARCOS FILHO, 2005).

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), a primeira etapa da germinagdo se processa
com a absorcdo de dgua pela semente, mediante embebi¢do. A dgua ¢ responsavel pela
reidratacdo, através da absorcdo, estando envolvida, direta ou indiretamente em todas as
demais etapas do metabolismo subsequente. Sua participacdo ¢ decisiva nas reagoes
enzimaticas, na solubilizagdo e no transporte de metabolicos € como reagente na digestao
hidrolitica de proteinas, carboidratos e lipidios dos tecidos de reserva da semente
(WOODSTOCK, 1998; MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989; DELL’AQUILA,
1992; CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Os resultados obtidos para a mobilizacdo de acgucares soluveis totais (AST),

acgucares redutores (AR), proteinas totais (PT) e aminoacidos (AA), em sementes de E.
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velutina submetidas a estresse hidrico durante o periodo de embebicao estdo representadas

nas Figuras 2 a 5.
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Figura 2. Teores de Acucares Soluveis Totais (umol g’ MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a estresse hidrico durante a

germinagao.

A mobilizacao de reservas de carbono e nitrogénio analisadas foi influenciada pela

restricdo hidrica nas sementes de E. velutina. Ocorreu um decréscimo de AST nos

cotilédones de todos os tratamentos em relagdo as sementes quiescentes. A sensibilidade a

restri¢ao hidrica foi observada em -0,2 MPa , no entanto, em -0,6 MPa a degradagdo de

AST foi ainda mais lenta em relagcdo aos demais tratamentos (Figura 2).

A redugdo do potencial osmético promoveu uma restri¢do hidrica que retardou o

processo germinativo das sementes em -0,6 MPa, onde foi observado um aumento nos

niveis de AR com 2 dias, com posterior redu¢do, podendo ser relacionado a menor

degradacao de AST nesta condigao (Figura 3).
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Figura 3. Teores de Agucares Redutores Totais (umol g@ MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a estresse hidrico durante a
germinagao.

A diminui¢do nos acucares livres observada durante o periodo pré-protrusdo
radicular pode ter relagdo com a ativacdo do metabolismo inicial da semente, fornecendo
energia para a germinacdo antes que os processos iniciais de mobilizagdo de reservas

possam ocorrer (PRITCHARD et al., 2002).

Segundo Pontes et al. (2002), a utilizagdo de amido ou de agucares solaveis €
variavel, dependendo da espécie, podendo ocorrer durante a germinacdo ou no estadio de
plantula. Durante a mobilizacdo de reservas de sementes de garapa (Apuleia leiocarpa
(Vogel) J.F.Macbr.) esses autores nao encontraram diferenga significativa nos teores de

agucares soltveis durante o periodo de embebigao.

Os teores médios de PT e AA nas sementes de mulungu foram influenciados com o
potencial osmotico e o tempo de embebicdo (Figuras 4 e 5, respectivamente). Nos

potenciais de 0 e -0,2 MPa os teores de proteinas sofreram uma redug¢dao nos periodos
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iniciais de embebicdo analisados (2 e 4 dias) em relagdo a sementes quiescentes nos

cotilédones. Os valores obtidos de PT permaneceram iguais durante o periodo pré-

germinativo e apos protrusdo da radicula para os mesmos potenciais (0 e -0,2 MPa),

embora apresentem uma tendéncia de decréscimo (Figura 4).

Os teores de AA nos cotilédones, parte aérea e raizes estudadas, nos tratamentos

controle e -0,2 MPa, variaram segundo as taxas de mobilizacao das proteinas (Figura 5).
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Figura 4. Teores de Proteinas Soltveis (umol g' MF) em sementes quiescentes (SQ) ¢ em
cotilédones (COT), eixo embrionario (EE), parte aérea (PA) e raiz (RZ) de
sementes de E. velutina Willd. submetidas a estresse hidrico durante a

germinagao.
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Figura 5. Teores de Aminoacidos Totais (pmol g'1 MF) em sementes quiescentes (SQ) e
em cotilédones (COT), eixo embrionario (EE), parte aérea (PA) e raiz (RZ) de
sementes de E. velutina Willd. submetidas a estresse hidrico durante a
germinagao.

De acordo com Bewley & Black (1994), as proteinas sdo mobilizadas durante a
germinagdo e subseqiiente crescimento das plantulas. Esses resultados também concordam
com os obtidos por Miintz et al. (2001) de que a mobilizacao das proteinas armazenadas
nos cotilédones so6 ¢ detectavel apos a protrusdo da radicula. Em sementes de sibipiruna
(Caesalpinia peltophoroides Benth), segundo Corte et al. (2006), o contetdo de proteinas
decresceu somente apds a protrusdo da radicula e crescimento das plantulas. J4 em
sementes de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) assim como em sementes de
mulungu, deste estudo as proteinas foram continuamente degradadas apos o inicio da

embebicdao (SUDA & GIORGINI, 2000).

A mobiliza¢ao de PT e AA foram reduzidas nas sementes submetidas -0,6 MPa até
o periodo de embebi¢do analisado de 10 dias (Figuras 4 e 5, respectivamente). Esses
resultados podem ser parcialmente explicados pela provavel inibicdo da atividade de

proteases nos cotilédones e da translocacao de seus produtos (aminoécidos) para o eixo
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embriondrio das sementes de E. velutina, devido a maior restri¢do hidrica proporcionada

pelo potencial osmoético da solugdo de PEG.

O déficit hidrico ocasiona um prolongamento da fase estacionaria do processo de
embebi¢do por causa da reducao da atividade enzimadtica e, conseqiientemente, um menor
desenvolvimento meristematico e atraso na protrusao da radicula (FALLERI, 1994), como
ocorreram nas sementes de E. velutina submetidas a -0,2 MPa e principalmente verificado
em -0,6 MPa. A solugdo osmotica influencia o vigor, sendo este mais sensivel que a

germinacao a deficiéncia hidrica.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:
- A germinagdo das sementes de E. velutina ¢ afetada pela restri¢ao hidrica;
- O limite maximo de tolerancia da espécie a restri¢do hidrica ¢ de -0,6 MPa;

- O processo de mobilizacdo e degradacdo de reservas das sementes foi totalmente

influenciado pela restri¢ao hidrica;

- As sementes de E. velutina utilizadas neste estudo apresentaram comportamento
diferenciado em relagdo ao desempenho da viabilidade e do vigor em diferentes niveis de

estresse hidrico simulado por polietilenoglicol.
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CAPITULO 111

EFEITO DO ESTRESSE SALINO NA MOBILIZACAO DE RESERVAS E
GERMINACAO DE SEMENTES DE Erythrina velutina Willd. (LEGUMINOSAE -
PAPILIONOIDEAE)
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RESUMO - Efeito do estresse salino na mobilizacio de reservas e germinacio de
sementes de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) - Este estudo foi
realizado para avaliar o efeito do estresse salino sobre a germinagdo ¢ mobiliza¢do de
reservas em sementes de E. velutina. Os testes conduzidos no Laboratorio de Analise de
Sementes da Embrapa Semidrido - LASESA, Petrolina - PE. Sementes mulungu
previamente escarificadas foram embebidas em solu¢des de NaCl preparadas com
diferentes condutividade elétrica (CE) 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ¢ 18 dS.m’l, dispostas em
rolo de papel, sendo mantidas em camara ajustada para 25 ° C, fotoperiodo de 12 h,
durante 10 dias. Foram avaliados a porcentagem, tempo médio, velocidade média, indice
de velocidade de germinagdo e coeficiente de uniformidade de germinagdo. As principais
macromoléculas (agucares soluveis totais, agucares redutores, proteinas soluveis e de
aminoacidos totais) foram quantificados nos cotilédones, o eixo embrionario, a parte aérea
e a raiz de sementes embebidas e os cotilédones de sementes quiescentes (controle). O
aumento da salinidade no meio de incubacdo ndo causou alteracdes significativas na
velocidade de germinacdo e IVG de sementes de mulungu. CE a partir de 12 dS.m’
exerceu um efeito negativo sobre o crescimento inicial, e retardou a mobiliza¢do de
compostos nas sementes de E. velutina. Os niveis de AST foram reduzidos quando
comparados com sementes quiescentes em todos os tratamentos e periodos de embebigao,
sendo seguido por um aumento na AR. Os niveis de PT ¢ AA foram influenciados pelo
aumento na concentracao de sal no substrato de germinagao. A salinidade contribuiu para
diminuir o vigor das sementes de E. velutina, tornando-se necessario mais estudos sobre o

comportamento da espécie durante o crescimento inicial das plantulas.

Palavras-chave: Salinidade, germinacao, mobilizacao de reservas, mulungu
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ABSTRACT - Effect of salt stress in reserves mobilization and seeds germination of
Erythrina velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) — This study was conducted to
assess the effect of salt stress on mobilization and germination of E. velutina seeds.The
tests were conducted at Laboratory of Seed Analysis of Embrapa Semiarid - LASESA,
Petrolina — PE. Mulungu seeds prior scarified were soaked in NaCl solutions prepared with
the electrical conductivity (EC) 0, 2, 4, 6, 8; 10, 12, 14, 16 and 18 dS.m™ and arranged in
paper roll and kept in chamber adjusted for 25°C, photoperiod of 12h, during 10 days.
Were assessed the percentage, average time, average speed, index of speed of germination
and coefficient of uniformity of germination. The main macromolecules (total soluble
sugars, reducing sugars, soluble protein and total amino acids) were quantified in
cotyledons, embryo, shoot and root of seeds soaked and cotyledons of quiescent seeds
(control). Increased salinity in the incubation medium did not cause significant changes in
germination, speed and IVG of Mulungu seeds. EC from 12 dS.m™' exerted a negative
effect on initial growth and slowing the mobilization of compounds in seeds. AST levels
were reduced when compared to quiescent seeds in all treatments and periods of soaking
and followed by an increase in AR. PT and AA levels were influenced by an increase in
salt concentration in the substrate of germination. However the salinity contributed to
decrease the vigor of E. velutina seeds, making it necessary more studies about the

behavior of specie during the initial growth of seedlings.

Key words: Salinity, germination, mobilization of reserves, mulungu
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INTRODUCAO

A salinizagdo dos solos ¢ um sério problema mundial, pois tem limitado
substancialmente a producdo agricola. Estima-se que 20% das terras cultivadas no mundo e
aproximadamente metade das terras irrigadas estejam afetadas por sais (SAIRAM &
TYAGI, 2004). Esse problema ¢ mais agudo nas regides semiaridas onde a baixa
pluviosidade e a elevada demanda evaporativa contribuem decisivamente para o
agravamento da saliniza¢do dos solos (VIEGAS et al., 2001). As altas concentragdes de
sais no solo, além de reduzir o potencial hidrico, podem provocar efeitos toxicos nas

plantas, causando distirbios funcionais e injirias no metabolismo.

A vegetacdo nativa da regido semiarida, devido a sua multiplicidade de uso,
apresenta grande valor sdcio-econdmico para o homem, no tocante a alimentagdo humana
e animal, medicina alternativa, producdo de madeira visando o fornecimento de lenha,
carvao e produtos industriais (fibras, dleos, resinas, ceras, tanino, madeira para diversas

finalidades), além da preservacao do solo, dos recursos hidricos e da fauna (LIMA, 1989).

As condicdes prevalecentes na regido semiarida do Nordeste brasileiro,
principalmente devido a existéncia de solos salinos, demonstram a necessidade de serem
desenvolvidos trabalhos objetivando o aproveitamento de seus recursos naturais. O cultivo
de espécies arboreas € uma alternativa promissora para a reintegragao de solos salinizados
por meio da exploracdo agricola (SANTOS et al.,, 1997). Os efeitos benéficos da
implantacdo dessas espécies nesses solos explicam-se pelo fato do seu sistema radicular
atingir camadas mais profundas do solo, aumentando a sua permeabilidade. Em geral, as
espécies arboreas possibilitam melhorias nas propriedades fisico-quimicas dos solos

(SHUKLA & MISRA, 1993).

Dentre as espécies de importancia econdmica, ornamental, medicinal e que se
encontra na lista de espécies ameagadas de extingdo a Erythrina velutina ¢ uma espécie
florestal, nativa do Nordeste brasileiro, com presenga na caatinga e pertencente a familia
Leguminosae, sendo popularmente conhecida por mulungu, cortigeira, canivete e suina.
Produz anualmente grande quantidade de sementes vidveis, sendo esta sua principal via de
propagacdo. E, portanto, uma planta que cresce em meio as condigdes de seca, salinidade e
a altas temperaturas na maior parte do ano (LORENZI & MATOS, 2002; CARVALHO,
2008).
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Segundo Larcher (2000), um grau moderado de resisténcia ao sal em plantas ¢ util
na tentativa de utilizacdo de solos afetados por sais em regides secas. O estresse salino ¢
um dos agentes abiodticos estressores mais relevantes € um dos mais estudados pela
comunidade cientifica, o que se comprova pela grande produgdo literaria em torno dessa
tematica. Entretanto, ndo ha conhecimento disponivel para o manejo e anélise das sementes
da maioria dessas espécies, de modo a fornecer dados que possam caracterizar seus
atributos fisicos e fisiologicos. Ha também, necessidade de se obter informagdes basicas
sobre a germinagdo, cultivo e potencialidade de espécies nativas, visando sua utilizacao
para os mais diversos fins (AGUIAR et al., 1993; ZANON et al., 1997; ARAUJO NETO et
al., 2003).

Para que as sementes germinem ¢ necessario que existam condi¢des favoraveis de
luz, temperatura e disponibilidade de agua (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). O
processo germinativo se inicia com a absorcdo de agua por embebicdo, porém, ha
necessidade de que a semente alcance um nivel de hidratacdo que permita a reativagdo dos
seus processos metabolicos para o estabelecimento das plantulas. Os solos salinos e
sodicos nem sempre disponibilizam essa quantidade de dgua que a sementes necessitam.
Segundo Braga et al. (2009), o periodo germinativo ¢ importante para a sobrevivéncia das

espécies florestais, principalmente nesses locais onde a disponibilidade de dgua ¢ limitada.

Em sementes o excesso de sal causa restricdo da captacdo de agua devido a
diminuicdo do potencial osmédtico do substrato (CHAVES, et al., 2009), retardando a
embebicdo das sementes ou o alongamento da raiz, além de provocar toxicidade nos
tecidos devido ao acimulo em excesso dos ions Na' e CI (ESTEVES & SUZUKI, 2008;
GOIS et al., 2008). A toxicidade idnica pode ainda ocasionar o atraso da emergéncia das
plantulas e da mobilizagdo de reservas ou até diminuir a viabilidade das sementes, por
afetar processos fisiologicos e metabolicos dos tecidos embrionarios (ESTEVES &

SUZUKI, 2008; KUMAR et al., 2008; MUNNS & TESTER, 2008; VOIGT et al., 2009).

O grau de tolerancia ao estresse salino depende da capacidade das plantas
minimizarem os efeitos da salinidade, através de mecanismos especificos de adaptacdo
(LARCHER, 2000). De acordo com Lima & Torres, (2009) um dos métodos mais
difundidos para determinacdo da sensibilidade das plantas a salinidade ¢ a observagdo da

porcentagem de germinagdo em substratos salinos, desta forma, objetivou-se com este
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trabalho verificar a mobilizacdo de reservas e a germinagdo de sementes de E. velutina

submetidas a diferentes concentragdes de solugdo de NaCl durante a germinagao.

METODOLOGIA

Obtencdo de sementes

Foram utilizadas sementes de E. velutina provenientes de matrizes do Municipio de
Jutai (Lagoa Grande -PE), cujas coordenadas sio W 37° 18 03" S 90° 52" 92 "coletadas em
outubro de 2009. As sementes foram beneficiadas manualmente, acondicionada em saco
pléastico transparente (0,15 mm de espessura) e mantidas em temperatura ambiente
(30°C+5°C, 56+6% UR) no Laboratorio de Analise de Sementes da Embrapa Semiarido —

LASESA, Petrolina —PE, local onde foram conduzidos os ensaios.
Teste de germinagdo

Previamente aos ensaios fisioldgicos procedeu-se a escarificagdo mecanica do
tegumento externo das sementes com o auxilio de uma mini-retifica (Western R-40). Em
seguida as sementes escarificadas foram submetidas a assepsia utilizando-se solugdo de
hipoclorito de s6dio comercial (2%) por 2 minutos, sendo posteriormente lavadas em agua
destilada. As sementes foram acondicionadas, apos a assepsia, em substrato tipo rolos de
papel germitest, umedecidos com solu¢des de NaCl, em volume correspondente a 2,5
vezes 0 peso do substrato, adaptada de Brasil (2009), em diferentes concentracdes de
condutividade elétrica (CE) aferidas em 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ¢ 18 dS.m™. Para
obten¢do das solugdes de NaCl, seguiu-se a tabela proposta por Richards (1980), onde
quantidades de sal foram diluidas em &4gua destilada e, posteriormente, tiveram sua

condutividade elétrica medida em condutivimetro “Digimed” modelo CD-21.

Os rolos contendo as sementes foram incubados em germinadores a 25°C,
fotoperiodo de 12h por um periodo de 10 dias consecutivos. Foram consideradas
germinadas as sementes que protrudiram radicula com pelo menos 2 mm de comprimento
sendo estas contadas diariamente. As varidveis avaliadas foram: porcentagem de
germinacdo, tempo médio, velocidade média, velocidade de germinagdo e coeficiente de

uniformidade de germina¢ao (SANTANA & RANAL, 2004).
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Extracdo e andlise de Macromoléculas

Sementes de mulungu escarificadas foram submetidas a solugdes de NaCl em
diferentes concentracdes, de condutividade elétrica (CE) aferidas em 0, 4, 8, 12 dS.m™ em
rolos de papel germitest, sendo mantidas em germinador com fotoperiodo de 12h durante
2,4, 7 e 10 dias. Ao final desses periodos de embebig¢ao os cotilédones, embrido, parte
aérea, raiz, bem como os cotilédones das sementes quiescentes foram coletados e
congelados em freezer -20°C até o momento da extracdo. Simultaneamente a esse

procedimento foi avaliado a germinagdo das sementes a cada periodo de coleta realizada.

A extracao das macromoléculas foi realizada apo6s homogeneizagdo de 0,5 g das
amostras coletadas em 5 mL de tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5 e centrifugadas a
10.000 xg durante 20 min a 4°C. A partir do extrato obtido foram determinados os teores
de compostos soluveis espectrofotometricamente. Os agucares soluveis totais (AST) foram
determinados através das reagdes com antrona (MORRIS, 1948; YEMM & WILLIS,
1954); agucares redutores (AR) foram quantificados utilizando-se o dacido 3,5,
dinitrosalicilico (DNS) para oxidagao desses compostos (MILLER, 1959); as proteinas
soluveis (PT) foram quantificadas determinadas obedecendo a metodologia descrita por
Bradford (1976) e os aminoécidos totais (AA) foram quantificados segundo metodologia

proposta por Rosen (1957).
Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto por
dez tratamentos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ¢ 18 dS.m’1) para os dados de germinagao e
quatro tratamentos (0, 4, 8, 12 dS.m™) para os dados de macromoléculas com quatro
repeti¢des de 25 sementes. Para os dados de porcentagem, tempo médio, velocidade média,
indice de velocidade e coeficiente de uniformidade da germinacdo apods andlise de
variancia, foi realizada analise de regressdo dos dados utilizando o programa Assistat
(SILVA, 2006). Para o ajuste das equacdes de regressdo, foi selecionado o modelo
significativo, que apresentou maior coeficiente de determina¢do. Os dados de
macromoléculas foram analisados mediante andlise de variancia utilizando o mesmo
programa e as diferencas entre médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.



71

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o resultado da andlise de varidncia apresentados na Tabela 1, a
redugdo no potencial osmético, induzida pelo tratamento com NaCl, ndo provocou

alteragdes significativas nos parametros germinativos das sementes de E. velutina.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinagdo (G), tempo
médio de germinagdo (Tm), velocidade média de germinagdao (Vm), indice de
velocidade de germinagdo (IVG) e coeficiente de uniformidade na germinacao
(CUG) de sementes de Erythrina velutina Willd. submetidas diferentes
concentragdes de solu¢do de NaCl durante a germinagao.

Fonte de variacao G ™ VM IVG CUG
F de Tratamentos 0,935™ 2,996™ 2,356™ 1,904™ 0,865™
C.V. (%) 2,02 4,63 1,59 5,83 14,23

ns= ndo significativo, *= significativo a 5% de probabilidade.

A porcentagem de germinagao nao diminuiu com o aumento da concentragao de sal
no substrato. Na auséncia de sal (controle) a porcentagem de germinagdo das sementes
atingiu 100%, necessitando de 4,67 dias para que o processo ocorresse (Figura 1).
Sementes tratadas com 18 dS.m™ de NaCl apresentaram 97,8% de germinagdo, com 5,96

dias para que o processo ocorresse, o que nao diferiu ao controle.
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo e tempo médio (Tm) de sementes de Erythrina
velutina Willd. submetidas a diferentes concentragdes de solucdo de NaCl

durante a germinacgao.
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De forma diferente ao que ocorreu em sementes de E. velutina, em sementes de
paineira (Chorisia speciosa A.St.-Hil.) (FANTI & PEREZ, 2004) nao foi verificado um
limite elevado de tolerancia ao estresse salino, podendo ser classificada como glicéfita,
com moderada tolerancia ao NaCl. Entre as espécies que apresentaram limite de tolerancia
ao estresse salino semelhante ao verificado em sementes de paineira pode-se citar
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (CAVALCANTE & PEREZ, 1995), Bauhinia
forficata L. (FANTI & PEREZ, 1996), Copaifera langsdorffii Desf. (JELLER & PEREZ,
1997), Adenanthera pavonina L. (FANTI & PEREZ, 1998), Jatropha curcas L.
(ANDREO-SOUZA et al., 2010) e Carthamus tinctorius L. (DANTAS et al., 2011).

A reducdo na porcentagem de germinagdo e o atraso no inicio do processo
germinativo com o aumento do estresse salino ocorridos nessas espécies podem estar
relacionados com a seca fisiologica produzida, pois quando existe aumento da
concentracdo de sais no meio germinativo, ha uma diminui¢do do potencial osmético e,
consequentemente, uma redu¢do do potencial hidrico. Esta redugdo pode afetar a cinética
de absorcdo de agua pelas sementes (efeito osmotico), como também elevar a niveis
toxicos a concentracao de ions no embrido (efeito toxico) (CRAMER et al., 1986; TOBE
et al., 2000).

O IVG nao foi significativo na indicagdo dos efeitos negativos dos niveis de
salinidade aplicados as sementes de E. velutina (Tabela 1). Resultados contrarios foram
encontrados para sementes de algarobeira (Prosopis juliflora (Sw) DC) (PEREZ &
TAMBELINI, 1997), de Stylosanthes capitata Vogel (OLIVEIRA et al., 2008) e de
barriguda (Chorisia glaziovii (0.) Kuntze) (GUEDES, et al., 2011) onde o efeito da
salinidade foi mais acentuado no IVG do que na porcentagem de germinacdo. Da mesma
forma a velocidade média, indice de velocidade de germinacdo e coeficiente de
uniformidade na germinacdo das sementes de E. velutina, ndo sofreram alteragdes

significativas pelo acréscimo dos niveis de salinidade das solugdes de NaCl.

Sementes de plantas de areas com baixo indice de pluviosidade, como as do
semidrido, como estratégia de sobrevivéncia, germinam mais rapido do que as de outros
habitats, ja que estdo programadas fisiologicamente para germinarem no curto espago de

tempo das estagdes chuvosas e em que os niveis de salinidade do solo sdo geralmente
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reduzidos e hé disponibilidade de 4gua suficiente para favorecer a germinagdo (GORAI &

NEFFATI, 2007; 2009).

Conforme Gois et al. (2008) a redugdo do poder germinativo, em comparagdo com
o controle, serve como um indicador do indice de tolerancia da espécie a salinidade. Nesse
método, a habilidade para germinar indica, também, a tolerancia das plantas aos sais em
estadios subseqiientes do desenvolvimento (TAIZ & ZEIGER, 2006). De acordo com os
resultados obtidos neste trabalho a germinagdo das sementes de E. velutina nao foi afetada
negativamente, podendo a espécie ser considerada tolerante a salinidade, no entanto, nao

significa que o estabelecimento das plantulas nessas condi¢des obtenham sucesso.

Em condi¢des de déficit hidrico, em que os potenciais de dgua externos sao muito
baixos, a absor¢do de agua pela semente ¢ restrita, tornando invidvel a seqiiéncia de
eventos metabolicos que culminam para a emergéncia das plantulas (CUSTODIO et al.,
2009). De acordo com Munns & Tester (2008), o crescimento radicular pode ser
restringido tanto pelo déficit hidrico induzido pela osmolaridade elevada da solugdo,
quanto pela toxicidade idnica envolvendo danos metabodlicos e fisiologicos, podendo

retardar estabelecimento da plantula.

Os resultados obtidos para a mobilizacdo de agucares soluveis totais (AST),
acucares redutores (AR), proteinas totais (PT) e aminoacidos (AA), em sementes
submetidas a diferentes concentragdes de solu¢cdo de NaCl durante o periodo de embebigao

estao representadas nas Figuras 2 a 5.

Os niveis de AST reduziram quando comparados ao das sementes quiescentes em
todos os tratamentos e periodos de embebic¢ao, acompanhado de aumento dos AR (Figura 2
e 3, respectivamente). A partir de 4 dS.m™ ocorreu uma menor mobilizagio de AST nas
plantulas aos 10 dias de incubagao, esse acimulo pode indicar uma tentativa de protecao e
tolerancia promovido pela salinidade (Figura 2). Em 12 dS.m™ a reduciio na mobilizacio
de AST ocorreu a partir de 4 dias, acompanhado de um retardo no desenvolvimento da

plantula.
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Figura 2. Teores de Agucares Soluveis Totais (umol g' MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes concentracdes de
solugdo de NaCl durante a germinagao.

O acumulo de acgucares soluveis ¢ uma caracteristica comum nas células de plantas
submetidas ao estresse salino. Aclcares tém um papel no ajustamento osmotico, mas
também tem efeitos indiretos de protecdo, como na estabilizagdo de proteinas
(CARPENTER et al., 1990, BIANCHI et al., 1991). No entanto, a toxicidade i6nica pode
ocasionar o atraso da emergéncia das plantulas e da mobilizagdo das reservas ou até
diminuir a viabilidade das sementes (ESTEVES & SUZUKI, 2008; KUMAR et al., 2008;
MUNNS & TESTER, 2008; VOIGT et al.,, 2009). Essa mudanca ¢ causada pela
modificacdo na modulacdo da expressdo e atividade de enzimas reguladoras na via

metabolica (RAMANJULU & BARTELS, 2002).

As maiores variacdes no teor de AR ocorreram ao longo dos dias 4, 7 e

especialmente aos 10 dias (Figura 3), ocorreu um acumulo de AR com o aumento da CE e
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do tempo de exposicdo das sementes de E. velutina, verificando-se uma modificagdo no
padrdo do processo de mobilizacdo desses agucares e retardando o crescimento inicial das

plantulas, denotando a sensibilidade da emergéncia da plantula ao estresse.
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Figura 3. Teores de Acucares Redutores Totais (umol g MF) em sementes quiescentes
(SQ) e em cotilédones (COT), eixo embriondrio (EE), parte aérea (PA) e raiz
(RZ) de sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes concentracoes de
solucao de NaCl durante a germinagao.

A resisténcia a salinidade € descrita como a habilidade de evitar, por meio de uma
regulacdo salina, que excessivas quantidades de sal provenientes do substrato alcancem o
protoplasma e também, de tolerar os efeitos toxicos e osmoticos associados ao aumento da
concentracdo de sais (LARCHER, 2000). O aumento da concentragdo de compostos como
prolina, polidis e aclicares, serve para manter o potencial osmoético da célula compativel
com a manuten¢do da estabilidade de algumas macromoléculas, proporcionando redugao
na perda de atividade enzimdtica ou da integridade da membrana, que ocorrem quando

existe estresse hidrico ou salino (FREIRE, 2000).
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Os niveis de PT (Figura 4) e AA (Figura 5) presentes nas sementes sofreram

influéncia do aumento da concentragdo de sal no substrato de germinacdo. O teor de PT

dos cotilédones se mantiveram constante a partir de 4 dias para sementes submetidas a 4 e

8 dS.m'l, no entanto, ocorreu uma reducao desse teor a partir de 10 dias nos cotilédones

das sementes expostas a 8 dS.m™. Em sementes submetidas 4 12 dS.m™" os teores de PT

reduziram significativamente ao longo do periodo de embebi¢ao (Figura 4).

Em relagdo ao controle houve menor mobilizacdo de AA dos cotilédones para o

eixo embrionario, os teores de AA nos cotilédones mantiveram-se constantes a partir de 4

dS.m™ (Figura 5).
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sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes concentracdes de solugao

de NaCl durante a germinagao.
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Figura 5. Teores de Aminoacidos Totais (pmol g'1 MF) em sementes quiescentes (SQ) e
em cotilédones (COT), eixo embrionario (EE), parte aérea (PA) e raiz (RZ) de
sementes de E. velutina Willd. submetidas a diferentes concentragdes de solucao
de NaCl durante a germinagao.

A quantidade de sais soluveis a partir de 4 dS.m™" , exerceu efeito no crescimento
inicial retardando a expansdao do eixo e a mobilizagdo dos compostos nas sementes de
mulungu a partir de 4 dias de exposi¢do a solucao salina. A inibi¢do do crescimento
ocasionada pela salinidade, segundo Tobe et al. (2000), se deve tanto ao efeito osmético,
ou seja, a seca fisioldgica produzida, como ao efeito toxico, resultante da concentracdo de
ions no protoplasma, de acordo com Essa (2008) a toxicidade i6nica pode causar reducao
no crescimento das plantas sob estresse salino por desencadear danos as membranas e

reducdo da atividade de enzimas hidroliticas.

A inibicdo da mobilizagdo das reservas, segundo Prisco etal. (1981), pode ser
atribuida aos efeitos dos sais na sintese "de novo" e atividade das enzimas responsaveis
pela hidrdlise e translocacao dos produtos hidrolisados dos tecidos de reserva para o eixo

embrionario, afetando deste modo o processo germinativo.
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A habilidade do protoplasma de tolerar altas concentragdes de sal depende da
compartimentalizacdo seletiva dos ions que entram na célula. A maior parte dos ions
provenientes dos sais acumulam-se nos vacuolos, processo que reduz a concentragdo de
sais a que o citoplasma estd submetido, com protecao do sistema de enzimas dos efeitos do
estresse salino (LARCHER, 2000). O equilibrio osmoético entre o citoplasma e os
diferentes compartimentos celulares, como o vactolo, ¢ mantido por meio da sintese de
compostos organicos com atividade osmotica. Os carboidratos soluveis e os aminoacidos
contribuem para a protegdo das biomembranas e das proteinas em relacdo aos efeitos

deletérios da alta concentragdo ionica (FRANCO et al., 1999; LARCHER, 2000).

A germinacdo das sementes de mulungu ndo foi afetada negativamente pelas
concentragdes de NaCl testadas, podendo a espécie ser considerada tolerante a salinidade.
Entretanto, isso ndo significa que tenha potencial para vegetar em condigdes salinas com

concentracoes similares ao do intervalo utilizado neste trabalho.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- A germinacao das sementes de E. velutina nao foi afetada negativamente até¢ a CE de 18
dS.m™', podendo a espécie ser considerada tolerante a salinidade com base em dados de

germinacao;

- Os resultados da mobiliza¢do de reservas evidenciam sua utilizagdo para a germinagao,
no entanto, nas demais etapas do desenvolvimento ficaram verificadas a diminui¢do no

vigor das sementes com relagdo ao crescimento inicial;

- Faz-se necessario um estudo do particionamento de assimilados em sementes de E.
velutina submetidas a salinidade durante o crescimento inicial de plantulas em um maior

periodo de tempo.
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RESUMO - Efeito do estresse salino no crescimento de plantulas Erythrina velutina
Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) - A germinacdo e o crescimento de plantulas sdo
os estagios de desenvolvimento mais sensiveis a salinidade, em regides do semiarido, o
desenvolvimento inicial de algumas espécies acontece sob condi¢des hidricas restritivas e
elevado acumulo de ions. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do estresse salino
sobre o crescimento plantulas de Erythrina velutina. As sementes de mulungu foram
colocadas para germinar em solu¢do de NaCl preparada em diferentes condutividade
elétrica (CE): 0, 4, 6, 8 ¢ 12 dS.m™ e mantidas em cdmara de germinagio (tipo BOD)
ajustada a temperatura constante de 25°C, 12h de luz, por 16 dias. Além do niimero de
sementes germinadas (%), foram analisadas: comprimento, a massa fresca e seca da parte
aérea e da raiz primaria das plantulas. A massa seca da parte aérea e raiz foi posteriormente
utilizada para extragdo e quantificacdo dos agucares soluveis totais (AST); aglcares
redutores (AR); sacarose (SAC); proteinas soluveis (PT) e aminoacidos totais (AA). A
germinagdo das sementes de E. velutina nao foi afetada pelo tratamento de simulagdo de
estresse salino, no entanto os dados obtidos no teste de vigor de plantulas foi afetado
negativamente apos 16 dias de estresse. Solugdes de maior CE foram capazes de reduzir a
produ¢do de massa seca proporcionando diminuicdo da razdo parte aérea/raiz de E.
velutina. A restricdo hidrica promovida pelo sal provocou uma desaceleragdo dos
processos fisiologicos e bioquimicos durante a germina¢io. Em 6dS.m™ ocorreu uma
mudan¢a no padrdo de mobilizagdo das reservas , indicando uma tentativa de ajuste
osmotico. Esta espécie provavelmente ndo suporta crescer em solos com potencial
osmotico superior a 6 dS.m™ CE. A limitada disponibilidade de 4gua e alta concentragio
de ions toxicos afetaram negativamente o crescimento inicial de mulungu que mostraram-

se menores € baixa producao de massa seca.

Palavras-chave: Salinidade, vigor, macromoléculas, caatinga.
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ABSTRACT - Effect of salt stress on growth Erythrina velutina Willd. (Leguminosae -
Papilionoideae) seedlings - Seed germination and initial growth of seedlings are more
sensitive to salinity and regions such as semiarid the initial development of some species
occurs under restrictive water conditions and high accumulation of ions. The objective of
this study was to evaluate the effect of salinity on growth of Erythrina velutina seedlings.
Mulungu seeds were germinated in NaCl solution prepared in different electrical
conductivity (EC): 0, 4, 6, 8 and 12dS.m" and kept in a germination chamber (BOD)
adjusted to a constant temperature of 25°C, 12 hours light, for 16 days. Besides the number
of germinated seeds (%), were analyzed: total length, fresh and dry weight of shoot and
primary root. The dry weight of shoot and root was subsequently used for extraction and
quantification of soluble sugars (AST), sugars (RS), sucrose (SAC), soluble proteins (TP)
and total amino acids (AA). The germination of mulungu was not affected by simulation of
salt stress, differently from results of vigor. Solutions of higher EC were able to reduce the
production of dry mass providing lower shoot/root of E. velutina seedlings. The water
restriction promoted by salt caused a slowing of physiological and biochemical processes
during germination. In 6dS.m™ was a change in the pattern of reserve mobilization,
indicating an attempt to osmotic adjustment. This specie probably does not support grow
on osmotic potential exceeding 6 dS.m™'. The limited availability of water and high
concentration of toxic ions negatively affected the initial growth of mulungu that proved to

be smaller and lower dry matter production.

Key words: Salinity, vigor, macromolecules, caatinga
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INTRODUCAO

O termo salino aplica-se a solos cuja condutincia é maior que 4 mmhos cm™ a
25°C (Allison et al., 1985). A salinizagdo dos solos ¢ um sério problema no mundo inteiro
e tem crescido substancialmente, causando perdas na produtividade das culturas. Esse
problema vem afetando os recursos hidricos das regides semiaridas, onde a baixa
pluviosidade e a elevada demanda evaporativa contribuem decisivamente para o

agravamento da salinizagdo dos solos (VIEGAS et al., 2001).

A ocorréncia de solos salinos e sodicos ¢ comum nas regioes aridas e semiaridas,
pela baixa precipitagdo pluvial e alta taxa de evaporagdo. Por isso, os sais ndo sao
lixiviados, acumulando-se em quantidades prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento
das plantas. Essas condigdes prevalecentes na regido semidrida do Nordeste brasileiro
demonstram a necessidade de serem desenvolvidos trabalhos objetivando o aproveitamento
de seus recursos naturais, notadamente aqueles relacionados com o nivel de tolerancia da

espécie a essas condigdes adversas, como no caso da salinidade dos solos.

A caatinga ¢ a vegetacao predominante na area do semiarido e apesar de suas
condicdes severas, este bioma apresenta uma surpreendente diversidade de ambientes,
proporcionados por um mosaico de tipos de vegetacdo, em geral caducifolia, xerofila e, por
vezes, espinhosa, variando com o mosaico de solos e a disponibilidade de &agua

(VELLOSO et al., 2002).

As espécies nativas deste bioma sdo adaptadas as severas condi¢des climaticas
predominantes na regido, podendo constituir uma importante alternativa para o
aproveitamento e recuperagdo das dreas salinizadas ou em processos de salinizagdo,
condigdes em que a exploragdo de muitas espécies agricolas ¢ inviavel economicamente

(SILVA et al., 2009).

O mulungu (Erythrina velutina Willd.) ¢ uma leguminosa nativa do bioma caatinga,
de propagacdo principalmente por sementes € que apresenta relevante importancia
economica ¢ medicinal (LORENZI & MATOS, 2002; CARVALHO, 2008). Infelizmente,
essa espécie ainda ¢ pouco estudada nos diversos aspectos agrondomicos, especialmente em

condicdes de estresse salino.
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A germinacdo e o crescimento inicial de plantulas sdo os estigios de
desenvolvimento mais sensiveis a salinidade e independem da tolerancia da planta mae ao
sal (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989). Para que o estabelecimento de espécies
tenha sucesso na regido do Semiarido Brasileiro, ¢ necessario que as sementes germinem e
as plantas crescam rapidamente enquanto a agua estiver disponivel e sobrevivam a longos

periodos de seca.

As plantas ampliaram seus mecanismos bioquimicos e moleculares para tolerar o
estresse salino através de produtos e processos alternativos. Os mecanismos de tolerancia
aos sais podem ser simples ou extremamente complexos. Os meios mais simples envolvem
alteracdo de algumas vias bioquimicas e os mais complexos envolvem maior prote¢ao do
sistema respiratorio e fotossintético, uso eficiente da d4gua, manuten¢do da parede celular e
cromossomos (MUNNS, 1993; MUNNS, 2002; WINICOV, 1998; BOTELLA et al.,
1994).

A inibicdo do crescimento das plantas sob salinidade ocorre por duas razdes. A
primeira ¢ devido ao efeito osmotico ou déficit hidrico provocado pela salinidade, que
reduz a absor¢do de dgua. A segunda ¢ devido ao efeito especifico dos ions ou excesso de
ions, que entram no fluxo de transpiracdo e eventualmente causam injurias nas folhas,

reduzindo assim o crescimento (MUNNS, 2005).

Os niveis de tolerancia as concentracoes de sais letais sdo diferenciados nas plantas,
utilizando-se de uma variedade de mecanismos entre as distintas espécies. A tolerancia a
salinidade ¢ a capacidade das plantas de desenvolverem e completarem seu ciclo de vida
sobre um substrato que contém elevada concentragdo de sais soluveis (FLOWERS et al.,

1977, GREENWAY & MUNNS, 1980).

Segundo Deuner et al. (2011) enquanto plantas halofitas sdo capazes de crescer em
solos com concentracdes de sais de até 20%, as glicofitas, que envolvem a maioria das
plantas cultivadas, t€m seu crescimento inibido em concentracdes da ordem de 0,3% a
0,5%. Ainda de acordo com esse autor, a tolerancia de plantas a salinidade ¢ varidvel em

funcdo do ciclo fenoldgico ou do seu estddio de desenvolvimento.
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Ribeiro-Reis (2012"), estudando a influéncia da salinidade na germinacao de
sementes de E. velutina verificaram que a germinacdo das sementes ndo foi afetada
negativamente (Figura 1, Capitulo III). No entanto, esses resultados nao confirmaram se a
espécie tem potencial para vegetar em condigdes salinas com concentragdes similares ao
do intervalo utilizado no estudo, fazendo-se necessario um estudo mais aprofundado sobre
o estabelecimento das plantulas de E. velutina em condi¢des de estresse. Uma vez que o
mulungu ¢ uma espécie nativa e de importancia para o bioma caatinga e encontra-se
submetida a essas condigdes durante o seu desenvolvimento, objetivou-se com esse
trabalho verificar o efeito do estresse salino no crescimento inicial de plantulas dessa

espécie.

METODOLOGIA

Obtencao de sementes

Foram utilizadas sementes de E. velutina provenientes de matrizes do Municipio de
Jutai (Lagoa Grande -PE), cujas coordenadas sdo W 37° 18 03" S 90° 52" 92 "coletadas em
outubro de 2009. As sementes foram beneficiadas manualmente, acondicionada em saco
plastico transparente (0,15 mm de espessura) e mantidas em temperatura ambiente
(30°C+5°C, 56+6% UR) no Laboratorio de Analise de Sementes da Embrapa Semiarido —

LASESA, Petrolina —PE, local onde foram conduzidos os ensaios.
Teste de vigor — Crescimento de Plantulas

Previamente aos ensaios para obtencdo de plantulas procedeu-se a escarificacio
mecanica do tegumento externo das sementes com o auxilio de uma mini-retifica (Western
R-40). Em seguida as sementes escarificadas foram submetidas a assepsia utilizando
solugdo de hipoclorito de sédio comercial (2%) durante 2 minutos sendo posteriormente
lavadas em 4gua destilada. A avaliacdo do crescimento de plantulas foi feita de acordo com
Nakagawa (1999). Quatro subamostras de 10 sementes foram distribuidas sobre uma linha

tragada no tergo superior, no sentido longitudinal do papel germitest, umedecidos com

' RIBEIRO-REIS, R.C. Efeito do estresse salino na mobilizagio de reservas e germinagdo
de sementes de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae — Papilionoideae), 2012. Dados
ndo publicados.
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solugdo de NaCl, correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato, em diferentes
concentracdes, de condutividade elétrica (CE) aferidas em 0, 4, 6, 8 ¢ 12 dS.m™". Para
obtenc¢do das solugdes de NaCl, seguiu-se a tabela proposta por Richards (1980), em que
quantidades de sal foram diluidas em agua destilada e, posteriormente, tiveram sua

condutividade elétrica medida em condutivimetro “Digimed” modelo CD-21.

As sementes foram posicionadas com a extremidade da radicula para a parte
inferior do papel. Foram confeccionados rolos semelhantes ao teste de germinagdo
(BRASIL, 2009) e as quatro repeti¢des (quatro rolos) foram agrupadas, vedados em saco
plastico e colocados verticalmente, de maneira que o geotropismo se manifestasse
naturalmente e facilitasse as avaliagdes das plantulas, no interior do germinador do tipo

BOD ajustado a temperatura constante de 25°C, fotoperiodo de 12h por 16 dias.

Apos este periodo avaliou-se a quantidade de sementes germinadas através do
numero de plantulas e ap6s remoc¢do dos cotilédones mediu-se o comprimento da parte
aérea e da raiz principal. A partir dessas avaliagdes obteve-se um valor representado pela
divisdo do somatorio dos comprimentos verificados, independentemente da classificacao
das plantulas, pelo numero total de individuos de cada repeticdo. A massa fresca da parte
aérea e da raiz foi determinada a partir do peso destas partes das plantulas de cada
repeticdo, resultantes da avaliagdo do teste de comprimento da plantula sob diferentes
solucdes salinas. Apos a pesagem inicial foram acondicionadas em sacos de papel (Kraft) e
colocadas para secar em estufa com circulagdo de ar a 70°C, durante 48 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram retiradas da estufa, colocadas em dessecador, e em seguida

foram pesadas para determinacao da massa seca total das plantulas da repetigao.
Extracao e anadlise de Macromoléculas

Para esse procedimento foram utilizados a massa seca da parte aérea e raiz das
plantulas submetidas as diferentes solucdes de NaCl do teste de vigor. A extragdo das
macromoléculas foi feita através da homogeneizagdo de 0,2 g das amostras coletadas em 6
mL de tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5 e centrifugadas a 10.000 xg durante 20 min
a 4°C. A partir do extrato obtido foram determinados os teores de compostos soluveis
espectrofotometricamente. Os aglcares soluveis totais (AST) foram determinados através
das reagdes com antrona (MORRIS, 1948; YEMM & WILLIS, 1954); actcares redutores

(AR) foram quantificados utilizando-se o acido 3,5, dinitrosalicilico (DNS) para oxidagao
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desses compostos (MILLER, 1959); a sacarose (SAC) foi quantificada através da reagao
com antrona fria, apos adicdo de KOH quente (PASSOS, 1996); as proteinas soluveis (PT)
foram quantificadas seguindo a metodologia descrita por Bradford (1976) e os
aminoacidos totais (AA) foram quantificados segundo metodologia proposta por Rosen

(1957).
Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado consistindo
de cinco tratamentos (0, 4, 6, 8 e 12 dS.m™) e quatro repeti¢des. Apos analise de varidncia,
foi realizada analise de regressdao dos dados utilizando o programa Assistat (SILVA, 2006).
Para o ajuste das equagdes de regressdo, foi selecionado o modelo significativo que
apresentou maior coeficiente de determinagdo. Foi estabelecido também o erro padrao da

média para os dados cujas equacdes nao se ajustaram (na).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo das sementes de E. velutina ndo foi afetada pelo tratamento de
simulagdo de estresse salino, € em todas as concentragdes testadas de NaCl a germinacao
foi de 100% (dados ndo apresentados). Por outro lado os dados obtidos no teste de vigor de
plantulas indicam que todas as varidveis avaliadas em plantulas de 16 dias sofreram
influéncia dos tratamentos salinos aplicados (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia do crescimento da parte aérea (CPA),
crescimento da raiz (CR), massa fresca parte aérea (MFPA), massa fresca raiz

(MFR), massa seca parte aérea (MSPA) e massa seca raiz (MSR) de plantulas
de Erythrina velutina submetidas diferentes concentragdes de solu¢ao de NaCl.

Medidas de Vigor
CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
F deTrat (dS.m™") 308,74* 30,07*  14,39*% 11,22%* 10,07* 10,70*
C.V. (%) 7,39 14,38 22,76 21,37 16,33 15,02

ns= ndo significativo; *= significativo a 5% de probabilidade.

O desenvolvimento inicial das plantulas de mulungu (Figura 1), mostrou-se muito
mais sensivel ao o efeito do estresse salino quando comparado com a germinagao. O maior

vigor de plantulas de mulungu foram observados na auséncia do sal (CE de 0 dS.m™). A
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medida que a CE aumentava no meio, houve diminuicdo linear do desenvolvimento das

plantulas (Figura 1).

O aumento da CE prejudicou o CPA com mais intensidade do que o CR das
plantulas (Figura 1A). Observou-se ainda que dentro da tendéncia de redugdo linear dos
resultados para CPA ¢ MFPA na CE de 6 dS.m™, a reducio foi mais acentuada, chegando
praticamente aos mesmos niveis de 8 dS.m™ (Figuras 1A e 1B). Para MFR e MSR,
observou-se que as maiores médias estdo entre 0 e 4 dS.m™', sendo observada um redugio

significativa a medida que a salinidade aumentou (Figuras 1B e 1C).
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Figura 1. Medidas de A- crescimento da parte aérea (CPA) e crescimento da raiz (CR); B-
massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa da fresca raiz (MFR); C- massa
seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantulas de E.
velutina submetidas diferentes concentragdes de solugdo de NaCl.

A adicdo de cloreto de s6dio a0 meio germinativo, e conseqiliente aumento da CE,
reduziu a razdo parte aérea/raiz das plantulas de E. velutina, indicando que o efeito da
salinidade foi mais evidente na parte aérea do que nas raizes (Figura 2). Na CE de 6 dS.m™
verificou-se uma redug¢do no crescimento e investimento no acumulo de reservas das

plantulas.

Izzo et al. (1991) ao estudar o estresse salino em plantulas de milho cita que ¢
esperado que ocorra diminui¢do na razdo parte aérea/raiz de plantulas submetidas a estas
condi¢gdes. Dados da literatura sugerem, ainda que, as raizes parecem suportar melhor a
salinidade que a parte aérea, fendmeno este que pode estar associado a um ajustamento
osmotico mais rapido e a perda de turgor mais lenta das raizes, quando comparadas com a
parte aérea. Conseqiientemente, o crescimento radicular pode ser menos sensivel que o
crescimento da parte aérea a redugdo no potencial osmoético (SHALHEVET et al., 1995),
isto também se reflete na massa fresca e seca das plantulas, como foi observado em E.

velutina (Figura 2).
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Figura 2. Razdo Parte aérea/Raiz das medidas de vigor (CPA) crescimento da parte aérea/
(R) crescimento da raiz; (MFPA) massa fresca da parte aérea/ (R) massa da
fresca raiz; (MSPA) massa seca da parte aérea/ (R) massa seca da raiz de
plantulas de E. velutina submetidas diferentes concentracdes de solucao de
NaCl.

Deuner et al. (2011), estudando o efeito da salinidade no crescimento inicial de
plantulas de quatro genotipos de feijao-miudo (Vigna unguiculata (L.) Walp), verificou
que com o aumento das concentracdes salinas houve queda constante na producdo de
massa seca tanto na parte aérea quanto nas raizes, fato este ndo observado no crescimento
das plantulas de E. velutina neste estudo. Estes mesmos autores observaram que em
concentragdes menores € nao toxicas ocorreu menor reducdo no comprimento da parte
aérea e produgdo de massa, no entanto, concentracdes mais elevadas do estresse salino
reduziu o crescimento das plantulas. Este fator ¢ atribuido a diminui¢do na absorc¢do de
agua, seguido por hidrélise limitada de reservas alimentares dos tecidos de armazenamento

para o desenvolvimento do eixo embrionario das sementes (KHAN & PANDA, 2008).

A menor reducao do crescimento ¢ acimulo de massa sob condi¢des amenas de
salinidade, encontrado nas plantulas de feijado-mitdo assim como nas plantulas de mulungu
pode ser devido ao fato da ocorréncia de um condicionamento osmético, onde ocorrem
incrementos no teor de proteinas soliveis e enzimas especificas, 0 que proporciona maior

concentracao de solutos (DEUNER et al., 2011).
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De acordo com Mistura et al. (2011) o aumento na condutividade elétrica também
ocasionou um decréscimo gradual significativo no comprimento e conseqiientemente,
redug¢do no acimulo de matéria seca das plantulas de cunhd (Clitorea ternatea L.). A
redugdo da matéria seca de plantulas em fungdo da restri¢ao hidrica se d4 devido a menor
velocidade dos processos fisiologicos e bioquimicos ou pela dificuldade de hidrolise e
mobilizagdo das reservas da semente (BEWLEY & BLACK, 1994), com isso, as plantulas

resultantes apresentam inibicao do desenvolvimento.

De acordo com as especificacdes da AOSA (1983), amostras de sementes que
originam plantulas com maior comprimento da parte aérea e peso de matéria seca, em um
mesmo periodo de tempo, sdo consideradas mais vigorosas. Nesse sentido foi possivel
observar que as plantulas de E. velutina mais vigorosas foram aquelas que receberam agua

com baixas ou nenhuma concentracao salina.

As altas concentracdes de sais no solo, além de reduzir o potencial hidrico do solo,
podem provocar efeitos toxicos nas plantas, causando disturbios funcionais e injurias no
metabolismo. A redu¢dao no potencial hidrico dos tecidos causada pelo excesso de sais
provoca restricdo no crescimento uma vez que as taxas de elongagdo e de divisdo celular
dependem diretamente do processo de extensdo da parede celular (ASHRAF & HARRIS,
2004).

O resultados obtidos para a mobilizagdo de agucares soluveis totais (AST), agucares
redutores (AR), sacarose (SAC), proteinas totais (PT) e aminoacidos (AA), em sementes
submetidas a diferentes concentragdes de solugdo de NaCl durante o periodo de

crescimento inicial estdo representadas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3. Teores de Agucares Soluveis Totais (A), Agucares redutores (B) e Sacarose (C)
(umol g'MF) na parte aérea (PA) e raiz (RAIZ) de plantulas de E. velutina
submetidas a diferentes concentracoes de solugao de NaCl.

A salinidade promoveu uma redu¢do dos teores de AST e AR (Figuras 3A e 3B),
acompanhado de aumento de SAC (Figura 3C) nas raizes das plantulas submetidas a 4 e 8
dS.m™ (Figura 3). Ocorreu uma redugio linear dos AR na parte aérea, no entanto, na raiz a
reducdo foi mais acentuada até 4 dS.m™. A partir desta CE os teores de AR tornaram-se
praticamente constantes. Sérios distirbios podem ocorrer nas células em virtude da perda
dos agucares redutores, porque alguns desses agucares sdo importantes intermediarios na
rota metabolica da fotossintese e da respiragdo celular, enquanto outros sdo componentes
estruturais de acidos nucléicos, além de constituirem blocos basicos da construgao de

muitos outros carboidratos, incluindo amido e celulose (SALISBURY & ROSS, 1992).

Os teores de AR verificados na concentragio de 6 e 12 dS.m™ podem ser
explicados quando se analisa o padrdo de AST e SAC, onde verifica-se um aumento de
AST e SAC nas plantulas de mulungu (Figura 3). O acimulo de AST e SAC nas plantulas
promovido por essas CE podem indicar uma tentativa de prote¢do e tolerancia das
plantulas a restri¢do hidrica e maior acamulo de ions (Na" e CI), o que pode explicar

também as menores medidas de crescimento encontradas nessas CEs.
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Naturalmente, o citoplasma acumula compostos de baixo peso molecular, os
osmolitos, para adequar o balango i0nico nos vacuolos, que pouco intervém nas reagdes
bioquimicas habituais das plantas (HASEGAWA et al., 2000; ZHIFANG & LOESCHER,
2003). No entanto, sob estresse, estas substancias resguardam estruturas e sustentam o
balan¢o osmotico na planta (HASEGAWA et al., 2000). Compostos nitrogenados, agucares
e poliois sdo alguns exemplos de osmolitos (SINGH et al., 2000; KHAN et al., 2000;
WANG & NIL, 2000; KEREPESI & GALIBA, 2000). As plantas recuperadas do estresse
e as sementes de muitas plantas superiores sao bons exemplos para a ligacdo do acumulo
de hidratos de carbono (sacarose em particular) com a aquisi¢do da tolerancia ao estresse

(HOEKSTRA et al., 2001; PHILLIPS et al., 2002).

A salinidade promoveu um aumento de PT nas plantulas até 6 dS.m™ acompanhado
de redugao dos AA (Figuras 4A e 4B), no entanto, nessa CE o crescimento da plantula ja
encontrava-se reduzido. O acimulo de compostos nitrogenados em plantas ¢ comumente

relacionada a tolerancia a salinidade (MANSOUR, 2000).
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Figura 4. Teores de Proteinas Soluveis (A) e Aminoacidos Totais (B) (umol g"' MF) na
parte aérea (PA) e raiz (RAIZ) de plantulas de E. velutina submetidas a
diferentes concentragdes de solucao de NaCl.

Existem alguns estudos sobre o acimulo de aminodcidos livres e outros compostos
nitrogenados sob estresse salino. A maioria das plantas, freqiientemente, acumula na forma
de aminodcidos, amidas, proteinas e poliaminas, sendo este contetido variavel entre as
espécies (GADALLAH, 1999; MANSOUR, 2000, MELONI, et al., 2001). Estes
compostos atuam no ajuste osmotico, protecao de macromoléculas celulares, estocagem de
nutrientes, manutencao do pH celular, desintoxicac¢ao de células e minimizacao dos efeitos

das espécies reativas de oxigénio (ASHRAF & HARRIS, 2004).

A partir de 6 dS.m™ verificou-se um decréscimo dos teores de PT (Figura 4A) e um
aumento nos teores de AA em 8 dS.m™' com posterior redugdo em 12 dS.m™ (Figura 4B).
Durante o efeito da salinidade, determinados processos sdo danificados, tais como: sintese
de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese. Uma das respostas iniciais € a reducao
da expansao da superficie foliar, acompanhado de uma intensificacao do estresse (WANG

& NIL, 2000).
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A reducdo no comprimento de plantulas se deve a mudangas na turgescéncia celular
em funcdo da diminui¢do da sintese de proteinas em condigdes de déficit hidrico
(DELL'AQUILLA, 1992). O primeiro efeito mensuravel do estresse hidrico ¢ uma
diminui¢do no crescimento causada pela reducdo da expansdo celular que necessita de
potencial de turgor adequado (TAIZ & ZEIGER, 2006). O aumento da salinidade
provavelmente inibiu a atividade protedsica durante o estabelecimento da plantula em 8 e
12 dS.m™”, afetando provavelmente a mobilizacio protéica nos cotilédones e o

desenvolvimento da plantula de E. velutina.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- Pelo teste de vigor de plantulas todas as varidveis avaliadas aos 16 dias foram

influenciadas pelo aumento da salinidade do meio;

- O aumento da salinidade no meio reduziu a razdo parte aérea/raiz das plantulas de E.
velutina, indicando que o efeito da salinidade foi mais evidente na parte aérea do que nas

raizes;

- A restrigdo hidrica promovida pelo sal provocou uma desaceleracdo dos processos
fisiologicos e bioquimicos durante a germinagao, afetando negativamente o crescimento de

plantulas de E. velutina,

- Plantulas de E. velutina provavelmente ndo suportam crescer em solos com potencial
acima de 6 dS.m" CE, tornando uma limitacio para essa espécie florestal em ambientes

que apresentam estas condigoes.
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CAPITULO V

ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E ACUMULO DE PROLINA EM
SEMENTES DE Erythrina velutina Willd. (LEGUMINOSAE — PAPILIONOIDEAE)
SUBMETIDAS A ESTRESSES ABIOTICOS DURANTE A GERMINACAO
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RESUMO - Atividade de enzimas antioxidantes e acamulo de prolina em sementes de
Erythrina velutina willd. (Leguminosae — Papilionoideae) submetidas a estresses
abioticos durante a germinacdo — Estresses abidticos induzem a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em plantas e sementes e sistemas antioxidantes eficientes
podem atenuar diversos efeitos nocivos causado pelo estresse oxidativo como a sintese
especifica de determinadas enzimas, bem como ativar mecanismos com atividade
osmoprotetora, como o aminoacido prolina, que desempenha um papel importante no
ajustamento osmotico e remogao de radicais livres. Objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito de diferentes estresses abidticos na atividade das enzimas antioxidantes e no
acumulo da prolina em sementes de Erythrina velutina durante a germinagdo. Sementes de
mulungu foram escarificadas e colocadas para germinarem nas temperaturas constantes de
15, 25 e 35°C e umedecidas com agua destilada e 12h de luz. Outras sementes foram
expostas a solucdes teste de NaCl (condutividade elétrica 0, 4 e 8 dS.m™) e solucdes de
polietilenoglicol (potencias osmoticos 0,0; -0,2 e -0,6 MPa) e mantidas em camaras de
germinagdo ajustadas a 25°C, fotoperiodo 12h durante 7 dias. Ao final de cada periodo de
embebic¢do os cotilédones e eixo embrionario foram coletados separadamente e utilizados
para quantificar o teor de prolina e atividades das enzimas CAT, APX, GOPX e GST. As
atividades das enzimas antioxidantes e da prolina foram detectadas nos cotilédones e eixo
embrionario de sementes de mulungu. A atividade antioxidante foi variavel dependendo do
tipo e nivel de estresse aplicado. Os resultados encontrados permitem inferir que sob o
aspecto do processo de desintoxica¢dao, o mecanismo encontrado nas sementes de mulungu
¢ mais eficiente quando submetidas a diferentes temperaturas, seguido pelo estresse salino

e estresse hidrico.

Palavras-chave: Estresse abiotico, sementes, germinagao, enzimas antioxidantes, mulungu
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ABSTRACT - Activity of antioxidant enzymes and proline accumulation in Erythrina
velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) seeds submitted to abiotic stresses
during germination - Abiotic stresses induce the production of reactive oxygen species
(ROS) in plant tissues and efficient antioxidant systems can attenuate many adverse effects
caused by oxidative stress as the synthesis of specific enzymes, as well as enabling
mechanisms osmoprotector with activity as the amino acid proline, which plays an
important role in the osmotic adjustment and removal of free radical. The aim of this study
was to evaluate the effect of different abiotic stress on antioxidant enzyme activities and
accumulation of proline in Erythrina velutina seeds during germination. Mulungu seeds
were scarified and put to germinate at constant temperatures of 15, 25 and 35°C and
moistened with distilled water and 12 h of light. Other seeds were exposed to solutions of
NaCl (EC 0, 4 and 8 dS.m™) and polyethylene glycol (osmotic potential 0, 0.2 and 0.6 -
MPa) and maintained in a chamber set at 25°C, photoperiod 12 h, during 7 days. At the
end of each period of imbibition embryonic axis and cotyledons were collected separately
and used to quantify proline and activities of CAT, APX, and GST GOPX. Antioxidant
enzymes and proline content were detected in both segments of mulungu seeds. The
antioxidant activity varied depending upon the type and degree of applied stress. It was
possible to infer that the aspect of the detoxification process, the mechanism found in the
mulungu seeds is more efficient when subjected to different temperatures followed by salt

and water stress.

Key words: abiotic stress, seeds, germination, antioxidant enzymes, mulungu
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INTRODUCAO

Algumas espécies vegetais nativas da caatinga tém grande importancia biologica
devido ao potencial de uso popular, avaliados através de levantamentos etnobotanicos, a
confirmacao cientifica da produgdo de compostos naturais considerados ‘uteis’ por suas
aplicagoes em industrias de medicamentos e também a pressdo antropica que sofrem pelo
extrativismo das mesmas, levando a inclusdo de algumas na lista das espécies ameagadas

de extingao.

Erythrina velutina, uma espécie florestal nativa da caatinga, da regido nordeste
brasileira, tem mostrado um comportamento interessante quanto a tolerancia ou
mecanismos de adaptagdes a estresses abioticos, especialmente térmico, salino e hidrico
(RIBEIRO-REIS, 2012%). Outro fato que faz dessa espécie ser importante nesse tipo de
estudo, esta voltado para sua importancia econdmica, ornamental e medicinal além de fazer
parte da lista de espécies ameacadas de extingao. Essa espécie produz anualmente grande
quantidade de sementes viaveis, sendo esta sua principal via de propagacdo. E, portanto,
uma planta que cresce em meio as condi¢des de seca e altas temperaturas na maior parte do

ano (LORENZI & MATOS, 2002; CARVALHO, 2008).

As sementes constituem a via de propagacdo mais empregada na implantacdo de
plantios, sendo de fundamental interesse o estudo de varios fatores que interferem na
propagacdo, principalmente a germinagdao e¢ o vigor das sementes, que influenciam de

forma direta na distribui¢do das espécies (NASSIF et al., 2009).

O sucesso do estabelecimento de plantulas ¢ em sua maior parte dependente da
qualidade da semente (viabilidade e vigor). A resisténcia elevada a estresses abioticos ¢
uma caracteristica original de sementes, mas que ndao ¢ explorada como uma fonte
potencial para conferir tolerancia a plantulas ou plantas inteiras, assim como nao ¢
explorado como um marcador potencial para o estabelecimento e melhoria do plantio como
um todo. Nesse sentido, sementes podem estar expostas a estresses severos também
durante o desenvolvimento e maturagcdo, incluindo seca e temperaturas elevadas

(BOWLER & FLUHR, 2000; PASTORI & FOYER, 2002).

?RIBEIRO-REIS, R.C. Tolerancia a estresses abioticos em sementes de Erythrina velutina
Willd. (Leguminosae — Papilionoideae) nativa da caatinga, 2012. Dados nao publicados.
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As plantas sob condi¢des de estresse, podem manifestar reagdes oxidativas durante
as quais espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas, tais como o radical superdxido
(-Oy), peroxido de hidrogénio (H,O;) e radical hidroxila (OH-) (SCANDALIOS, 1993;
MITTLER, 2002; RIZZARDI et al., 2003). O estresse oxidativo implica em um conjunto
de eventos prejudicais a planta, onde as EROs desencadeiam reagdes a partir de radicais
livres que, de maneira indiscriminada, atingem qualquer tipo de macromolécula alterando a
funcionalidade da mesma (MARTINEZ-CAYUELA, 1998). O aumento na atividade de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos pode ser uma resposta adaptativa das células

ao aumento das EROs (MITTLER, 2002).

As sementes, de uma maneira geral, sio bem providas de moléculas antioxidantes e
sistemas removedores (HOEKSTRA et al., 1996). Segundo Nkang et al. (2000), ¢ possivel
que a atividade e estrutura de certas enzimas ou proteinas estruturais, em sementes
sensiveis a estresses, sejam permanentemente alteradas, resultando em perda de atividade
bioldgica. Enzimas removedoras de radicais livres podem reduzir os produtos toxicos
resultantes do ataque de radicais livres, antes que os danos possam ocorrer (NKANG et al.

2000).

Halliwell & Guteridge (1989) definiram os compostos antioxidantes como
substancias que, em relativamente baixas concentragdes, competem com outros substratos
oxidaveis e, portanto, diminuem significantemente ou inibem a oxidacao destes substratos.
Nesta defini¢ao incluem-se as enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa peroxidase (GPX), guaiacol peroxidase (GOPX) e catalase (CAT);
também se pode incluir aqueles ndo enzimaticos, como a-tocoferol (vitamina E), B-

caroteno, ascorbato (vitamina C) e glutationa reduzida (GSH) (DROGE, 2002).

Outro composto também tem sido estudado como resposta de plantas a estresses
abioticos, ¢ o aminodcido prolina. Muitas plantas acumulam prolina em condi¢des de
déficit hidrico, salinidade, temperaturas extremas e alguns outros estresses ambientais,
adicionalmente a ativacdo da atividade de enzimas antioxidantes (COSTA & MOREL,
1994; SCHAT et al., 1997; CHEN et al., 2001). Nessas situagdes a prolina atua como
mediador do ajustamento osmético, estabilizador de proteinas (VAN RENSBURG et al.,
1993) e removedor de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SMIRNOFF & CUMBES,

1989), entre diversas outras funcoes.
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Existem poucos relatos sobre mecanismos bioquimicos de resposta ao estresse e
mais especificamente na atividade de enzimas antioxidantes em sementes. Por isso, diante
da escassez de estudos acerca do processo em sementes e plantulas de espécies arboreas
nativas da caatinga, este trabalho objetivou verificar as atividades das enzimas relacionadas
ao estresse oxidativo e o acimulo de prolina durante a germinagdo de sementes de

Erythrina velutina submetidas a estresses abioticos.

METODOLOGIA

Obtencdo de sementes

Foram utilizadas sementes de E. velutina provenientes de matrizes do Municipio de
Jutai (Lagoa Grande -PE), cujas coordenadas sdo W 37° 18 03" S 90° 52" 92 "coletadas em
outubro de 2009. As sementes foram beneficiadas manualmente, acondicionada em saco
plastico transparente (0,15 mm de espessura) e mantidas em temperatura ambiente
(30°C+5°C, 56+6% UR) no Laboratorio de Analise de Sementes da Embrapa Semiarido —

LASESA, Petrolina —PE, local onde foram conduzidos os ensaios.

Previamente aos ensaios fisioldgicos procedeu-se a escarificagdo mecanica do
tegumento externo das sementes com o auxilio de uma mini-retifica (Western R-40). Em
seguida as sementes escarificadas foram submetidas a assepsia utilizando solucdo de
hipoclorito de s6dio comercial (2%) durante 2 minutos, sendo posteriormente lavadas em

agua destilada.

As varidveis avaliadas foram: porcentagem de germinagdo, tempo médio,

velocidade média e indice de velocidade de germinagcdo (SANTANA & RANAL, 2004).
Estresse de temperatura

Sementes foram acondicionadas, apds assepsia, em rolos de papel germitest,
umedecidos com agua destilada correspondente em volume a 2,5 vezes o peso do
substrato. Os rolos contendo as sementes foram incubados em germinadores do tipo BOD
ajustados a temperaturas constantes de 15, 25 e 35°C, fotoperiodo de 12h por um periodo

de 7 dias consecutivos. A avaliagdo foi realizada diariamente sendo consideradas
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germinadas as sementes que protrudiram radicula com pelo menos 2 mm de comprimento

sendo estas contadas e ao final do periodo de embebicdo coletadas.
Estresse hidrico

Sementes foram acondicionadas, apos assepsia, em rolos de papel germitest,
umedecidos com solucdes teste de PEG 6000 em diferentes potenciais osmoticos (0,0; -0,2
e -0,6 MPa) preparadas de acordo com Villela et al. (1991), correspondente em volume a
2,5 vezes o peso do substrato. Os rolos contendo as sementes foram incubados em
germinadores a 25°C, fotoperiodo de 12h por um periodo de 7 dias consecutivos. A
avaliacdo foi realizada diariamente sendo consideradas germinadas as sementes que
protrudiram radicula com pelo menos 2 mm de comprimento sendo estas contadas ¢ ao

final do periodo de embebi¢do coletadas.
Estresse salino

Sementes foram acondicionadas, apds assepsia, em rolos de papel germitest,
umedecidos com solu¢do de NaCl, correspondente em volume a 2,5 vezes o peso do
substrato, em diferentes concentracgdes, de condutividade elétrica (CE) aferidas em 0, 4 ¢ 8,
dS.m™. Para obtencdo das solucdes de NaCl, seguiu-se a tabela proposta por Richards
(1980), onde quantidades de sal foram diluidas em &gua destilada e, posteriormente,
tiveram sua condutividade elétrica medida em condutivimetro “Digimed” modelo CD-21.
Os rolos contendo as sementes foram incubados em germinadores do tipo BOD ajustados a
temperaturas constantes de 25°C, fotoperiodo de 12h por um periodo de 7 dias
consecutivos. A avaliagdo foi realizada diariamente sendo consideradas germinadas as
sementes que protrudiram radicula com pelo menos 2 mm de comprimento sendo estas

contadas e ao final do periodo de embebicao coletadas.
Extracado de Proteinas

Ao final dos periodos de embebi¢do dos ensaios de estresses abioticos, os
cotilédones e eixo embrionario foram coletados, para subseqiiente extra¢do. A extracao das
macromoléculas foi feita através da maceracao at¢ homogeneizacdo de 1 g de matéria
fresca das amostras coletadas em 10 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5;
contendo 1 mM de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), 3 mM de DTT (ditiotreitol)
e 5% de PVPP (polivinilpolipirrolidona) (GOMES-JUNIOR et al.,, 2006) sendo,
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posteriormente centrifugadas a 10.000xg durante 30 min a 4°C. O sobrenadante coletado
foi dividido em aliquotas de 1,5 mL e estocado em freezer —80°C até o momento das

analises.
Quantificagdo de Proteinas

A partir do extrato bruto obtido foram determinados os teores de proteinas soluveis

totais espectrofotometricamente, seguindo a metodologia descrita por Bradford (1976).
Determinacdo de enzimas antioxidantes
Atividade da Catalase (CAT)

A atividade CAT foi determinada como descrito por Azevedo et al. (1998) em uma
mistura de reacao a 25°C contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e
2,5 uL de H,0; (30%, peroxido de hidrogénio) preparada imediatamente anterior ao uso. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de 15 pL do extrato bruto e a atividade foi determinada
em espectrofotometro seguindo-se a decomposicdo de H,O, por 2 min através das
alteragcdes na absorbancia a 240 nm. Os resultados foram expressos em pmol H,O, min

! mg de proteina™.
Atividade de Guaiacol Peroxidase (GOPX)

A atividade GOPX foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Matsuno & Uritani (1972) com pequenas modificagdes. O ensaio foi conduzido em uma
mistura de reag¢do contendo 1,25 mL de tampao fosfato-citrato (solucdo de fosfato de sodio
dibasico 0,2 M e acido citrico 0,1 M); pH 5,0; 0,5% de guaiacol; 3% de H,O, e 50 uL de
extrato. Esta mistura foi incubada a 30°C por 15 min. Apds incubagdo, a mistura foi
colocada em banho de gelo adicionando-se 125 puL da solug@o de meta bissulfito de sodio a
2% (volume final 2,5 mL). Apds agitacdo em vortex, a mistura foi deixada em repouso por
10 minutos e a leitura de absorbancia foi feita em 450 nm. A atividade enzimatica foi

expressa em unidades de absorbancia min™'.mg de proteina™.
Atividade de Ascorbato Peroxidase (APX)

Atividade da APX foi determinada segundo o método de Nakano e Asada (1981),
em que 40 pL do extrato enzimatico foi acrescentado a uma mistura de reagdo 50 mM de

fosfato de potassio (pH 7,0), 0,ImM de EDTA, 0,1 mM de H,0O, e 0,5 mM de acido
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ascorbico. A atividade enzimatica foi determinada pelo decréscimo da absorbancia a 290
nm devido a diminui¢do da concentragdo do ascorbato (AsA) e expressa em mmol

AsA.min".mg de proteina™.
Atividade da Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade GST foi determinada através da utilizacdo do Glutathione S-
Transferase Assay Kit (CS0410 — Sigma). O ensaio foi conduzido a 25°C em uma mistura
de reacdo contendo 980 pL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5) e 10 puL de
CDNB 100 mM (1-cloro-2,4-dinitrobenzene) e 10 pL de GSH 200mM (glutationa
reduzida). O ensaio foi iniciado pela adi¢dao de 25 uL. de amostra. Apds 1 min, foi feito o
monitoramento da absorbancia a cada 30 s durante 5 minutos a 340 nm. A atividade foi

expressa em pmol CDNB.min™.mg de proteina™.
Quantificagdo de Prolina

A determinacao do teor de prolina foi feita baseada em metodologia descrita por
Bates (1973), com algumas modificagdes. Para tanto 0,5g de matéria fresca as amostras
coletadas foi macerado até serem homogeneizados em 10 mL de 4cido sulfossalicilico 3%
(p/v), sendo posteriormente centrifugadas 3000 rpm por 10 min. O sobrenadante coletado

foi dividido em aliquotas e estocado em freezer —20°C até o momento das analises.

A analise foi feita através da adicao de 500 puL do extrato a 1,5 mL de solugdo de
ninhidrina &cida e 1,5 mL de acido acético glacial. As amostras foram incubadas a 100 °C
por 1 h e em seguida colocadas em gelo para paralisar a reagdo. A solugio foram
adicionados 3 mL de tolueno, seguindo de agitagdo por 20 s para a completa extracdo da
prolina. O sobrenadante (fase colorida) foi utilizado para a leitura em espectrofotometro a
520 nm e as absorbancias comparadas a curva-padrio de prolina (0 a 100 pug. mL™). Os

resultados obtidos foram expressos em pmol. gMF ™.
Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado consistindo
para cada estresse aplicado de 3 tratamentos e quatro repeticdes de 25 sementes. Os dados
de porcentagem de germinacdo, tempo médio, velocidade média e velocidade de
germinagdo foram analisados mediante analise de variancia utilizando o programa Assistat

(SILVA, 2006). As diferencas entre as médias obtidas foram comparadas pelo teste de
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Tukey a 5% de probabilidade. Para efeito da andlise de variancia, os dados de porcentagem
de germinagdo foram transformados pela fungdo (x + 0,5)"°. Para os dados de enzimas

foram estabelecidos o erro padrao da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de germinacao das sementes permaneceu em niveis elevados com o
aumento da temperatura, diminui¢do do potencial osmdtico e aumento da concentracdo de
sal no meio germinativo (Tabela 1). A diferenca foi somente significativa para sementes
submetidas a 35°C onde ocorreu uma reducao 18% na germinagdo, e no potencial de -0,6
MPa onde a porcentagem de germinagdo foi inibida dentro do periodo de embebicao

avaliado.

A influéncia dos estresses de temperatura e hidrico puderam ser verificados ndo sé
na germinacdo (%) como também no tempo médio, velocidade média e indice de
velocidade de germinacdo. Na temperatura de 15°C ocorreu um aumento significativo no
tempo médio necessario para que o processo germinativo nas sementes de E. velutina
ocorresse, € uma diminuigdo significativa na velocidade média e indicie de velocidade de
germinacdo. A 35°C a diferenca para essas varidveis foi verificada somente no indice de

velocidade de germinacao (Tabela 1).

Guedes et al., (2011) verificaram que em sementes de aroeira (Myracrodruon
urundeuva) a melhor temperatura para germinagdo da espécie foi a 30°C; segundo estes
mesmos autores, esta temperatura proporcionou velocidade maior, demonstrando que o
limite de temperatura, na qual a velocidade de germinagdo ¢ prejudicada, estd acima de
35°C assim como para E. velutina, sendo que, para esta espécie em estudo a melhor
temperatura foi a 25°C (RIBEIRO-REIS, 2012°). De acordo com Carvalho ¢ Nakagawa
(2000) a germinagdo sera mais rapida e o processo mais eficiente quanto maior for a

temperatura, até certo limite.

*RIBEIRO-REIS, R.C. Influencia da temperatura na mobilizac¢do de reservas e germinagio
de sementes de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae — Papilionoideae), 2012. Dados
ndo publicados.
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Tabela 1. Germinagio (G, %), tempo médio (Tm, dias), velocidade média (Vm, dias™) e
indice de velocidade de germinacdo (IVG, protrusdo de radicula.dia™) de
sementes de Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas, potenciais
osmoticos e concentragdes de solucao de NaCl durante a germinagao.

Tratamentos G Tm Vm IVG
Temperatura (°C)

15 92a 4,54 a 0,22 a 5990
25 99 a 2,99 b 0,34 a 9,04 a
35 81 b 2,94 b 0,34 a 7,43 b
PEG 6000 (MPa)

0,0 100 a 4,43 a 0,23 a 2,49 a
-0,2 97 a 5,59a 0,18b 1,76 b
-0,6 0b 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 ¢
NaCl (CE dS.m™)

0 100 a 4,67 a 0,22 a 242 a
4 100 a 4,90 a 0,20 a 2,20 a
8 100 a 4,73 a 0,21 a 2,30 a

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna para cada tratamento nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliando-se o efeito do potencial osmotico (restricao hidrica) para as sementes de
E. velutina a solugao de -0,2 MPa, promoveu um aumento no tempo médio de germinagao
de 4,43 (controle), para 5,59 embora nao significativo. No entanto, para as demais
variaveis, ocorreu uma reducao significativa da velocidade média e indice de velocidade de
germinagdo. Essas informagdes apontam para o IVG como um fator mais sensivel aos
efeitos do estresse osmotico que o percentual de germinacao, corroborando com Marcos

Filho (2005).

O aumento da concentragdo salina embora ndo tenha influenciado
significativamente a porcentagem de germinacdo e demais variaveis avaliadas durante a
germinacdo até o nivel de 8 dS.m™, essa concentracio de acordo com Ribeiro-Reis (2012%),
ao analisar o desenvolvimento inicial das plantulas nas diferentes concentragdes salinas,
observaram, que ha comportamento diferente ao germinativo, onde o aumento da

salinidade, diminui o crescimento, denotando a sensibilidade das plantulas ao estresse.

*RIBEIRO-REIS, R.C. Efeito do estresse salino no crescimento de plantulas de Erythrina
velutina Willd. (Leguminosae — Papilionoideae), 2012. Dados nio publicados.
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O resultados obtidos para a atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GOPX) e glutationa-S-transferase
(GST) em sementes de E. velutina submetidas a diferentes temperaturas, potenciais
osmoticos e concentragdes de solugdo de NaCl durante o periodo de embebigdo estdo

representadas nas Figuras la 4.

A atividade da CAT apresentou variagdes de acordo com o estresse aplicado
(Figura 1). Observou-se que na temperatura de 15°C ndo houve diferenga na atividade
desta enzima entre os cotilédones e eixo embrionario, sendo que com elevagao da
temperatura para 25°C houve um aumento da atividade principalmente no eixo, mantendo-
se constante na temperatura de 35°C (Figura 1A). No entanto, nas sementes sob estresse

hidrico a atividade da CAT foi diferente.

Corte et al., (2010) estudando o efeito do envelhecimento natural e acelerado em
sementes de bratina preta (Melanoxylon brauna Schot.) observaram que a CAT apresentou
decréscimos significativos tanto no eixo, quanto nos cotilédones no envelhecimento
acelerado com 45°C. Portanto, € possivel que o comportamento observado nas sementes de
E. velutina nas diferentes temperaturas, esteja relacionado a elimina¢do de EROs, com o
aumento de 25 para 35°C (Figura 1A), sendo que a partir dessa temperatura a atividade da

CAT possa sofrer um efeito negativo.

Verificou-se um aumento da atividade da CAT com a diminui¢ao do potencial
osmoético do meio germinativo principalmente no eixo embrionario, diminuindo
posteriormente com o aumento da restricdo hidrica (-0,6 MPa). Esta redu¢do mostrou-se
mais acentuada no eixo, chegando a niveis equivalentes ao encontrado nos cotilédones

(Figura 1B).
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Figura 1. Atividade da Catalase (CAT) no cotilédone (COT) e eixo embrionario (EIXO)

de sementes

de Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas (A);

potenciais osmoticos (B) e concentragdes de solugdo de NaCl (C), durante a
germinagdo. Média de quatro repetigdes = EPM.
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O mesmo comportamento foi verificado nas sementes submetidas as diferentes
concentragdes de solucio de NaCl, onde a partir de 4 dS.m™", observou-se uma reducio na
atividade da CAT (Figura 1C). As variagdes encontradas nas respostas da atividade da
CAT frente aos estresses aplicados demonstram que esta enzima ¢ mais sensivel a restri¢ao
hidrica e aumento da concentragdo de ions. De acordo com Hendry (1993), as sementes sao
mais sensiveis ao estresse hidrico, pois os radicais livres tendem a acumular mais, porque

sistemas removedores nao sao efetivos em organismos desidratados.

A catalase e uma variedade de peroxidases que catalisa a quebra de perdxido de
hidrogénio H,O, (CHANG et al., 1984). Mudangcas no balanco das enzimas
desintoxicadoras de EROs induzem mecanismos compensatorios nos tecidos. Por exemplo,
quando a catalase ¢ reduzida, enzimas protetoras como APX e GPX sdo expressas em

maiores quantidades em efeito compensatorio (APEL & HIRT, 2004).

Uma evidéncia destas informagdes ¢ representada pela atividade da APX no eixo
embrionario em sementes de E. velutina (Figura 2). No entanto nao foi verificada atividade
da enzima nos cotilédones das sementes submetidas ao estresse por temperatura, hidrico e

salino.

A atividade da APX no eixo embriondrio aumentou em resposta a elevagdo da
temperatura passando de 1000 para cerca de 10.000 nmol, quando as sementes de E.
velutina foram incubadas a 15 e 35°C, respectivamente (Figura 2A). Resultado contrario
foi verificado nas sementes submetidas a estresse hidrico e salino, nos quais a atividade da
APX foi inibida com a diminui¢do do potencial osmotico da solucao de 0,0 para -0,6 MPa
(Figura 2B) e reduzida com o aumento da concentracdo da solugdo de NaCl de 0 para 8

dS.m™ (Figura 2C).
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Figura 2. Atividade da Ascorbato peroxidase (APX) no cotilédone (COT) e eixo
embrionario (EIXO) de sementes de Erythrina velutina submetidas a diferentes
temperaturas (A); potenciais osmoticos (B) e concentragdes de solucao de NaCl

(C), durante a germinagdo. Média de quatro repeticdes + EPM.
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Deuner et al. (2011), estudando o efeito da salinidade no crescimento inicial de
plantulas de quatro gendtipos de feijao-miudo (Vigna unguiculata (L.) Walp), também
verificaram comportamento distinto na atividade da APX e CAT e em geral a atividade da
CAT foi inferior a da APX, sedo atribuido pela menor afinidade ao H,O,, tendo a APX

sido mais eficaz na remog¢do de compostos oxidativos.

As mudancas na atividade enzimatica estdo baseadas na suscetibilidade especifica
destas enzimas ao agente causador do estresse ou, estas alteragdes, sdo resultado de um
unico evento, por exemplo, ativacdo de proteases, as quais afetariam a funcao de varias

enzimas (VIEIRA et al., 2000).

Diversos estudos demonstraram ocorrer mudancas nas atividades das enzimas
antioxidantes de plantas em resposta a seca, altas temperaturas e salinidade, sugerindo que
o aumento dessas atividades possa estar intimamente relacionado a tolerncia a esses
estresses. A atividade de superdxido dismutase (SOD), APX e glutationa redutase (GR),
por exemplo, aumentou em genotipos tolerantes de trigo e manteve-se ou reduziu em

genotipos sensiveis em resposta ao déficit hidrico (LASCANO et al., 2001).

Pdde-se verificar que ocorreu certa similaridade no comportamento das enzimas
APX (Figura 2) e da GOPX (Figura 3) no eixo embrionario das sementes de E. velutina em
resposta aos estresses. No entanto foi verificada pequena atividade desta enzima (GOPX)

nos cotilédones das sementes submetidas aos diferentes tratamentos.

A atividade da GOPX no eixo aumentou em resposta ao aumento de temperatura de
15 a 35°C (Figura 3A). Resultado contrario foi verificado no eixo das sementes
submetidas a estresse hidrico e salino onde se verificou que a atividade da GOPX foi
praticamente inibida com a diminui¢do do potencial osmético da solu¢do de 0,0 para -0,6
MPa (Figura 3B) e reduzida com o aumento da concentracdo da solugdao de NaCl de 0 para
8 dS.m™ (Figura 3C). Esses resultados permitem inferir que sob o aspecto do processo de
desintoxicacdo, o mecanismo ¢ mais eficiente em sementes submetidas a diferentes

temperaturas, seguido pelo estresse salino e por fim ao estresse hidrico.
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Figura 3. Atividade da Guaiacol peroxidase no cotilédone (COT) e eixo embrionario
(EIXO) de sementes de Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas
(A); potenciais osmoticos (B) e concentragdes de solugao de NaCl (C), durante a

germinagdo. Média de quatro repetigdes = EPM.
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As plantas, quando sujeitas a estresses ambientais, tem o balanco entre a produgao
de EROs e atividade de antioxidantes aumentada, resultando em prejuizos oxidativos.
Plantas com elevados niveis de antioxidantes, constitutivos e induzidos, tem mostrado
maior resisténcia ao estresse oxidativo (WISE & NAYLOR, 1987; SPYCHALLA &
DESBOROUGH, 1990).

Segundo Breusegem et al., (2001), o nivel e o tipo das EROs sdo fatores
determinantes para o tipo de resposta. Peréxido de hidrogénio (H,0,) e superdxido ()
podem induzir genes diferentes, em conjunto ou separadamente, dando mais flexibilidade a
sinalizagao de ERO. Bowler & Fluhr (2000), relatam que o acumulo de H,O, em tecidos
especificos e em quantidades apropriadas beneficia as plantas mediando aclimatagdo e
tolerancia cruzada a estresses bioticos e abidticos. Nesse contexto as peroxidases
desempenham um papel critico no metabolismo das sementes, por utilizar peréxidos como
aceptor de hidrogénio, podendo contribuir para o aumento dos mecanismos de defesa e

prevencao de perda na qualidade (USHIMARU et al., 2001).

Na Figura 4 sdo apresentados os dados relativos a atividade da enzima GST nas
sementes de E. velutina. Observou-se de maneira geral, uma variabilidade da atividade da
GST entre os tratamentos aplicados. A maior atividade da enzima foi verificada no eixo
embrionario submetido ao tratamento de 35°C (5,85 umol CNDB.min"'.mg de proteina™,
Figura 4A), por outro lado, o eixo embriondrio submetido a -0,6 foi o que apresentou a
menor atividade MPa (1,80 pmol CNDB.min’l.mg de proteina’, Figura 4B). Sementes
submetidas as diferentes concentragdes de NaCl embora tenham obtido uma maior
atividade de GST quando comparadas a sementes submetidas ao diferentes potenciais
osmoticos, mostraram a mesma tendéncia (Figura 4C), inferindo sobre a sensibilidade na

resposta enzimatica sob condi¢des abioticas.
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Figura 4. Atividade da Glutationa-S-transferase no cotilédone (COT) e eixo embrionario
(EIXO) de sementes de Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas
(A); potenciais osmoticos (B) e concentragdes de solugao de NaCl (C), durante a
germinagdo. Média de quatro repetigdes = EPM.
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As GSTs promovem a conjugacdo de GSH (glutationa reduzida) com produtos
endogenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila citotoxicos, peroxidos
de lipidios de membrana e produtos de degradagdo oxidativa do DNA, visando sua
desintoxicacdo (DUDLER et al., 1991; BARLING et al., 1993). Algumas GSTs também
funcionam como glutationa peroxidases, por atuarem diretamente sob tais produtos

(BARLING et al., 1993).

Na figura 5 sdo apresentados os dados relativos ao teor de prolina nas sementes de
E. velutina. Observou-se de maneira geral, uma variabilidade do acumulo da prolina entre
os tratamentos aplicados. Verificou-se um incremento nos teores de prolina no eixo
embriondrio submetido ao tratamento de temperatura a partir de 15°C sendo mais
acentuado que nos cotilédones (Figura 5A). O teor de prolina nas sementes submetidas aos
tratamentos salinos manteve-se praticamente em niveis constantes, com tendéncia a
elevacdo se uma concentra¢io maior que 8 dS.m™ for utilizada (Figura 5C), sendo que os

maiores niveis foram encontrados no eixo embrionario.
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Figura S. Teor de Prolina no cotilédone (COT) e eixo embrionario (EIXO) de sementes de
Erythrina velutina submetidas a diferentes temperaturas (A); potenciais
osmoticos (B) e concentragdes de solugdo de NaCl (C), durante a germinagao.
Média de quatro repeti¢cdes £ EPM.

Com relagao ao tratamento hidrico observou-se que para a prolina, assim como para
enzimas antioxidantes, foi o estresse cujas sementes apresentaram maior sensibilidade. Nos
cotilédones os niveis de prolina mantiveram-se constantes € no eixo embrionario ocorreu
uma pequena elevagao nos teores de 0,0 para -0,2 MPa (Figura 5B) sendo que a partir deste

potencial houve reducdo, voltando praticamente aos niveis iniciais encontrados.

O actimulo de prolina em plantas representa uma importante resposta adaptativa a
estresses abidticos, principalmente devido a sua propriedade osmoprotetora. Durante

situagdes de seca e alta salinidade, o seu acumulo reduz a osmolaridade da célula,
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promovendo o influxo de agua, que por sua vez promove a manuten¢do do turgor
necessario para a expansao celular e aumento da rigidez mecanica de células e tecidos

(KAVI KISHOR et al., 2005).

Ainda sob condigdes de estresse osmotico, a integridade de membranas deve ser
mantida a fim de evitar a desnaturacao protéica. A prolina parece interagir com enzimas €
outras proteinas preservando suas estruturas e atividades. Diversos trabalhos associam o
acumulo de niveis elevados de prolina e a tolerancia a estresses osmoéticos, como seca e
salinidade (HONG et al., 2000). Além de contribuir para o ajustamento osmotico, 0s
elevados teores de prolina presentes nas sementes de mulungu podem ter desempenhado
um papel adicional de prote¢do das sementes durante os diferentes tratamentos abidticos

aplicados.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- As atividades das enzimas antioxidantes e da prolina foram detectadas nos cotilédones e

eixo embriondrio de sementes de mulungu;

- A maior atividade enzimatica apresentada no tratamento aplicado indica uma maior

tolerancia;

- A atividade antioxidante foi varidvel dependendo do tipo e nivel de estresse aplicado, no
entanto forneceu indicativos de que a germinagdo ¢ pouco afetada devido as sementes de

mulungu apresentarem mecanismos de defesa contra EROs.
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RESUMO GERAL

RIBEIRO-REIS, R.C. Tolerancia a estresses abidticos em sementes de Erythrina
velutina Willd. (Leguminosae - Papilionoideae) nativa da caatinga. 2012. 132p. (Tese -
Doutorado em Botanica). Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana,
BA.

O mulungu (Erythrina velutina Willd.), pertence a familia Leguminosae e apresenta
diversos usos, econdmico, medicinal e para agricultura familiar nordestina. No entanto,
pouco se conhece sobre o comportamento de suas sementes em condi¢des de estresse, que
ocorrem na regido nordeste. Objetivou-se com esse trabalho caracterizar os perfis
fisiologico, metabdlicos da germinagdo e determinar a atividade de enzimas antioxidantes
em sementes e plantulas de mulungu sob condi¢des de estresse térmico, hidrico e salino.
Foram avaliados a porcentagem, indice de velocidade, tempo médio, velocidade média e
coeficiente de uniformidade da germinacdo, tamanho e massa fresca e seca de plantulas.
Os cotilédones, eixo embriondrio, parte aérea, raiz, bem como os cotilédones das sementes
quiescentes foram separados e quantificados os teores de acticares soluveis totais (AST),
acgucares redutores (AR), proteinas soluveis (PT), aminoacidos totais (AA), prolina e das
atividades das enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase
(GOPX) e glutationa-S-transferase (GST). A germinagdo, a mobiliza¢do e degradacio das
reservas das sementes de E. velutina foram afetadas pelas temperaturas baixas e elevadas
de incubagdo e também a restricdo hidrica. A germinagdo das sementes nao foi afetada
negativamente até a CE de 18 dS.m™', no entanto, a restrigdo hidrica promovida pela
solucdo de NaCl afetou negativamente o crescimento das plantulas. A atividade
antioxidante foi variavel dependendo do tipo e nivel de estresse aplicado, no entanto
forneceu indicativos de que a germinagdo pode ser pouco afetada devido a atividade de
enzimas envolvidas no mecanismo de defesa contra espécies reativas de oxigénio sob

condicdes de estresse abiotico.

Palavras-chave: Sementes, germinacdo, estresse abidtico, macromoléculas, enzimas

antioxidantes, Erythrina velutina
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ABSTRACT
RIBEIRO-REIS, R.C. Tolerance to abiotic stress of Erythrina velutina Willd.
(Leguminosae - Papilionoideae) seeds - specie native of caatinga. 2012. 132p. (Thesis -

PhD in Botany). University State of Feira de Santana, Feira de Santana, BA

Mulungu (Erythrina velutina Willd.) tree belongs to the family Leguminosae and shows
high potential to family farming uses, medicinal and economic for northeast region of
Brazil. However, the knowledge about the behavior of their seeds under stress condition is
scarce. The objective of this study is to characterize the physiological and metabolic
profiles of germination and to determine the activity of antioxidant enzymes in seeds and
seedlings under conditions of heat, water and salt stress. Were assessed the percentage,
average time, average speed, index of speed and coefficient of uniformity of germination,
size and fresh and dry weight of seedlings. Cotyledons, embryonic axis, shoot, root, and
cotyledons of quiescent seeds were collected and after extraction was subjected to
measurements of total soluble sugars (TSS), reducing sugars (RS), soluble protein (TP),
total amino acids (AA), proline and activities of catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX), guaiacol peroxidase (GOPX) and glutathione S-transferase (GST). The
germination, mobilization and degradation of reserves of E. velutina seeds were affected
by low and high temperatures of incubation and also water restriction. Seed germination
was not affected negatively by EC 18 dS.m™', however water restriction promoted by NaCl
solutions affected the growth of seedlings. Antioxidants activity varied depending on kind
and level of applied stress, giving indications that germination might be slightly affected
due to significant activity of antioxidant enzymes involved in defense against reactive

oxygen species under conditions of abiotic stress.

Key words: seed, germination, abiotic stress, macromolecules, antioxidant enzymes,

Erythrina velutina



