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INTRODUGAO GERAL

A Caatinga corresponde aproximadamente a 11% do territério nacional
(RIZINNI, 2003). A regidao Nordeste brasileira tem uma area de 1.542.246 km?
(IBGE, 1998) e nesta esta a Caatinga que abrange uma area aproximada de
800.000 km? da regido, cobrindo a maior parte dos estados do Bahia, Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, alem de
parte Minas Gerais (poligono das secas). Sendo limitada a leste e a oeste pelas
florestas Atlantica e Amazoénica, respectivamente, e ao sul pelo Cerrado. Trata-se
do unico ecossistema exclusivamente brasileiro, composto por um mosaico de
florestas secas e vegetagdo arbustiva (savana-estépica), com enclaves de
florestas umidas montanas e de cerrado (TABARELLI & SILVA, 2003; LEAL et al,
2003).

Dos biomas brasileiros, a Caatinga &, provavelmente, o menos conhecido
em termos boténicos e ecoldgicos. Esta situacdo € decorrente da crenga
generalizada do bioma ser de origem secundaria e nao apresentar espécies
endémicas. Apesar do elevado nivel de antropizagdo (SANTOS & TABARELLI,
2002), ha um numero expressivo de taxons raros e/ou endémicos (GIULIETTI et
al., 2004) e uma grande variedade de tipos vegetacionais (RODAL & SAMPAIO,
2002).

O clima € dominado por uma longa estagdo seca, com chuvas
caracterizadas como torrenciais e irregulares, havendo periodos de extrema
deficiéncia hidrica, denominados de seca, que tém ocorrido com frequéncia
irregular a cada 10 a 20 anos (RODAL et al., 1992). A precipitacdo média anual
varia entre 240 e 1.500 mm, no entanto 50% da regido recebe menos de 750 mm
e algumas areas centrais menos de 500 mm (PRADO, 2003). O sistema de
chuvas extremamente irregular de ano para ano, resulta em secas severas e
periodicas. Essas secas tornam a vida na Caatinga dificil para o sertanejo e
determinam mudancas adaptativas na biota da regido (LEAL et al., 2003). A
vegetacdo da caatinga sofre influéncia preponderante do clima, pois se encontra
sempre subordinada a elevada deficiéncia hidrica, que € originada pela baixa
pluviosidade e grande evapotranspiragdo, associadas a ma distribuicdo das



chuvas ao longo do ano e a baixa capacidade de retengdo de agua dos solos
(FREIRE et al., 2003).

O estudo e a conservagdo da diversidade biologica da Caatinga
constituem um dos maiores desafios da ciéncia brasileira. Pode-se destacar entre
as razdes para isso: ser a unica grande regido natural brasileira cujos limites
estdo inteiramente restritos ao territdrio nacional; ser a regido natural brasileira
menos protegida, pois as unidades de conservagédo cobrem menos de 2% do seu
territério; e por continuar passando por um extenso processo de alteracédo e
deterioracdo ambiental provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos
naturais. Este ultimo estda levando a rapida perda de espécies unicas, a
eliminacdo de processos ecologicos chaves e a formagao de extensos nucleos de
desertificacdo em varios setores da regiao (LEAL et al., 2003).

O bioma Caatinga além de ser apontado como um dos mais criticos em
termos de conservacdo da sua biodiversidade € também considerado o mais
insuficientemente conhecido em termos da distribuicdo da sua cobertura vegetal
atual, entretanto o que dificulta o planejamento ambiental, sobretudo para o
controle e o manejo da sua biodiversidade, pois informagbes desse tipo séo
consideradas imprescindiveis para tais agbes (CARVALHO & JUNIOR et al,
2005).

O Brasil, em cumprimento as suas obriga¢des junto a Convengao sobre a
Biodiversidade, firmada durante a Conferéncia das Nacg¢des Unidas sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento — CNUMAD (Rio 92), ja definiu as a¢des e as areas
prioritarias para todos os seus grandes ecossistemas. Para a identificagcdo
dessas acgbes e areas prioritarias para a Caatinga foi desenvolvido o subprojeto
“‘Avaliacdo e Acdes Prioritarias para Conservagdo da Biodiversidade do Bioma
Caatinga”. Informacgdes detalhadas estdo disponiveis através da World Wide Web
(WWW .biodiversitas.org/caatinga), e no sumario executivo do subprojeto — MMA
(2002) (TABARELLI & SILVA, 2003). Nas trés areas prioritarias para conservagéo
do bioma Caatinga (Serra das Almas, CE; Curimatau, PB e Betania, PE), para
estudo da vegetacéo e flora fanerogamica, foram realizados oito levantamentos
floristicos e fitossociologicos em trés fitofisionomias. Foram registrados 475
taxons, 322 identificados ao nivel de espécie, 127 ao de género e 26 ao de



familia. Leguminosae (lato sensu), Euphorbiaceae, Cactaceae e Rubiaceae foram
as familias com maior riqueza de espécies. Das espécies com distribuicdo apenas
no territorio brasileiro, 53 sdo endémicas do bioma Caatinga. Das 322 espécies
registradas, quatro estdo nas listas do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) e/ou IUCN (International Union
for Conservation of Nature).de espécies ameagadas. Sao elas: Myracrodruon
urundeuva Allemao (Anacardiaceae), Mimosa caesalpinifolia Benth, Mimosa
verrucosa Benth. (Leguminosae) e Campomanesia aromatica Griseb. (Myrtaceae)
(RODAL et al., 2005). Dentre estas, a Myracrodruon urundeuva Allem&o, € tema

do presente estudo.

Myracrodruon urundeuva Fr. All. syn. Astronium urundeuva (Fr. All) Engl.
(Figura 1) é uma espécie arborea conhecida popularmente como aroeira-do-
cerrado, aroeira-do-sertdo, aroeira-preta, arendiuva, arindeuva, aroeira-da-serra,
aroeira-verdadeira, aroeira-do-campo, caracuramira, urindelva, urundeuva
(LORENZI & MATQOS, 2008).

Apresenta distribuicdo natural limitada a América do Sul, ocorrendo
naturalmente desde o Ceara, e também na regido chaqueana da Bolivia, Paraguai
e Argentina sendo encontrada em formagdes vegetais de caatinga, cerrado e
floresta pluvial (ANDRADE et al., 2000). E uma espécie nativa do Brasil ocorrendo
desde o Ceara até o Parana e Mato Grosso do Sul, englobando as regides
Nordeste, Sudeste e Centro-oeste (SANTIN & LEITAO FILHO, 1991; LORENZI,
1992, 2008; CARVALHO 1994, GURGEL-GARRIDO et al., 1997, CARMELLO-
GUERREIRO & PAOLI 1999).

Sendo assim, constata-se que € uma espécie distribuida numa ampla faixa
de variagdo climatica, ocorrendo em matas subcaducifélias e caducifdlias,
frequentemente em agrupamentos densos, em geral associados a afloramentos
calcarios (FLORSHEIM & TOMAZELLO FILHO, 1994). Esta entre as espécies
indicadoras de cerraddo mesotroéfico, dentro da area de cerrado do Brasil Central
(Mato Grosso, Goias e Minas Gerais), ocorrendo em solos com pH e teor de
célcio elevados (RATTER et al., 1977; HARIDASAN & ARAUJO, 1988).



Figura 1. Espécie de estudo. (A) Exemplar de Myracrodruon urundeuva; (B) Inflorescéncia
mostrando o fruto com calice acrescido; (C) Semente com exocarpo e mesocarpo. Fonte: (A)
Lorenzi, 1992; (B) Tatagiba, 2007; (C) Foto do autor.

O porte que varia de acordo com a regiao onde € encontrada, arvore de 5 a
10 m de altura na caatinga ou até 24 m na mata decidua, com tronco que pode
atingir 1 m de diametro. Copa ampla, com folhas compostas imparipenadas, com
5-7 pares de foliolos ovado-obtusos, pubescentes em ambas as faces quando
jovem, com até 5 cm de comprimento. Caracterizada por apresentar caducifolia
nos meses mais secos, coincidindo com a época de floragdo, geralmente, entre
julho e setembro, e a maturagao dos frutos ocorre de setembro a outubro
(LORENZI, 1992; ANDRADE et al., 2000; LORENZI & MATOQOS, 2008), periodo
ainda propicio a quedas de temperaturas, principalmente decorrentes de frentes

frias que alcangam o cerrado.

As flores masculinas e femininas sdo pequenas e dispostas em grandes
paniculas pendentes, pardacentas e purpureas, dispostas em pés separados.
(LORENZI & MATOS, 2008). A polinizagdo de M. urundeuva é realizada por
abelhas, e a dispersao dos diasporos € anemocoérica. Seus frutos sdo pequenos,
do tipo drupa globosa ou ovéide, com calice persistente em forma de estrela,



considerado um fruto-semente (BARROSO et al., 1999; FIGUEIROA et al., 2004;
LORENZI & MATOS, 2008). A semente € unica (0,2 a 0,4 cm de didmetro) por
fruto, globosa, desprovida de endosperma, com epicarpo castanho escuro,
mesocarpo castanho, carnoso, resinifero, com odor caracteristico, com tegumento
membranaceo, liso, de coloragcdo amarelo-clara com uma mancha marromescura
(MEDEIROS, 1996; ALMEIDA et al., 1998). Carmello-Guerreiro e Paoli (1999)
acrescentam ainda que, na semente madura além do endosperma ausente, a
micropila ndo é visivel, o embrido, n&o clorofilado, é axial dobrado ou pleurorrizo,
composto por dois cotilédones planos, carnosos, eixo hipocotilo-radicula longo e
plumula pouco desenvolvida. A reserva dos cotilédones consiste, principalmente,
de proteinas. Martins Netto e Faiad (1995) consideram a semente de aroeira
como oleaginosa, apesar de seus diasporos apresentarem em meédia 36,3% de
proteinas e 26,5% de lipidios (ABDALA et al., 2002).

A madeira é pardo-avermelhada, muito dura e imputrescivel, com sabor
adstringente, sendo preferida para utilizacdo na industria civi. A casca é
subdividida em placas nos troncos mais velhos, sendo integra nas arvores
jovens, encerrando 15% de tanino, usado na industria de curtume (ANDRADE et
al. 2000). Pela qualidade de sua madeira, de grande resisténcia mecanica, alta
densidade e consideravel durabilidade a aroeira-do-sertdo, € muito utilizada tanto

na construgdo civil, como na marcenaria e carpintaria (LORENZI, 1992).

Além da sua exploracao para o fornecimento de madeira, esta espécie é
também utilizada como planta medicinal, na arborizacéo de ruas e pragas, sendo
ainda de interesse na apicultura (MELO, 1991). Além disso, sua madeira, em
funcado da durabilidade e dificuldade de putrefacdo, € muito usada na construgao
civil como postes ou dormentes para cercas, na confeccdo de mdveis de luxo e
adornos torneados (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 1992). A aroeira possui um
crescente uso farmacologico, pois na sua entrecasca possui substancias com
propriedades antiinflamatérias, adstringentes, antialérgicas e cicatrizantes e na
qual foram constatados sete componentes, dos quais duas chalconasdiméricas
naturais, que possuem propriedade de antiinflamatorio e foram denominadas

Urundeveina A e B (VIANA et al., 1995). As raizes s&o usadas no tratamento de



reumatismo e as folhas s&o indicadas para o tratamento de ulceras (ALMEIDA et
al., 1998).

Em decorréncia dessa ampla utilidade e exploragao, muitas vezes de forma
predatoria, a biodiversidade do semiarido vem sofrendo perdas como: o
desmatamento indiscriminado, o uso agricola e mineral de forma errénea, as
secas periodicas e o super pastejo dos animais domésticos s&o os maiores
responsaveis pela aceleragdo no processo de degradagdo ambiental,
(MEDEIROS, 1996). Essa agdes promovem a devastacdo das populagdes
vegetais naturais, dentre elas, a Myracrodruon urundeuva, espécie que, por esta
razao, foi incluida na lista oficial de espécies ameagadas de extingdo (IBAMA,
1992) no nordeste brasileiro.

A principal demanda por sementes de espécies florestais nativas esta ligada
a producdo de mudas para reflorestamento ambiental, com destaque para as
espécies endémicas e aquelas que ocorrem em biomas sob grande acgado
antropica. Para espécies com valor comercial, a agao € mais intensa, como ocorre
com a aroeira (ABDALA et al., 2002). Com relagédo a exploragédo sustentavel de
espécies nativas, € importante destacar que um dos objetivos do manejo florestal
€ garantir a continuidade da produgdo madeireira, por meio do estimulo a
regeneragcdo natural nas clareiras e da protecdo do estoque de arvores
remanescentes (AMARAL et al.,1998). Entretanto, segundo os autores, € possivel
que em algumas situagdes a regeneragcado natural pos-exploragdo seja escassa,

sendo necessario fazer o plantio de mudas.

Quando se fala em obtencdo de mudas para reflorestamento ou para
estudos experimentais é importante buscar compreender o processo germinativo
da espécie de interesse. Durante o processo germinativo, ocorrem altera¢des na
composic¢ao quimica da semente e no consumo de substancias de reservas, tais
como carboidratos, lipideos e proteinas, os quais fornecem energia e matéria
prima para o desenvolvimento do embrido. Esta atividade metabdlica é
diretamente influenciada por condi¢des internas (intrinsecas do 6rgao) e externas
(do ambiente), que podem interferir na velocidade e no sucesso dos eventos.
Fatores externos, como por exemplo, a disponibilidade hidrica e da temperatura
afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas de diferentes formas. Os



diferentes modos de acado sobrepdem-se e o resultado final envolve o inter-

relacionamento de muitos processos (LARCHER, 2000).

Considerando-se que o conhecimento sobre as alteragdes fisicas e
fisiolégicas que ocorrem durante a germinagdo das sementes de espécies
florestais nativas é deficitario, a proposta aqui apresentada visa gerar dados sobre
o aspecto da fisiologia da germinagado de sementes de Myracrodruon urundeuva,
oferecendo subsidios para o entendimento das alternativas adaptativas
selecionadas que permite a permanéncia da espécie em areas de condi¢coes
indspitas como a caatinga e fazendo-se assim o estudo de suma importancia para

o entendimento e a preservacao deste bioma.

Com o desenvolvimento de inumeras ferramentas moleculares e
biotecnologicas, as sementes tém sido estudadas quanto a composi¢do quimica
de suas reservas, onde recentemente o interesse da sociedade por aspectos
relacionados ao meio ambiente fez-se tornar relevante conhecer aspectos da
composi¢do quimica e da fisiologia das sementes de espécies nativas das
florestas tropicais, do Cerrado e de outros biomas. Tais informagbes s&o
importantes para auxiliar, por exemplo, a produ¢gdo de mudas de alta qualidade
para tentar recuperar areas que foram degradadas por atividades agricolas e
industriais (BUCKERIDGE et al, 2004).

Ainda é pouco o conhecimento em nivel de sementes com espécies
florestais em relagdo a aspectos bioquimicos e fisiologicos da composi¢cdo das
reservas e principalmente sua mobilizagdo nas sementes durante a germinagéo e
crescimento inicial das plantulas. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar o comportamento germinativo de sementes de Myracrodruon urundeuva
Fr. All. sob condi¢gbes de estresse hidrico, térmico e a combinagao entre estes,
visando verificar as respostas de germinagédo a fatores ambientais por meio do
acompanhando do desenvolvimento germinativo do embrido e da pléantula
(capitulo 1), assim como avaliar o metabolismo germinativo de sementes de M.
urundeuva submetidas a fatores abidticos em diferentes intensidades, visando
ampliar o conhecimento sobre aspectos germinativos e do crescimento inicial e
compreender bioquimicamente o efeito de agentes estressores no metabolismo

desta espécie nativa do semiarido (capitulo 2).
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COMPORTAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES DE Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDAS A FATORES
ABIOTICOS

RESUMO - O obijetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento germinativo de
sementes de M. urundeuva sob diferentes temperaturas (screening térmico),
potenciais hidricos (screening hidrico) e a combinagédo entre estes. Os ensaios
foram conduzidos no Laboratério de Germinagcdo da UEFS, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes de 50 sementes/tratamento e em
trés etapas. Na etapa |, sementes foram dispostas em camaras de germinagéo a
temperaturas de 20 a 40°C, com intervalos de 5°C, ajustando-se em seguida a
temperatura de 50% de germinagao (T50) em 33°C. Na etapa Il, sementes foram
expostas a solugdes de PEG 6000 em diferentes potenciais osméticos (0,0 a -1,2
MPa), ajustando-se o potencial de 50% de germinagao (y50) em -0,7 MPa. Na
etapa lll, foi combinado a T50 com diferentes potenciais osmoticos (0,0; -0,2; -0,7
e -1,0 MPa) e o y50 com as temperaturas de 25, 33 e 40°C. No screening
térmico, foi estabelecido 25°C como temperatura 6tima, 33°C como T50 e 40°C
como a temperatura de estresse (germinagdo nula); no screening hidrico o
potencial de -1,0 MPa foi considerado aquele que ndo mais permitiu as sementes
germinarem, impondo um estresse as sementes de aroeira (condi¢des de
osmocondicionamento); a -0,7 MPa foi considerado como w50 (60%). No estresse
combinado s6 germinaram as sementes do tratamento -0,2 MPa/33°C (apenas
12%), demonstrando que a combinagdo entre os dois estresses afetou
significativamente o comportamento fisiologico das sementes e que a combinagéo
entre altas temperatura e diminuicdo dos potenciais osmoéticos reduz a

germinagao das sementes de M. urundeuva.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo, screening térmico e hidrico, estresse

combinado.
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PHYSIOLOGIC BEHAVIOR OF MYRACRODRUON URUNDEUVA
(ANACARDIACEAE) Fr. All. SEEDS SUBMITTED TO ABIOTIC FACTORS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the germinative
behavior of M. urundeuva seeds exposed to different temperatures (thermal
screening), hydric potentials (hydric screening) and the combinations between
them. Experiments were performed at the State University of Feira de Santana
Germination Laboratory, in a completely randomized experimental design, with
four replications of 50 seeds/treatment and in three stages. On stage |, seeds
were placed in chambers at the temperatures from 20 to 40°C, with intervals of
5°C, then adjusting to the temperature of 50% of germination (T50) at 33°C. On
stage I, seeds were exposed to PEG 6000 solutions at different osmotic potentials
(0,0 to -1,2 MPa), adjusting the potential of 50% of germination (y50) in -0,7 MPa.
On stage Il it was combined with T50 at different osmotic potentials (0,0; -0,2;
-0,7 and -1,0 MPa) and the w50 at the temperatures of 25, 33 and 40°C. On the
thermal screening, it was established 25°C as great temperature, 33°C as T50 and
40°C as the stress temperature (no germination); on the hydric screening the
potential of -1,0 MPa was considered the one which no longer allowed the seeds
to germinate, bringing a stress to the Aroeira seeds (osmoprimed conditions); at -
0,7 MPa was considered as y50 (60%). On the combined stress just the treatment
seeds germinated -0,2 MPa/33°C (12% only), showing that the combination
between the two stresses significantly affected the physiologic behavior of the
seeds and also that the combination between high temperatures and the reduction

of the osmotic potentials reduces the germination of the M. urundeuva seeds.

Keywords: Aroeira-do-sertdo, thermal and osmotic screening, combined stress.
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1. INTRODUCAO

A germinagdo de sementes é um fendmeno biolégico que pode ser
considerado botanicamente como a retomada do crescimento do embrido, com o
consequente rompimento do tegumento pela radicula (LABOURIAU, 1983). De
acordo com o critério fisiologico, a germinagdo € completada quando uma parte
do embrido, em geral, a radicula, penetra e atravessa os tecidos que o envolvem.
Além disso, existem outros critérios de germinagao, como a curvatura gravitropica
da radicula ou a emergéncia da plantula através da superficie do solo (critério
agronémico ou tecnolégico) (KERBAUY, 2004).

A retomada do crescimento do embrido ou germinacdo da semente é
dependente de muitos fatores externos e internos (RAVEN et al., 2001). Fatores
bidticos, intrinsecos a propria semente, e abidticos, como luz, temperatura, agua e
oxigénio, afetam diferentemente a germinacado (BASKIN & BASKIN, 1998; RAVEN
et al., 2001; BEWLEY & BLACK, 1994).

O gradiente e as flutuagbes térmicas aos quais as sementes sao
continuamente expostas constituem um sinal importante do ambiente no controle
das diferentes etapas do desenvolvimento das plantas. Nas sementes, a
temperatura atua tanto na inducédo e quebra da dorméncia quanto no crescimento
embrionario. O efeito da temperatura na germinagédo pode ser descrito em termos
de temperaturas cardinais (minima, 6tima e maxima), onde as temperaturas
minima e maxima sao aquelas em que, respectivamente abaixo e acima, a
semente ndo germina e na temperatura 6tima ha porcentagem maxima de
germinagao no menor periodo de tempo (BEWLEY & BLACK, 1994; CARVALHO
& NAKAGAWA, 2000).

Embora muitas sementes germinem em uma faixa razoavelmente ampla de
temperatura, elas normalmente n&o germinardo acima ou abaixo de uma
determinada faixa de temperatura para a espécie. O minimo de temperatura para
muitas espécies é entre 0°C a 5°C e a maxima € de 45°C a 48°C, e a faixa 6tima
esta entre 25°C a 30°C. (RAVEN et al., 2001). Hendricks e Taylorson (1976)
explicam que altas temperaturas podem causar desnaturacdo de proteinas e
alteracdo na permeabilidade das membranas, enquanto baixas temperaturas
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retardam as taxas metabdlicas, até o ponto em que as vias essenciais ao inicio

da germinagdo n&o podem mais operar.

A agua tem um papel-chave em todos os processos de desenvolvimento e
germinagao da semente, pois na medida em que a semente em desenvolvimento
muda de um estado metabolicamente ativo para um estado inativo apds a
maturacgao, por efeito da dessecacao, retorna depois ao estado metabolicamente
ativo durante a germinagdo (BEWLEY & BLACK, 1994; KERMODE, 1995; DE
CASTRO & HILHORST, 2000).

Sendo assim, verificando-se que a agua é o fator iniciante da germinacéo e
esta envolvida direta e indiretamente em todas as demais etapas do metabolismo
germinativo, sua participagdo € decisiva nas reagdes enzimaticas, na
solubilizagédo e transporte de metabdlitos, como reagente na digestao hidrolitica
de tecidos de reserva da semente. O aumento do potenciais osméticos atrasa e
diminuem a porcentagem de germinagdo. O grau minimo de umidade a ser
atingido pela semente para que a germinagdo ocorra, depende de sua
composi¢do quimica e da permeabilidade do tegumento (BRADFORD, 1995),
caso esta ndo apresente dorméncia. Para Street & Opik (1983) o déficit hidrico
altera a permeabilidade da membrana e as propriedades do tonoplasto,
permitindo a interacdo entre proteinas citoplasmaticas e enzimas hidroliticas.
Com o aumento do déficit hidrico verifica-se uma redugdo da armazenagem do
ATP, desacoplamento de elétrons na fosforilagdo oxidativa e danos nas

membranas celulares.

No estudo da germinagdo de sementes, o conhecimento sobre como a
deficiéncia hidrica afeta esse processo tem importancia especial na ecofisiologia
para avaliacdo dos limites de tolerancia e da capacidade de adaptacdo das
espécies, pois os fatores abidticos interferem na germinagdo de sementes
(LARCHER, 2000). Em condigbes de laboratorio, sdo realizados estudos
utilizando solugdes aquosas com diferentes potenciais osméticos para umedecer
o substrato de germinagdo em diferentes niveis de hidratagdo, promovendo
restricdo hidrica para a semente. O controle da hidratacdo da semente pelo

emprego de solugbes diluidas até um limite que permita a realizagdo dos
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processos metabolicos pré-germinativos, sem a protrusdo da radicula, é

denominado pré-condicionamento osmotico (BRADFORD, 1986).

O polietileno glicol 6000 (HOCH, (CH>,OCH>), CH20OH), € um dos agentes
osmoticos utilizados nesses estudos, pois é quimicamente inerte e atdxico para as
sementes, simulando a seca e ndo penetrando no tegumento devido ao tamanho
de suas moléculas que apresentam alto peso molecular (VILLELA et al., 1991),
propiciando assim restricdo hidrica a sementes, dependendo da concentragéo
utilizada.

A indisponibilidade de agua € um dos mais importantes fatores ambientais
capazes de influenciar o processo de germinagdo de sementes, e O
estabelecimento das plantulas, ja que os vegetais sdo geralmente mais sensiveis
ao déficit hidrico nessas fases iniciais do desenvolvimento (KERMODE, 1990;
BLAKE, 1993; BARBEDO & MARCOS FILHO, 1998).

A influéncia da deficiéncia hidrica na germinagéo se da através do atraso no
inicio do processo ou diminuicdo na germinabilidade final (HARDEGREE &
EMMERICH, 1990). Potenciais muito baixos, especialmente no inicio da
embebicdo das sementes, influenciam a absor¢cdo de agua, retardando a
sequéncia dos eventos germinativos (BANSAL et al., 1980). Por outro lado, o
excesso de umidade em geral provoca decréscimo na germinagdo, uma vez que
impede a difusdo do oxigénio e reduz todo o processo metabdlico resultante
(BORGES & RENA, 1993).

As plantas s&o submetidas frequentemente a diferentes estresses
ambientais. As plantas da Caatinga, por exemplo, enfrentam condi¢gdes adversas
em relacdo a solo, precipitagao pluviométrica e, portanto de conteudo de sais
soluveis no solo e disponibilidade de agua. Para realizar suas atividades
metabdlicas desenvolvem aptidées a essas adversidades (TROVAO et al., 2004).
Temperaturas extremas, salinidade, excesso ou deficiéncia hidrica, crostas do
solo e presenca de insetos e patdgenos podem afetar de forma adversa o
estabelecimento das plantas no campo (VILLELA et al., 1991). Desta forma, as
condi¢des térmicas e o potencial hidrico para a germinagdo das sementes nessas

espéecies constituem um dos importantes fatores a serem estudados no
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desenvolvimento dessas plantas. Esses mecanismos fisiologicos de sobrevivéncia
a seca tém sido bastante estudados em espécies vegetais cultivadas, no entanto,
pouco ainda se sabe sobre o comportamento e os mecanismos de adaptacao das
espécies nativas as condi¢cdes de restricdo hidrica e altas temperaturas, naturais
da Caatinga e Semiarido nordestino.

A espécie selecionada para esta pesquisa foi a Myracrodruon urundeuva Fr.
All syn. Astronium urundeuva (Fr. All) Engl., conhecida popularmente como
aroeira-do-cerrado, aroeira-do-sertdo, entre outros nomes. Trata-se de uma
espécie arborea, nativa da regido semiarida do Nordeste brasileiro, de relevante
valor sécio-econdbmico, ndo somente como planta medicinal ou madeireira, mas
também, como fonte de energia (lenha) nas industrias e nas propriedades rurais
(MEDEIROS et al., 2000).

Diversos trabalhos tem sido conduzidos, procurando definir o
comportamento fisioloégico de sementes de Myracrodruon urundeuva, alguns com
vistas a conservacgédo a longo prazo (MEDEIROS et al.,2000; GONZAGA et al.,
2003), outros sob o efeito de estresses na nutricdo mineral (SILVA et al., 2000),
efeito da luz e da temperatura (SILVA et al., 2002), efeito de temperaturas e
substratos (PACHECO et al., 2006), influéncia da luz (MIRANDA et al., 2007,
2008) na germinacédo de sementes, estudos de armazenamento (TEOFILO et al.,
2004; CALDEIRA, 2007; LUCIO et al., 2007; SOUZA et al., 2007), estudos de
campo (TROVAO et al., 2004; FIGUEIROA et al., 2004; BERGER et al., 2007;
CARON et al., 2007), entre outros.

Dentre os objetivos esperados a partir de estudos com germinagdo de
sementes esta a ampliagdo dos conhecimentos fisioldgicos, verificando as
respostas de germinacgdo a fatores ambientais por meio do acompanhamento do
desenvolvimento do embrido e da plantula. Desta forma, o presente trabalho tem
por objetivo avaliar o comportamento germinativo de sementes de Myracrodruon
urundeuva sob diferentes condi¢cdes de restricdo hidrica, diferentes temperaturas,
e a combinacao desses fatores, visando contribuir com conhecimentos nestes

aspectos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A vida de qualquer organismo comega por meio de um processo reprodutivo,
seguido por um desenvolvimento vegetativo (crescimento e formagéao de 6rgéos),
e em seguida ocorre novamente o evento da reprodugao, originando a préxima
geragcdo. Todas essas fases do desenvolvimento processam-se de forma
geneticamente determinadas, coordenadas pelos hormoénios e induzidas e
modificadas por fatores ambientais (LARCHER, 2000).

Cada fase ocupa um certo tempo do ciclo de vida da planta e tem sua
caracteristica particular quanto a forma e o funcionamento da planta regulada por
diferentes atividades genéticas, as quais sao afetadas pelas condigbes do
ambiente préximo a planta. A cada estadio a planta exige determinados recursos
e condigdes ambientais, e também responde de maneiras diferentes as
influéncias externas. Porém cada um dos sucessivos estadios de
desenvolvimento ndo podem ser considerados como eventos isolados, pois é
claro que os eventos da fase anterior tém um efeito de pré-condicionamento sobre
as fases subsequentes (LARCHER, 2000).

Dentre os estadios do ciclo de vida de uma planta (Figura 2) podemos citar:
a fase embrionaria (periodo entre a fertilizagdo e a maturagdo da semente), a fase
de germinagédo (inicia com a embebicdo de agua e com a ativagdo do
metabolismo do tecido embrionario), a fase vegetativa (periodo de crescimento
tanto em extensdo como em diametro), fase reprodutiva ( floragéo e frutificagao) e

a fase de senescéncia (fase de envelhecimento) (LARCHER, 2000).

Em se tratando de um ciclo, o presente trabalho pretende iniciar um estudo a
partir da fase germinativa de sementes, no qual processos morfologicos e
fisiolégicos que culminam com a protrusdo da radicula tém sido estudados a fim
de se avaliar viabilidade, condigbes de armazenamento e vigor de sementes.
Estudos sobre analise de emergéncia e crescimento de plantas; influéncia de luz,
temperatura, salinidade, do potencial hidrico, além do tipo de substrato na
germinacao de sementes sdo extensivamente descritos na literatura para varias

espécies nativas. Dentre elas com sementes de Myracrodruon urundeuva
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relatados por Duarte et al. (2000), Medeiros et al., (2000), Silva et al. (2000), Silva
(2002), Gonzaga et al. (2003), Figueiroa et al. (2004), Silva et al. (2004), Tedfilo et
al. (2004), Trovao et al. (2004), Dorneles et al. (2005), Pacheco et al. (2006),
Lucio et al. (2006a),. Caldeira (2007), Berger et al. (2007), Caron et al. (2007),
Carvalho et al. (2007), Miranda et al. (2007), Oliveira et al. (2007), Souza et al.
(2007a), Souza et al. (2007b), SILVA et al. (2008).

2.1 Germinagao

Entre os diferentes estagios do ciclo de vida dos vegetais superiores, a
germinacado das sementes € um dos pontos mais criticos para o sucesso das
plantas (METIVIER, 1986). Embora muito do interesse humano por semente
esteja associado, ao ponto de vista nutricional, a sua composigao, a finalidade
biologica de uma semente é germinar e estabelecer uma nova planta (DE
CASTRO et al., 2004a).

A fase de germinagao tem inicio com a embebigao da agua e com a ativagao
do metabolismo do tecido embrionario e esta completa quando a nutrigdo nao
mais depende dos materiais de reserva e ao mesmo tempo realiza autotrofia.
Neste momento, a raiz esta firmemente presa ao solo, os cotilédones (no caso de
germinacao hipdégea, as folhas primarias) estdo desenvolvidos e a plantula ja
atingiu o estado de independéncia. Essa € a primeira condigdo para a planta se
estabelecer. A duracdo da germinagao € o tempo gasto entre a hidratagdo da
semente e a emissao da radicula; a taxa de germinagdo é a porcentagem de

germinacgao acrescida por unidade de tempo. (LARCHER, 2000).

Durante a germinagdo de sementes ha uma sequéncia de eventos
fisiologicos que s&o influenciados por fatores intrinsecos ou internos e extrinsecos
ou ambientais. Entre os fatores extrinsecos, a luz e temperatura e o potencial
hidrico da agua sdo de grande importéncia para a germinagdo de sementes,
sendo esta também afetada pelos fatores intrinsecos, como: impermeabilidade do
tegumento, imaturidade fisiolégica e presengca de substancias inibidoras
(BEWLEY e BLACK, 1982; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Em condi¢des de

campo, as sementes ndo germinam quando determinados niveis de estresse
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térmico e hidrico sdo causados pelo clima e pelas condigdes de solo (KHAN,
1992; BRADFORD, 1986).

O conhecimento dos principais processos envolvidos na germinagédo de
sementes de espécies florestais nativas, a exemplo da Myracrodruon urundeuva
Fr. All, espécie em estudo, é de vital importancia, ndo apenas no que se refere a
preservagao das comunidades vegetais, mas no que tange as pesquisas
relacionadas a conservagao genética e aos estudos que visam a propagacao das
espécies, tanto em intentos paisagisticos, como em projetos que objetivam o
reflorestamento (SMIDERLE & SOUZA, 2003; KOSZO, 2006).

Como ja foi dito, a retomada do crescimento do embrido ou germinagéo da
semente é dependente de muitos fatores externos e internos. Entre os fatores
externos ou ambientais, a agua e a temperatura sdo particularmente importantes

(RAVEN et al., 2001) e estes serdo abordados a seguir.

2.2 Fatores Abiéticos na Germinagao

Cada fator ambiental pode atuar por si ou em interacédo com os demais. No
processo de germinagdo, a agua € o fator que exerce a mais determinante
influéncia, pois, da absorgdo de agua resulta a reidratagdo dos tecidos com
consequente intensificagdo da respiracdo e de todas as outras atividades
metabdlicas, que culminam com o fornecimento de energia e nutrientes
necessarios para a retomada do crescimento, por parte do eixo embrionario. A
temperatura regula as velocidades de absor¢cdo de agua e das reacdes
bioquimicas que determinam todo o processo, enquanto o oxigénio é necessario
para a promog¢ao da maioria destas reagoes, especialmente a respiracdo (NASSIF
et al., 1998).

A disponibilidade de agua € um dos mais importantes fatores ambientais
capazes de influenciar o processo germinativo. Durante o periodo de formacéo e
maturacdo de sementes, a agua assume papel crucial e seu teor permanece
elevado até o final do desenvolvimento em sementes ortodoxas (BEWLEY &
BLACK, 1994).
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A absorgdo de agua desempenha outros papéis que contribuem para o
sucesso da germinagao, como o aumento de volume da semente, resultante da
entrada de agua na semente e provocando o rompimento da casca, o que facilita
a emergéncia do eixo hipocdtilo-radicular do interior da semente (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000).

Ao monitorar o conteudo de agua de sementes secas submetidas a
embebicdo em agua, muito frequentemente se observa um padrao tipico trifasico
de absorcdo de agua e hidratacdo. A fase |, denominada embebicdo, é
consequéncia de potencial matricial e, portanto, processo fisico, que ocorre
independentemente da viabilidade ou dorméncia das sementes, desde que nao
relacionada a impedimentos fisicos a entrada de agua; a fase Il € denominada de
fase estacionaria e ocorre em funcdo do balango entre o potencial osmaético e o
potencial pressdo. Nesta fase, a semente absorve agua lentamente e o eixo
embrionario ainda ndo consegue crescer; e por ultimo a fase Ill, onde ocorre novo
aumento no grau de umidade das sementes e observa-se a emissdo de raiz
primaria (BEWLEY & BLACK, 1994).

Entre os eventos do processo germinativo que ocorrem em relagdo aos
conteudos aproximados de agua que a semente absorve durante a embebicéo
estdo: a respiragcao e o acumulo de ATP, sintese de mRNA e reparo de DNA,
ativacado de polissomos e sintese de proteinas a partir de mRNAs recentemente
produzidos, eventos que ocorrem durante a fase | de embebicdo; Sintese e
duplicacdo de DNA, inicio da degradacéo de reservas, alongamento das células
da radicula, eventos que ocorrem na fase Il, culminado com a protrusdo da
radicula que da inicio a fase lll juntamente com os eventos relacionados a mitose
(DE CASTRO et al., 2004b) (Figura 1).
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Fase | Fase ll Fase lll

Intervalo de preparacéao germinacao
reativagdo metabolica crescimento

absorgao agua

Conteddo de agua, (%) peso fresco

Intolerante
a dessecacgao

Tolerante .
a dessecagao

Tempo de embebicdo
Figura 1. Representacdo esquematica do padrdo trifasico de absorcdo de éagua durante a
embebicdo de sementes e os diferentes eventos do processo germinativo. Fonte: De Castro et al.
(2004b).

As sementes germinam quando as condi¢gdes para o crescimento sao
favoraveis e elas n&do apresentam algum tipo de dorméncia. Obviamente, a
primeira exigéncia para a germinagao € a agua, mas, além disso, a germinagao
ocorre em determinada faixa de temperatura. Existem temperaturas mais
apropriadas para a germinagao, assim como temperaturas limitantes, dependendo
da espécie (LABOURIAU, 1983; BASKIN & BASKIN, 1998). Temperaturas
extremas marcam o limite de ocorréncia da germinagdo, sendo que acima do
limite superior e abaixo do limite inferior pode ocorrer a morte das sementes
(BORGES & RENA, 1993).

A germinacdo de uma semente ndo-dormente € balizada pelas chamadas
temperaturas cardinais, ou seja, as temperaturas maxima (Ty), minima (T,) e
otima (Tqt). As temperaturas minima e maxima sao, respectivamente, a menor e a
maior temperatura cuja germinagcdo € estatisticamente diferente de zero. A
temperatura (ou faixa térmica) 6tima é aquela que resulta no maior numero de
sementes germinadas em menor tempo, ou seja, a que produz maior

germinabilidade e velocidade de germinagdo (KERBAUY, 2004).

A temperatura afeta o processo germinativo de trés maneiras distintas:
sobre o total de germinagdo, sobre a velocidade de germinacdo e sobre a
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uniformidade de germinac&o. A germinagao sé ocorrera dentro de certos limites
de temperatura acima ou abaixo dos quais a germinagdo nao ocorrera. Dentro
desses limites, existe uma faixa de temperaturas na qual o processo ocorre com
a maxima eficiéncia, ou seja, obtém-se o maximo de germinagdo no menor
periodo de tempo possivel (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). O minimo de
temperatura para muitas espécies é de 0°C a 5°C e a maxima é de 45°C a 48°C,
e a faixa 6tima esta entre 25°C a 30°C (RAVEN et al., 2001).

2.3 Estresse em plantas

As espécies diferem entre si com relagdo as exigéncias de agua,
temperatura e oxigénio para germinagdo, existindo uma combinagao 6tima que
promove O maior sucesso das mesmas nos diversos ambientes a serem
colonizados. Desta forma, sementes postas para germinar em condi¢gdes cada
vez mais distantes deste 6timo estardo submetidas a situacdo crescente de
estresse. Por sua vez, vale ressaltar que, experimentalmente ndo medimos o
estresse nas sementes, apenas aplicamos condi¢cdes adversas do 6timo. Para a
agua, por exemplo, restringimos a disponibilidade, assim o melhor termo seria

deficiéncia ou restricao hidrica ao invés de estresse hidrico.

Estresse é em geral definido como um fator externo, que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta. O conceito de estresse esta relacionado
ao de tolerancia ao estresse, que € a aptiddo da planta para enfrentar um
ambiente desfavoravel. Um ambiente estressante para uma planta pode néo o ser
para outra, ou seja, a tolerancia a seca varia de espécie para espécie (KERBAUY,
2004). Partindo-se de uma terminologia fisica, o termo “estresse” foi gradualmente
adotado para descrever qualquer situagao imposta que desvie de uma situacao
otima, e para indicar um evento ou um estado induzido no organismo (LARCHER,
2000).

Em qualquer lugar que as plantas cresgam, elas estardo sujeitas as
condi¢des de multiplos estresses, os quais limitardo seu desenvolvimento e suas
chances de sobrevivéncia. As multiplas, mas nao necessariamente letais

condicbes desfavoraveis que ocorrem tanto permanentemente como
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esporadicamente em uma localidade sdo conhecidas como “estresses’
(LARCHER, 2000).

Sob o aspecto do desenvolvimento germinativo, a condicdo de umidade
abaixo do exigido pela cultura resulta na reducéo da atividade enzimatica, sendo,
portanto uma das causas da baixa germinagcdo de sementes e da velocidade em
que ela ocorre (BEWLEY & BLACK, 1994). Por outro lado, o excesso de umidade
em geral provoca decréscimo na germinagao, uma vez que impede a difusdo do
oxigénio e reduz todo o processo metabdlico resultante (BORGES & RENA,
1993).

O estresse hidrico pode afetar a germinagdo, provocando além do atraso no
inicio do processo ou a diminuicdo no estande final de plantulas. Portanto, a
capacidade das sementes de algumas espécies em germinar sob estresse hidrico
confere vantagens ecoldgicas em relagdo a outras que s&o sensiveis a seca
(ROSA et al., 2005). Potenciais muito baixos, especialmente no inicio da
embebicdo, influenciam a absor¢cdo de agua, inviabilizando a sequéncia dos
eventos germinativos (BANSAL et al., 1980).

O periodo que vai da germinagao até a época em que a plantula se torna
estabelecida como um organismo independente constitui a fase mais crucial da
histéria da vida da planta. Durante este periodo, a planta € mais susceptivel a
injurias por uma grande diversidade de insetos herbivoros e fungos parasitas, e
estresse hidrico pode muito rapidamente tornar-se fatal (RAVEN et al., 2001). A
deficiéncia hidrica é o fator limitante de maior significAncia na sobrevivéncia e

crescimento inicial de plantas (BLAKE, 1993).

Nas regides semiaridas do Brasil ocorre com frequéncia periodos de
estiagem por ocasido da implantagdo de culturas, o que resulta em baixos
percentuais de germinagao e emergéncia das plantulas em campo. Diante desses
problemas torna-se necessario a utilizacdo de procedimentos adequados para
determinagdo do potencial fisiologico dos lotes de sementes. Diversos testes sao
executados com essa finalidade como, por exemplo, o de envelhecimento

acelerado, de frio, de condutividade elétrica e de estresse osmodtico. Com esses
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testes é possivel detectar lotes com desempenho superior, capazes de germinar

em condigdes de estresse ambiental, tal como estiagem na época da semeadura.

Experimentalmente é possivel conduzir testes de germinagdo simulando-se
ambiente com restrigdo com restricdo hidrica através do uso de diferentes
concentragbes de solugdo com polietileno glicol (PEG 6000), sendo este
considerado um procedimento promissor, como também sdo o envelhecimento
acelerado e o teste de frio (DA SILVA et al., 2006)

O estresse provocado por altas temperaturas merece destaque,
principalmente devido os efeitos deletérios em processos vitais para o
desenvolvimento vegetal e consequentemente diminuicdo dos niveis de
produtividade (ARAUJO et al., 1998). Sob temperaturas acima do ponto de
compensagao térmica, a fotossintese ndo pode repor o carbono usado como
substrato para a respiragdo, por consequéncia, as reservas de carboidratos
diminuem e os frutos e verduras perdem acucares. Tal desequilibrio entre
fotossintese e respiracdo € uma das principais razbes do efeito deletério de
temperaturas altas (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Outro aspecto a ser elucidado € que, a combinacado de fatores de estresse
ou uma série de eventos estressantes podem reforgar, diminuir, mascarar, ou
mesmo, reverter a resposta da planta a um simples fator de estresse (LARCHER,
2000).

O estresse desempenha um papel importante na determinacdo de como o
solo e o clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais. Assim, a compreensao
dos processos fisioldgicos subjacentes aos danos provocados por estresse e dos
mecanismos de adaptacdo e aclimatacdo de plantas aos fatores estresses

ambientais € de grande importéncia para a agricultura e o meio-ambiente.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios fisiologicos foram conduzidos no Laboratério de Germinagao da
Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS. Foram utilizadas diasporos
de aroeira-do-sertdo, Myracrodruon urundeuva Fr. All.,, coletados em plantas
matrizes localizadas em area do Campo Experimental da Caatinga, da Embrapa
Semiarido (cpatsa), entre agosto e setembro de 2007, na regido de Jutai, no
municipio de Petrolina — PE, regido semiarida do Nordeste.

Segundo a classificagdo de Koppen o clima nesta area apresenta-se como
tropical semiarido, tipo BshW, seco e quente na parte norte e semiarido quente
estipico na parte sul, caracterizado pela escassez e irregularidade das
precipitacdes com chuvas no verao e forte evaporagcdo em consequéncia das
altas temperaturas (KOTTEK et al., 2006).

Vale salientar, que conforme resultados observados em ensaios de
germinagao preliminares (dados nao publicados), onde foram utilizados os
diasporos sem um preé-tratamento, foi verificado a incidéncia de muitos fungos
durante a conducdo dos ensaios de germinagao, comprometendo os percentuais
reais de sementes germinadas. Porém, quando conduzidos ensaios apos
remogao das camadas de exocarpo e mesocarpo seguida de tratamento de
desinfestacédo obteve-se uma germinabilidade melhor do que quando utilizou-se o
diasporo sem o pré-tratamento (Figura 2). Sendo assim, em todos os ensaio,
inicialmente o exocarpo e mesocarpo dos diasporos foram retirado manualmente
em agua corrente e as sementes entdo desinfestadas superficialmente por um
minuto em fungicida derosol (1mL/1L), posteriormente com solugdo de hipoclorito
de sodio (NaClO) a 5% (agua sanitaria comercial) durante trés minutos e em

seguida lavadas com agua destilada.
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Figura 2: Material vegetal utilizado para andlises fisiologicas. A esquerda, didsporos de M.
urundeuva; a direita, sementes de Myracrodruon urundeuva apds remogdo das camadas de
exocarpo e mesocarpo. (Foto do autor).

A metodologia especifica para cada ensaio € descrita a seguir.
3.1 Armazenamento e caracterizagao do lote de sementes

O lote dos diasporos de Myracrodruon urundeuva, recebido em setembro
de 2007, foi acondicionado em sacos plasticos devidamente identificado e
armazenado em geladeira e mantida assim até o inicio dos testes. Para a
caracterizagdo do lote realizou-se a pesagem total do lote, seguido do peso de
100 sementes e determinacdo da massa média de mil sementes, teste de
germinagao para verificagcdo inicial da germinabilidade do lote e o teor de agua
das sementes de acordo com as Regras para Analise de Sementes - RAS (Brasil,
1992). As pesagens foram feitas em balanga analitica, o teste de germinagéo em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticbes de 50
sementes sob temperatura de 25°C e a determinagdo do grau de umidade (teor
de agua) dos diasporos foi calculada com base na massa fresca, pelo método de
estufa 105 £ 3°C, por 24 horas, sendo os resultados expressos em porcentagem.

3.2 Medidas utilizadas para analise da germinacéo

Algumas medidas utilizadas para caracterizar o comportamento de unidades de
dispersdo durante o processo de germinagdo foram calculadas a partir dos parametros
avaliados nos ensaios de germinacéo deste trabalho conforme metodologia proposta por
Santana e Ranal (2004), utilizando-se como ponto de partida os trabalhos de Labouriau e
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colaboradores e revisdo de trabalhos de outros autores. Dentre elas estdo: a
Germinabilidade ou Porcentagem de Germinagdo (%G), o Tempo médio de Germinagdo
(Tm), a Velocidade Média de Germinag&o (Vm), o indice de Velocidade de Germinagio
(IVG), o Coeficiente de Uniformidade de Germinagdo (CUG) e Curvas de Germinacéo.

Germinabilidade ou Porcentagem de Germinacao (%G) - corresponde ao

numero de sementes nas quais o processo de germinagédo pode ir até o fim, nas
condicdes do ensaio, mediante o crescimento intra-seminal, que conduz a
emergéncia de um embrido vivo (LABOURIAU, 1983b). Essa medida expressa a
homogeneidade fisiologica das sementes de uma amostra (LABOURIAU, 1983a).
Sera apresentada como porcentagem média do numero total de sementes
germinadas ao final da avaliagdo calculada a partir da pela expresséo: G (%) =
N/A * 100, em que: N = numero de sementes germinadas; A= numero total de

sementes colocadas para germinar.

Tempo médio de Germinacdo (Tm): Corresponde a média de tempo

necessario para um conjunto de sementes germinar, dando ao processo um
carater cinético. E calculado como a média ponderada dos tempos de
germinacgao, utilizando-se como pesos de ponderagdo o numero de sementes
germinadas nos intervalos de tempo estabelecidos para a coleta de dados no
experimento (LABOURIAU, 1983b) a partir da expressdo: Tm = (Xn..t) / 2n;, em
que: n; o numero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de

tempo ti.1 e ti (dia ou hora);

Velocidade Média de Germinacéo (Vm): é definida como o inverso do tempo

médio de germinagdo, uma vez que a velocidade média de germinagéo cresce e
decresce com 1/Tm e ndo com Tm (LABOURIAU, 1983b). Sendo entédo calculada
a partir da expressao: Vm = 1/Tm.

indice_de Velocidade de Germinacdo (IVG) - representa também uma

medida de velocidade de germinagdo. Quanto maior for o valor numérico da
expressao, maior sera o vigor da amostra de sementes analisadas O valor obtido
é influenciado pelo tempo médio de germinagdo e, consequentemente, pela
velocidade de germinagdo, ou seja, se a germinagao ocorrer logo no inicio da

semeadura, o valor do indice sera maior do que se isso ocorrer mais tardiamente
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(SANTANA & RANAL, 2004). Quando se considera o critério agronémico o IVG é
substituido por IVE (indice de velocidade de emergéncia), entretanto o calculo
permanece o mesmo (BORGHETTI & FERREIRA, 2004). Seu calculo
corresponde ao somatério da razdo do numero de sementes germinadas a cada
dia (G), pelo numero de dias transcorridos desde a data de semeadura (N). A
expressao é dada por: IVG= G4/Nq + G2/N; + ...+ G,/N;;

Coeficiente de Uniformidade de Germinacdo (CUG): mede a variabilidade do

tempo de germinagédo de cada semente em torno do tempo médio de germinagéo

da amostra da qual faz parte e foi apresentada inicialmente por Heydecker (1973).

Curvas de Germinacdo — expressam o comportamento da semente em

processo de germinagdo ao longo do tempo de duragdo do experimento,
apresentando um detalhamento que pode ser explorado pelo pesquisador para
entender melhor a germinagcdo das sementes da espécie. Neste trabalho utilizou-
se a curva de germinagdo por meio de analise de regressdo com os dados
referentes a germinabilidade obtendo-se o modelo que melhor retratasse o
comportamento da espécie dentro das condi¢bes do ensaio. Utilizou-se também
curvas de Frequéncia Relativa da Germinagao (Fr), na qual se pode representar a
quantidade total de sementes germinadas por dia. As curvas de germinagéo
podem se apresentar sob as mais diversas formas, entretanto, elas podem ser

identificadas por modelos de curvas ja existentes.

3.3 Comportamento fisioléogico de sementes de Myracrodruon urundeuva Fr.

All. submetidas a diferentes fatores abidticos

Foram testados alguns fatores abidticos na germinacdo de sementes de
Myracrodruon urundeuva. Para tanto foram conduzidos separadamente trés

experimentos de germinagao.
3.3.1 Experimento 1: Screening Térmico

Visando estabelecer a temperatura 6tima de germinacao, a temperatura de
50 % (T50) e a temperatura maxima de germinacao (temperatura acima da qual a
semente ndo germina), as sementes foram semeadas a temperaturas constantes

de 20, 25, 30, 35 e 40°C, e posteriormente 33°C buscando-se ajustar a
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temperatura de 50% de germinagao (T50). Inicialmente, as sementes foram
desinfestadas como descrito anteriormente e dispostas uniformemente sobre
substrato composto por trés folhas de papel de germinagéo estéril em placas de
petri, embebidas com 7 mL de &agua destilada. Os experimentos foram
conduzidos em germinador sob fotoperiodo de 12 horas de luz e ajustado nas
temperaturas pré-estabelecidas. Os experimentos foram avaliados diariamente
durante 15 dias e o substrato trocado a cada dois dias, a fim de evitar a
contaminagdo por fungos. Os parametros avaliados foram: porcentagem de
germinagado (emissao de radicula), sementes mortas e ndo germinadas e as

medidas de germinacgé&o calculadas conforme descrito no item 3.2.
3.3.2 Experimento 2: Screening hidrico

Visando estabelecer o potencial minimo de germinagao, o potencial de 50%
(W50) e o potencial de estresse (potencial de germinabilidade nula), as sementes
foram semeadas nos potenciais osmoticos de 0,0 (testemunha); -0,2; -0,4; -0,6, -
0,8, -0,9; -1,0; -1,2 e -1,4 MPa utilizando como agente osmético solugdes de
polietilenoglicol (PEG 6000). As solugbes foram preparadas para a temperatura
de 25°C, temperatura 6tima de germinagcdo para a espécie (estabelecida no
experimento 1), a partir da diluicdo do PEG 6000 em agua destilada de acordo
com Villela et al. (1991) e metodologia de Michel & Kaufmann (1973).
Inicialmente, as sementes foram desinfestadas como descrito anteriormente e
dispostas uniformemente sobre substrato composto por trés folhas de papel de
germinagao estéril em placas de petri, embebidas com 7 mL de solugdo. Os
ensaios foram conduzidos em germinador sob fotoperiodo de 12 horas ajustado a
temperatura de 25°C. Os experimentos foram avaliados diariamente durante 15
dias e a solugdo trocada a cada dois dias, a fim de evitar a contaminacdo do
substrato e a manuteng¢do dos potenciais.

Os parametros avaliados para este experimento foram: porcentagem de
germinagado (emissdo de radicula) (Figura 3A) e porcentagem de plantulas
normais (Figura 3B), plantulas anormais deformadas e deterioradas, sementes
mortas e nao germinadas. Foram consideradas plantulas normais as que

atingiram comprimento minimo de 10,0 mm até o final do teste e com raiz,
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hipocétilo e cotilédones aparentes e fora do tegumento da semente. As medidas

de germinagao foram calculadas conforme descrito no item 3.2.

Ao final do periodo de avaliagdo foi realizada uma averiguagdo da
capacidade de envigoramento das sementes ndo germinadas em cada potencial
osmoético testado. Para tanto, as sementes n&do germinadas nas solugdes em
diferentes potenciais osméticos foram lavadas com agua destilada para retirada
do excesso da solucdao de PEG 6000, sendo as mesmas contadas e transferidas
para placas de petri umedecidas com a mesma quantidade inicial (7 ml) de agua
destilada e mantidas nas mesmas condicbes de germinagdo. As sementes
permaneceram nessas condicdes por um periodo de 10 dias onde foram
contabilizadas diariamente o numero de sementes germinadas (emissao de
radicula) e os valores expressos em porcentagem de acordo com o numero de
sementes transferidas para a agua. Nos resultados, as sementes germinadas
foram denominadas de "sementes germinadas em agua apds condicionamento

osmotico”.

Figura 3: Parametros avaliados para o0s ensaios de germinagdo com sementes de
Myracrodruon urundeuva. (A) emissdo de raiz primaria (critério botanico), (B) plantulas
normais (critério agronémico). (Foto do autor).

3.3.3 Experimento 3: Combinacdao dos Fatores Abioéticos (Térmico x
Hidrico)

Conforme o esquema da figura 4, a partir dos dados obtidos dos
experimentos 1 e 2 foi combinada a temperatura de 33° C (T50) com diferentes
potenciais osmoticos (0,0; -0,2; -0,7 e -1,0 MPa), o qual denominaremos de
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ensaio 1 e o potencial osmético -0,7 MPa (y50) com as temperaturas: otima
(25°C), a T50 (33°C) e a temperatura de germinabilidade nula (40°C), sendo esta

considerada a temperatura de estresse.

Myracrodruon urundeuva (aroeira)

|

Combinacdo dos Fatores (Térmico x Hidrico)

ENSAIO 1 ENSAIO 2
Temperatura 50% (T50) y Hidrico 50%
33°C -0,7 MPa
Controle W min W 50% W estresse T, (6tima) Tso T de estresse
0,0 MPa -0,2 MPa -0,7 MPa -1,0 MPa 25°C 33°C 40°C

Figura 4. Organograma do desenho experimental dos ensaios de germinagédo com combinag&o
dos fatores abidticos em sementes de Myracrodruon urundeuva.

As condicdes de assepsia das sementes e da semeadura foram
semelhantes aos descritos nos itens 3.3.1 e 3.3.2. Os experimentos foram
avaliados diariamente durante 10 dias. Os parametros avaliados foram:
porcentagem de germinagao (emissédo de radicula), de sementes mortas e nao
germinadas e as medidas de germinacéo foram calculadas conforme descrito no
item 3.2..

3.4. Delineamento estatistico

Em todos os experimentos o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeticoes de 50 sementes por tratamento.
Os dados de todas as medidas calculadas foram transformados pela fungéo (x +
0,5)%° e submetidos a analise de variancia (ANOVA) e com os dados referentes
as porcentagens de germinagao efetuou-se analise de regressao polinomial, ao
passo que os percentuais de sementes mortas e ndo germinadas n&do foram
analisados estatisticamente. Todas as analises foram realizadas com auxilio do
programa estatistico Sisvar (versdo 5.0) da Universidade Federal de Lavras
(FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao do Lote de Sementes

As sementes apresentaram uma germinabilidade inicial de 93%. O peso
médio de 1000 diasporos foi de 14,82 g e o de 100 diasporos 1,357 g. O teor de
agua dos diasporos foi de 10,17%. Duarte et al. (2000) verificaram para diferentes
lotes de M. urundeuva pesos de 13,08; 17,38 e 17,40 g para 1000 diasporos e
teores de agua de 9,49; 8,79 e 8,87%. Lucio et al. (2007) registraram 9,62% e
Caldeira (2007) verificou 9,7% no teor de agua inicial dos diasporos para a

mesma especie.

4.2 Comportamento Fisiolégico de Sementes de Myracrodruon urundeuva
Fr. All. submetidas a diferentes fatores abiéticos

4.2.1 Screening Térmico

A analise de variancia demonstrou haver diferenca significativa, ao nivel de
5% de probabilidade, entre as temperaturas testadas para todas as variaveis
analisadas.

O efeito das temperaturas entre 20 e 40°C na germinagao de Myracrodruon
urundeuva, considerando a emisséo da raiz primaria, sdo apresentados na Figura
6. Verificou-se que a faixa de temperatura entre 20 e 30°C mostrou-se bastante
favoravel a germinagdo das sementes de M. urundeuva, porém, apesar da
porcentagem de germinagédo das sementes submetidas a 20°C (95%) ter sido um
pouco maior que em 25°C (94%), a temperatura de 25°C foi considerada como
otima e mais favoravel para a germinagdo das sementes, uma vez que nesta

temperatura, as sementes apresentaram menor tempo médio de germinagéo

(2,212 dias™) e maior valor de IVG (23,238 sem. dia -1) e CUG (2,506 dias “2).

Esses dados podem ser visualizados na Figura 5 e na Tabela 1.
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Figura 5. Gréfico representativo da germinabilidade (emisséo de radicula) das sementes nas
diferentes temperaturas testadas.

Tabela 1: Medidas de germinagéo de sementes de Myracrodruon urundeuva submetida a
diferentes temperaturas.

Temperatura G Tm Vm IVG CuG
(°C) ' (%) (dias) (dias 1)  (sem.dia-1) (dias -2
20 189 95 2,590 0, 392 19, 792 1, 093
25 187 94 2,212 0, 453 23,238 2, 506
30 151 76 2,399 0, 418 17, 583 2,083
33 93 47 2,272 0, 444 11, 454 2,133
35 43 22 2,713 0, 410 5, 570 0, 773
40 00 0
CV (%) 9.02" 8.76" 3.70" 9.07" 17.99"

n;: nimero de sementes germinadas (emiss&o de radicula); G: Dados medios de germinabilidade; Tm:
tempo médio de germinagdo; Vm: velocidade média de germinacdo; IVG: Indice de Velocidade de
Germinacgao; CUG: coeficiente de uniformidade de germinagao.

*significativo a 5%, ns — n&o significativo para o teste F da analise da variancia (ANOVA).
! Coeficiente de variagao para os dados transformados em raiz quadrada de Y + 0.5.

Pacheco et al. (2006), estudando o efeito de temperatura e substrato em M.
urundeuva, encontraram as maiores taxas de germinagao (variando entre 79 e
93%) para as temperaturas constantes de 25 e 27°C, respectivamente, em todos
0s substratos testados. Silva et al. 2002, avaliando uma faixa de temperatura
entre 15 e 35°C, na presenca e na auséncia de luz, observaram que as sementes
de M. urundeuva apresentaram as maiores germinabilidades entre 20 e 30°C,
confirmando assim os dados encontrados no presente estudo. A mesma faixa de
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temperatura foi encontrada por Silva et al. (2001), para a espécie Schinus

terebenthifolius Raddi., outra espécie de aroeira.

Lucio et al. (2006), trabalhando com a mesma espécie verificaram que a
temperatura de 20°C foi mais favoravel a germinacdo de aroeira (94%), bem
como foi a que propiciou maior IVG, quando comparados aos resultados sob a
temperatura de 25°C (89%). Considerando-se que estes autores utilizaram para
analise uma amostragem de 100 sementes e que no presente estudo foram
utilizadas uma amostragem de 200 sementes, assim, representando melhor a
populacédo da espécie, fato que juntamente com a diferencga fisiologica que cada
lote de semente pode apresentar, possivelmente justifica a diferenga nos dados
obtidos entre um experimento e outro, porém nao os invalida, pois ambos estao
dentro da amplitude registrada por outros autores. A temperatura 6tima de
germinacdo de sementes esta diretamente associada a caracteristica ecoldgica
da espécie (PROBERT, 2000). A faixa de temperatura entre 20 e 30°C tem sido
indicada para a germinagao de inumeras espécies florestais (BORGES & RENA
1993).

A temperatura de 33°C foi estabelecida no presente estudo como a T50
(Figura 5), que é aquela cuja germinacdo é proxima de 50%. E importante
destacar que, nas temperaturas de 33 e 35°C, apesar do tempo médio de
germinacgao, da velocidade média e o CUG terem apresentado valores proximos
aos obtidos para as mesmas medidas nas temperaturas de 25 e 30°C verificou-se
que os valores de IVG foram inferiores, pois estas medidas sao dependentes do
numero total de sementes germinadas, o que nessas temperaturas foram baixas

(47 e 22%, respectivamente) (Tabela 1).

N&do houve emergéncia de raiz primaria na temperatura de 40°C, sendo
assim, considerou-se esta como a temperatura de estresse e em fungédo da taxa
nula de germinagdo, nenhum parametro foi avaliado. Este resultado também foi
encontrado por Silva et al. (2002) para a mesma espécie. Essa sensibilidade a
variagdo da temperatura é caracterizada como termoinibicao (SOUSA et al, 2008).
Borges & Rena (1993) afirmam que temperaturas extremas marcam o limite de
ocorréncia da germinagao, sendo que acima do limite superior e abaixo do limite

inferior pode ocorrer a morte das sementes. Acredita-se que este fenbmeno possa
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ter ocorrido em sementes de M. urundeuva, pois ao final dos 14 dias de avaliacéo
do experimento as sementes encubadas a 40°C, apresentavam-se escurecidas e
com incidéncia de muitos fungos. Mesmo apds terem sido lavadas e transferidas
para sua temperatura 6tima de germinagao (25°C), as sementes n&o germinaram,
inferindo-se assim que a perda da germinabilidade tenha se dado por morte do

embrido.

Na Figura 6, pode-se acompanhar a partir dos graficos de frequéncia
absoluta, a distribuicdo da germinacdo ao longo do tempo de duragéo
experimento, nos quais se verificou que com o aumento da temperatura houve um
aumento no tempo médio para iniciar o processo de germinagcao das sementes de
aroeira. Nas temperaturas de 20, 25 e 30°C o pico de germinagdo se deu em
torno do 2° dia apds a semeadura, sendo o menor tempo registrado para as
sementes semeadas a 25°C. Nas temperaturas de 30 e 35°C este pico
aproximou-se do 3° dia apdés a semeadura. Nas temperaturas de 20 a 35°C,
apesar das diferengas no numero de sementes germinadas, as curvas de
germinagado apresentaram um padrdo normal (ou gaussiano) na distribuicdo
temporal. Este padrédo também foi observado por Rosa e Ferreira (1998) em
sementes de brédo (Talinum patens) sob temperatura de 25°C.

Verifica-se assim que os diasporos de Myracrodruon urundeuva, em
temperaturas otimas, apresentam alta porcentagem de germinagdo, superior a
60%, em tempo relativamente curto, em torno de 2 a 3 dias. Resultados também
confirmados por outros autores (FIGUEIROA, 2002; SILVA et al., 2002; TEOFILO
et al., 2004; DORNELES et al., 2005; PACHECO et al., 2006). Em geral, os
resultados encontrados neste trabalho corroboram com outros autores, onde
também estudando a germinacdo de diasporos de aroeira, inicialmente as
temperaturas alternadas utilizadas foram de 20°C e 30°C, em periodos diferentes,
e associados a alternancia de luz na maior temperatura (MEDEIROS &
CAVALLARI, 1992; MARTINS NETTO & FAIAD, 1995); e de 19°C e 33°C a cada
12 horas (MEDEIROS, 1996; MEDEIROS et al., 2000). A temperatura constante a
mais usual foi a de 25°C (FRAYHA, 1999; SALOMAO e ALLEM, 2001; TEOFILO
et al., 2004; DUARTE et al., 2006) ou de 26 a 26,5°C (DORNELES et al., 2005).
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Figura 6: Poligonos de freqliiéncias da germinagdo de sementes de Myracrodruon urundeuva,
em funcdo do tempo de incubacdo em diferentes temperaturas. Dados n&o-acumulados.
n;: numero de sementes germinadas; Tm: tempo médio de germinacao (dias);

4.2.2 Screening Hidrico

Houve efeito significativo (p<0,05) entre os potenciais osmoticos testados
para todas as variaveis analisadas. Os valores médios de porcentagens de
germinacgao, para os nove diferentes niveis de potenciais osmoticos testados em
sementes de M. urundeuva, nos dois ensaios realizados, estdo representados na
Figura 7, onde os graficos de regressao apresentam um declinio da germinacéo a
medida que diminuiu o potencial osmaotico (aumento da restrigdo hidrica no meio

de germinagao).
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Figura 7. Médias de germinacdo (emissdo de radicula) em sementes de Myracrodruon
urundeuva submetidas a diferentes potenciais osmoticos. (A) Ensaio 1 e (B) Ensaio 2.

Visando determinar os potenciais osméticos que restringiam a germinagao
das sementes e aquele em que a germinagdo fosse maxima e de 50%, foram
montados dois ensaios. No primeiro ensaio foi possivel detectar os potencias
osmoticos maximo e o que verificou-se germinabilidade nula, considerado este

como potencial de estresse (Figura 7A). J& no segundo ensaio, que teve a
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duragdo de nove dias, obteve-se o potencial osmético de 50% de germinagéo
(Figura 7B), bem como resultados da capacidade de recuperagdo da germinagao
das sementes pods-estresse, obtidos apds transferéncia das sementes néo
germinadas para a agua. Vale ressaltar que estes dados complementares foram
de grande importancia para estabelecer os tratamentos para o ensaio de
combinagao dos fatores abidticos (térmico X hidrico) e as analises bioquimicas
subsequentes (capitulo 2), além de embasamento para futuros ensaios de

osmocondicionamento com a espécie.

A partir dos potencias testados, nos ensaios 1 e 2 foi possivel estabelecer o
potencial osmaético de -0,2 MPa como o potencial minimo de germinagéo (90%)
para sementes de M. urundeuva (Figura 7A), o potencial de -0,7 MPa ficou
definido como o potencial de 50% de germinacado (Figura 7B) e o de -1,0 MPa

como o de estresse (germinabilidade nula).

De modo geral as maiores taxas de germinagcdo foram verificadas nos
potenciais zero (97%), -0,2 (90%) e -0,4 (89%). A partir do potencial -0,6 MPa
houve uma redugdo maior na germinabilidade (62%); nos potenciais osmoticos
inferiores a -0,8 MPa ocorreu redugao acentuada da porcentagem de germinagao
até sua nulidade, a partir de -1,0 MPa. Carvalho, et al. (2007) encontraram
resultados semelhantes para a mesma espécie. Santos, et al. (1992) afirmaram
que a embebigdo depende do gradiente hidrico existente entre a semente e o
meio externo; sendo assim, se o potencial osmoético da solugéo for mais negativo
do que aquele apresentado pelas células do embrido esta dificultara a absorcao

da agua necessaria para a germinagédo de semente.

Na germinacdo de sementes de catingueira (Caesalpinia pyramidalis),
espécie nativa da caatinga, Antunes (2008) registrou a manutengdo da
capacidade germinativa das sementes nos maiores potenciais osmoticos (-0,2,
-0,4, -0,6 MPa) e em niveis altos (88; 90 e 87,33% respectivamente) e queda
bastante significativa da germinagdo nos potenciais de -0,8 e -1,0 MPa (53,33 e
1,33%, respectivamente), sendo a mesma nula a -1,2 MPa. Em se tratando de
espécies de caatinga, € provavel que sob condi¢des hidricas muito desfavoraveis

as sementes evitem a germinacdo como estratégia de sobrevivéncia, a fim de
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garantir o estabelecimento das futuras pléantulas (BEWLEY & BLACK, 1982,
FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

Ribeiro (2008) estudando a influéncia da restricao hidrica imposto por PEG
6000 na germinagéo de sementes de gliricidia (Gliricidia sepium), espécie também
ocorrente no semiarido nordestino, verificou que em potenciais inferiores a -1,0
MPa, a geminagao das sementes foi significativamente reduzida, chegando a taxa
nula a -1,4 MPa. Sefora (2008), também estudando Gliricidia sepium, utilizando
apenas os potenciais 0,0; -0,5; -1,0 e -2,0 MPa, verificou que a porcentagem de
germinacgao foi reduzida pela metade quando o potencial osmotico baixou de 0,0
MPa para -0,5 MPa, chegando a valores nulos no potencial osmotico de -2,0 MPa.

Jeller e Perez (2001) verificaram a inibicdo completa da germinagao de
sementes de Senna spectabilis a partir de -0,8 MPa. Ja Silva et al (2005),
estudando o efeito do estresse hidrico sobre a germinacdo de sementes de
faveleira (Cnidoscolus juercifolius), uma espécie endémica do semiarido
nordestino, observaram a inibigdo completa da germinagao a partir de -0,9 MPa.
Para Bewley & Black (1994) a inibigdo na emergéncia da raiz principal decorrente
de uma disponibilidade menor de agua relaciona-se frequentemente a redugdes
na atividade de algumas enzimas com prejuizo ao metabolismo geral das

sementes.

Nas Tabelas 2 e 3, sdo apresentadas as medidas de germinagao calculadas
durante o screening hidrico. Verificou-se uma reducdo na germinabilidade das
sementes de M. urundeuva a medida que o potencial osmaético da solugao foi
reduzido. Esse decréscimo também pode ser verificado para outros parametros
como o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o coeficiente de
uniformidade (CUG); para o tempo meédio de germinacdo (Tm), a restricdo
hidrica, promoveu um atraso na expansdao e divisdo das células,

consequentemente na emissao da raiz.
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Tabela 2. Medidas de germinagdo de sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a
diferentes potenciais osméticos durante a germinacao. Ensaio de 14 dias.

PO G Tm Vm IVG CuUG
(MPa) i (%) (dias) (dias 1)  (sem.dia-1)  (dias 2)
0,0 194 97 1,985 0, 504 25, 875 6, 286
-0,2 179 90 2,419 0, 414 19, 840 1, 698
-0,4 177 89 2,990 0, 335 15, 663 2, 096
-0,6 123 62 5, 283 0, 190 6, 320 0, 379
-0,8 57 29 9, 423 0, 106 1, 554 0,613
-0,9 43 22 8, 243 0,121 1, 331 0, 629
-1,0 00 00 ———- ———- ———- ———-
-1,2 00 00 ——— ———- ———- m——
-1,4 00 00
CV (%)’ 8.67* 2.08* 0.60* 5.65* 17.73*

n;: nimero de sementes germinadas (emiss&o de radicula); G: Dados médios de germinabilidade; Tm: tempo
médio de germinagdo; Vm: velocidade média de germinagdo; IVG: Indice de Velocidade de Germinagao;
CUG: coeficiente de uniformidade de germinacéo.

*significativo a 5%, ns — n&o significativo para o teste F da analise da variancia (ANOVA).
! Coeficiente de variagéo para os dados transformados em raiz quadrada de Y + 0.5

Tabela 3. Medidas de germinagdo de sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a
diferentes potenciais osmaéticos durante a germinacao. Ensaio de 9 dias.

PO G Tm Vm IVG CUG
(MPa) i (%) (dias) (dias -1) (sem. dia -1) (dias “2)
0,0 179 90 2,112 0,474 21,708 11, 513
-0,2 167 84 2,670 0, 375 16, 740 1,917
-0,4 152 76 3,205 0, 313 12, 830 1, 366
-0,6 142 71 4,813 0, 209 8, 108 0, 446
-0,7 120 60 5,103 0, 196 6, 317 0,494
-0,8 84 42 7,319 0, 137 3, 050 0, 536
-0,9 00 00 ———- ———- ———- ———-
-1,0 01 01 ——— ——— ——— ———
-1,2 00 00 ———- ———- ———- ———-
CV (%)’ 9.87* 2.63* 0.80* 7.80* 33.16*

n;: nimero de sementes germinadas (emiss&o de radicula); G: Dados médios de germinabilidade; Tm: tempo
médio de germinagdo; Vm: velocidade média de germinagdo; IVG: Indice de Velocidade de Germinagao;
CUG: coeficiente de uniformidade de germinacéo.

*significativo a 5%, ns — n&o significativo para o teste F da analise da variancia (ANOVA).
! Coeficiente de variagéo para os dados transformados em raiz quadrada de y + 0.5

Porém vale ressaltar que o IVG € influenciado pelo numero total de
sementes que germinam nas condi¢gdes do ensaio e, portanto, é adequado para
comparacgdes somente quando as amostras ou os tratamentos apresentarem o
mesmo numero de sementes germinadas (SANTANA & RANAL, 2004).
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Isto é nitidamente observado nos resultados obtidos, onde se verifica que,
nos potenciais -0,2 e -0,4 MPa, apesar de as sementes apresentarem uma
germinabilidade alta, seus valores foram semelhantes (90 e 89%,
respectivamente no ensaio 1 e 84 e 76%, respectivamente no ensaio 2), porém
por ja haver um efeito da restricdo hidrica provocando um retardo no inicio do
processo germinativo, os valores de IVG no potencial de -0,2 MPa apresentaram-
se maiores que o do potencial -0,4 MPa (19,840 e 15,663, respectivamente no
ensaio 1 e 16, 740 e 12, 830, respectivamente no ensaio 2), verificando assim
que com o aumento do estresse hidrico, as sementes apesar de germinarem, o
processo ocorre mais lentamente. Em condi¢gdes naturais, esse aumento do
tempo poderia estar atuando de forma positiva no estabelecimento das plantulas,
pois desta forma a germinagao das sementes que permanecem viaveis pode ser
distribuida no tempo e no espaco, aumentando a probabilidade das plantulas
encontrarem condigdes ambientais adequadas para seu crescimento e
desenvolvimento (BEWLEY & BLACK, 1994).

Esses dados demonstram que na germinacdo de sementes de M.
urundeuva, uma restricdo hidrica moderada permite que as sementes completem
0 processo germinativo de maneira eficiente, porém num maior espago de tempo.
Por outro lado, em condicbes de deficiéncia hidrica mais elevada, como
verificado nos potenciais de -0,6 a -0,8 MPa, as sementes levaram muito mais
tempo para germinar ou evitaram a germinagdo como verificado nos potenciais
de -0,9 MPa em diante).

Os resultados deste trabalho corroboram com os obtidos por Fonseca e
Perez (2003) que verificaram maior tempo requerido para a germinagao quando o
potencial osmaético foi reduzido da testemunha até -0,5 MPa, para a espécie
Adenanthera pavonina (olho-de-dragao). O mesmo foi observado para as
especies Bowdichia virgilioides (sucupira) (SILVA et al., 2001), Peltophorum
dubium (canafistula) (PEREZ et al.,, 2001), Senna occidentalis (fedegoso)
(DELACHIAVE e PINHO, 2003) Chorisia speciosa (paineira) (FANTI e PEREZ,
2003).

Na Tabela 4 sdo mostrados os dados complementares coletados durante o

experimento. E importante verificar que nem todas as sementes que emitiram raiz
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conseguiram ao longo do experimento estabelecer-se como plantula, porém a
analise fisiologica da influéncia do estresse hidrico aplicado ndo mudou em
termos de porcentagem de germinagdo quando tomado como parametro o

numero de plantulas normais germinadas (critério agrondmico).

Tabela 4. Dados médios de porcentagem de sementes com emissdo de radicula, germinagao de
plantulas normais, anormais deformadas e deterioradas, de sementes ndo germinadas e mortas
de Myracrodruon urundeuva submetidas a diferentes potenciais osmoticos (dados referentes ao
ensaiol).

PO Emissao Plantulas Plantulas Nao Sementes
(MPa) de radicula Normais anormais Germ. Mortas
% IVG % IVG Det. Def. % %
0,0 97 25,875 92 10,999 00 05 03 0,5
-0,2 90 19, 840 85 7,967 00 06 10 01
-0,4 89 15,663 84 7,242 00 01 11 00
-0,6 62 6, 320 51 2, 862 05 06 35 04
-0,8 29 1, 554 22 0, 553 01 03 69 03
-0,9 22 1, 331 12 0, 203 00 03 80 0,5
-1,0 00 0, 000 00 0, 000 00 00 99 01
-1,2 00 0, 000 00 0, 000 00 00 100 00
-1,4 00 0, 000 00 0, 000 00 00 100 0,5

Em estudos fisioldgicos, o termo germinagéo restringe-se a emergéncia da
radicula e indica o final da germinagdo, sendo o desenvolvimento subsequente
considerado pos-germinativo (BEWLEY & BLACK 1994), porém em estudos
ecolodgicos, silviculturais e de tecnologia de sementes, a emergéncia da radicula
nao constitui indicio capaz de prever o estabelecimento da plantula,
principalmente quando se visa a producdo de mudas. Portanto, as Regras de
Analise de Sementes (BRASIL, 1992) recomendam o uso dos parémetros plantula
normal, anormal entre outros. A formacdo da plantula normal € critério
fundamental e deve ser considerada na determinacdo de condi¢des oOtimas de
germinacdo das espécies florestais, considerando que as exigéncias para o
subsequente desenvolvimento pos emergéncia da radicula podem mudar,

conforme o desenvolvimento das diversas partes da plantula.

Reforgando-se a analise, na figura 8, pode-se verificar que a medida que o
potencial osmadtico tornou-se mais negativo, as plantulas, por consequéncia,

também levaram mais tempo para se desenvolver.
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Silva et al. (2005) analisando comportamento germinativo, através da
frequéncia relativa na germinacdo de sementes de faveleira (Cnidosculus
juercifolius) verificaram que o tempo médio e o primeiro dia de ocorréncia de
germinagao foram deslocados para a direita, a medida que o potencial hidrico do
meio foi reduzido. Este comportamento germinativo, analisado através da
frequéncia relativa, foi também verificado em sementes de orelha-de-dragao
(Adenanthera pavonina) (FANTI & PEREZ, 1998) e de barbatimao
(Stryphnodendron polyphyllum) (TAMBELINE & PEREZ, 1998).

Os dados referentes a avaliagdo das sementes germinadas em agua apos
condicionamento osmotico estdo expressos no grafico de regresséo da figura 9. A
partir desses dados, pode-se verificar que as maiores porcentagens de
germinagao (54, 48 e 58%, respectivamente), assim como o IVG (Tabela 5),
foram registradas para as sementes condicionadas inicialmente nos potenciais
mais negativos (-0,9; -1,0 e -1,2 MPa, respectivamente). Os dados demonstram
que a capacidade germinativa das sementes foi mantida apos exposicdo a

restricdo hidrica induzida. Por esta razéo, estes potencias osméticos, podem ser
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considerados como potenciais adequados para aplicagdo da técnica de

osmocondicionamento para a espécie.
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Figura 9. Médias de germinacdo (emissdo de radicula) de sementes de Myracrodruon
urundeuva germinadas em agua apds condicionamento osmético (sementes do ensaio 2).

Virgens et al. (2008), verificaram que sementes de M. urundeuva,
submetidas a -1,0 MPa, apos transferéncia para agua apresentaram 85% de
germinagado, sugerindo também este potencial para o pré-condicionamento de
sementes desta espécie. Borges et al. (2002) estudando o osmocondicionamento
em sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens), espécie florestal de
ocorréncia no cerrado, quando mantidas em solucéo -0,4 MPa de PEG 6000 por
120 horas, tiveram 66% de germinagao quando transferidas para agua.

Importante sinalizar também que apesar de as sementes terem apresentado
capacidade germinativa apds o condicionamento osmaotico este s6 se deu na faixa
de 50%, diferente do que foi encontrado por Virgens et al. (2008) para a mesma
espécie. Esse resultado pode ter sido influenciado pelo tempo de exposigao das
sementes a solucdo osmoética, assim como deve-se considerar também a
possibilidade de perda da viabilidade do lote, o grau de maturidade das sementes

ou até mesmo do aparecimento de uma dorméncia secundaria, mas para isso,
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estudos mais aprofundados necessitam ser feito para possibilitar uma analise

mais conclusiva.

A partir das medidas de germinagao calculadas (Tabela 5), pode-se verificar
também que as sementes que estiveram em contato com as solugdes osmdticas,
apos transferéncia para agua atingiram sua germinabilidade maxima em menos
tempo (Tm) e em maior velocidade (Vm) que as sementes do tratamento controle
(0,0 MPa) do screening hidrico (Tabelas 2 e 3).

Tabela 5. Medidas de germinacdo de sementes de Myracrodruon urundeuva germinadas em
agua apos condicionamento osmotico (sementes do ensaio 2).9 dias

PO G Tm Vm IVG CUG
(MPa) e i (%) (dias) (dias 1)  (sem.dia-1) (dias 2
0 8 0 00
0,2 3 0 00
-0,4 49 1 01 0, 500 0,125 0,125 0, 250
-0,6 61 2 04 0, 750 0, 375 0, 375 0, 000
-0,7 81 10 12 1,625 0, 629 1,750 3, 338
-0,8 124 33 27 1, 333 0, 752 6, 875 4, 496
-0,9 200 109 54 1, 627 0,615 19, 229 2,616
-1,0 198 95 48 1, 503 0,672 19, 156 2, 669
-1,2 200 114 58 1, 527 0,672 22, 446 1, 503
Ccv (%)1 16.89* 18.01* 10.71* 11.21* 19.65*

ng: nUmero total de sementes ndo germinadas por tratamento durante o screening hidrico; ni: o nimero total
de sementes germinadas ap6s transferéncia para agua; G: Dados médios de germinabilidade; Tm: tempo
médio de germinacdo; Vm: velocidade média de germinagéo; IVG: indice de Velocidade de Germinagio;
CUG: coeficiente de uniformidade de germinacéo.

*significativo a 5%, ns — n&o significativo para o teste F da analise da variancia (ANOVA).
! Coeficiente de variagéo para os dados transformados em raiz quadrada de Y + 0.5

Quanto a germinagdo das sementes em agua apos o condicionamento
osmotico, pode-se assumir que as sementes mesmo quando submetidas a
potenciais osméticos negativos tornam-se fisiologicamente ativas, mobilizam
reservas e iniciam seu processo germinativo sem atingir a fase de alongamento
celular, mesmo apds alguns dias de contato com a solugdo osmotica. Isto ocorre
porque o efeito da embebicdo das sementes em uma solugdo osmoética é a
hidratagdo, porém de forma restrita, limitada, permitindo que alguns eventos
metabodlicos do processo germinativo acontegam sem que a germinagao seja
completada (De CASTRO et al., 2004a).
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A partir dos dados obtidos, outro aspecto a ser discutido é a necessidade de
se testar diferentes tempos de exposicdo a solugdo osmética a fim de se
estabelecer o tempo ideal para o condicionamento, caso se queira conduzir
futuros estudos de osmocondicionamento com a espécie. Isso porque a depender
do tempo de exposicdo a solucdo osmoédtica a semente pode perder sua
capacidade germinativa, como foi verificado no ensaio 1 quando as sementes que
ficaram expostas a solugdo osmotica por 14 dias ndo germinaram quando
transferidas para agua (dados nao apresentados). Pode-se associar este
fendbmeno ao fato de que, embora o PEG 6000 ndo seja absorvido em virtude do
seu alto peso molecular, as solugcbes preparadas com tal substéncia podem
apresentar alta viscosidade, que somada a baixa difusdo de oxigénio (O2), podem
comprometer a disponibilidade de oxigénio para as sementes, durante o processo
germinativo, o que pode ocasionar a perda da viabilidade da semente em virtude
da morte do embrido (BRACCINI et al.,1996).

Sob condicionamento osmético, Os eventos do processo de germinagao
sdo iniciados mesmo em limitada disponibilidade de agua para a semente, pois o
que ocorre fisiologicamente é que, em geral, a fase | (absorgdo de agua) ocorre
normalmente, entretanto, a fase |l quando o potencial osmoético da solucéo é
aproximado ao potencial osmoético do embrido, esta torna-se relativamente mais
extensa, de modo que o inicio da fase lll € atrasada. Em outra situacdo, quando o
potencial osmético da solugédo € mais negativo que o do embrido, a fase Ill entdo
nao ocorrera, sendo o processo germinativo mantido continuamente na fase Il
Neste caso, o processo de germinagao ndo é completado devido ao requerimento
de absorgado de agua adicional para iniciar a fase Il do processo metabdlico, que
volta a ocorrer em condigdes favoraveis (DE CASTRO et al., 2004a). Isto explica
o que foi verificado a partir do experimento conduzido.

Antunes (2008) em estudo sobre o comportamento germinativo de sementes
de catingueira (Caesalpinia pyramidalis) sob efeito de estresse hidrico durante
armazenamento, registrou, que quando as sementes embebidas na solug&o
osmotica de -1,2 MPa (potencial de germinabilidade nula) foram transferidas para
a agua, também houve excelente recuperagcdo da germinagdo (no més zero

(86%), e apods o trés (82%) e seis meses (84%) de armazenamento).
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Sementes  “(pré-) iniciadas® com o método de priming (ou
osmocondicionamento) germinam mais rapidamente, de modo mais simultaneo e
uniforme, do que as sementes sem o tratamento; por isso podem também ser
chamadas (inconclusivamente) de sementes envigoradas (DE CASTRO et al.,
2004b). Os dados referentes as sementes de aroeira germinadas em agua apds o
condicionamento osmético corroboram com esta teoria, porém vale salientar, que
o procedimento efetuado com as sementes de aroeira neste experimento, foi
apenas uma averiguagao da capacidade germinativa das sementes em agua apés
0 periodo de exposicao a solucdo osmotica. Nao se tratando exatamente do
método de osmocondicionamento executado comercialmente, o qual envolve

outros procedimentos, que no momento n&o € o enfoque do trabalho proposto.

4.2.3 Combinagao dos Fatores Abiéticos (Térmico x Hidrico)

As analises de variancia para os dois ensaios demonstraram diferenca
significativa (p<0,05) para todas as variaveis analisadas. No ensaio 1 (Figura
10), onde foi combinada a temperatura de 33°C (T50) com os potenciais
osmoticos 0,0; -0,2; -0,7 e -1,0 MPa, pode-se verificar que s6 germinaram
as sementes do tratamento -0,2 MPa/33°C, porém apresentando uma

germinabilidade muito baixa (apenas 12%).
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Figura 10. Germinacdo de sementes (emissdo de radicula) de Myracrodruon urundeuva
submetidas a combinacdo de fatores abitticos. Temperatura de 33° C (T50) com o0s potenciais
osmoticos 0,0; -0,2; -0,7 e -1,0 MPa (Ensaio 1).
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Avaliando-se os dados de formagdo de plantulas (Tabela 6) pode-se
destacar que os valores obtidos nos tratamento 0,0 MPa/33 °C, onde dos 40%
das sementes que emitiram raiz, apenas 17 % se tornaram plantulas normais,
21% anormais deterioradas e os 2% restante morreram. Esses resultados
indicam que altas temperatura e diminui¢do dos potenciais osmoéticos reduzem a
germinabilidade e o vigor das sementes e que estas n&o toleram o estresse

combinado nas fases iniciais do seu desenvolvimento.

Tabela 6. Dados médios de porcentagem de sementes com emissédo de radicula, germinacéo de
plantulas normais, anormais e de sementes ndo germinadas de Myracrodruon urundeuva
submetidas a combinacédo de fatores abidticos teste de germinagdo . Temperatura de 33° C (T50)
com o0s potenciais osmdticos 0,0; -0,2; -0,7 e -1,0 MPa (Ensaio 1).

Emissao de Plantulas Sementes nao
Tratamentos radicula (%) germinadas
(%) normais  anormais (%)
0,0/33°C 40 17 21 60
-0,2/33°C 12 4 8,5 88
-0,7/33°C 0 0 0 100
-1,0/33°C 0 0 0 100

No ensaio 2 (Tabela 7), onde foram combinados o potenciais hidrico de -0,7
MPa (y50) com as temperaturas de 25°C (6tima), de 33 °C (T50) e a maxima de
germinacgao (40°C), verificou-se que somente no tratamento controle (0,0 MPa /
33°C) houve as maiores taxas de germinabilidade das sementes; a combinagao
dos fatores influenciaram negativamente no processo germinativo das sementes

de aroeira

Tabela 7. Dados médios de porcentagem de sementes com emissio de radicula, germinagdo de
plantulas normais, anormais e de sementes ndo ger minadas de Myracrodruon urundeuva submetidas a
combinacéo de fator es abidticos dur ante teste de ger minacéo (Ensaio 2).

Emissao de Plantulas Sementes nao
Tratamentos radicula (%) germinadas
(%) normais  anormais (%)
0,0/25°C 90 84 08 10
-0,7/25°C 01 00 00 99
0,0/33°C 40 17 21 60
-0,7/33°C 00 00 00 100
0,0/40°C 00 00 00 100
-0,7/40°C 00 00 00 100

Poucos estudos tém sido desenvolvidos para investigar o efeito da
combinagao de fatores abidticos na germinagdo de sementes, porém os dados
obtidos neste trabalho corroboram com Souza et at. (2008), que estudando o
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efeito da interagdo de estresses abidticos (hidrico x térmico) sobre a germinagéo
de Physalis angulata comprovaram que a combinagcdo dos fatores em niveis
estressantes para a espécie influenciou negativamente a germinagdo. O mesmo
foi verificado por Ribeiro et al. (2008) em sementes de espécies ocorrentes na
caatinga sob efeito de estresse combinado (seca x calor) e Antunes et al. (2008)

em sementes de catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.).
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5 CONCLUSOES

A partir do estudo realizado foi possivel compreender o comportamento
fisiolégico das sementes de Myracrodruon urundeuva Fr. All quando submetidas
a diferentes intensidades dos fatores abidticos essenciais para o inicio do
processo germinativo (agua e temperatura), de forma que diante dos objetivos
previstos e para as condigcdes experimentais nas quais foram conduzidas o
estudo foi possivel estabelecer que sob condi¢gbes o6timas (temperatura e
disponibilidade hidrica), os diasporos de Myracrodruon urundeuva apresentam,
além de rapida germinagédo, uma alta porcentagem (superior a 60%), em tempo
relativamente curto (em torno de 2 a 3 dias), podendo-se desta forma, enquadrar
a aroeira-do-sertdo entre as espécies lenhosas pioneiras, estrategicamente
permitindo a esta a rapida exploracdo das condi¢cbes favoraveis para a
germinagcdo no ambiente. Por outro lado, em condi¢cées de deficiéncia hidrica
mais elevada e nas temperaturas entre 30 e 40°C as sementes apresentam
menores taxas de germinagdo além de levarem muito mais tempo para germinar
ou evitaram a germinagao, constituindo assim condicbes de estresse para a
espécie. A combinagdo dos fatores (térmico x hidrico) resultou em baixas ou
nulas porcentagens de germinacéo, indicando que altas temperatura e diminuigéo
dos potenciais osméticos reduzem a germinagéo e o vigor das sementes e que
estas n&o toleram a combinagao de fatores intermediarios e limitantes. Verifica-se
com isto que a restricdo hidrica e altas temperaturas constituem uma condigéo
desfavoravel para o desenvolvimento germinativo inicial e o estabelecimento de
M. urundeuva quando submetida a longos periodos de estiagem, o que ocorre
nas regides semi-aridas do Brasil, onde a espécie € amplamente distribuida.
Outro aspecto a ser considerado é que para sementes de M. urundeuva
condicionadas em potenciais baixos (-0,9; -1,0 e -1,2 MPa), estes podem ser
considerados 6timos potenciais para condicionamento osmético que visem
futuros ensaios de osmocondicionamento com a espécie, recomendando-se
apenas alguns estudos complementares para se testar diferentes tempos de
exposicao a solucdo osmoética a fim de estabelecer o tempo ideal para o
condicionamento, assim como avaliar a viabilidade, vigor ou a possivel de
existéncia de dorméncia secundaria da semente quando submetida ao

tratamento.
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METABOLISMO GERMINATIVO DE SEMENTES DE Myracrodruon urundeuva
Fr. All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDAS A FATORES ABIOTICOS

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o metabolismo
germinativo de sementes de Myracrodruon urundeuva Fr. All. submetidas a
estresses abidticos, visando compreender bioquimicamente o efeito de agentes
estressores no metabolismo desta espécie. Os metabdlitos quantificados foram:
carboidratos (agucares soluveis totais, agucares redutores, sacarose e amido),
proteinas totais e aminoacidos. Cotilédones foram extraidos de sementes
embebidas em agua destilada ou PEG 6000 em diferentes tratamentos (0,0
MPa/25°C (controle); -1,0 MPa/25°C (sob estresse hidrico) e 0,0 MPa / 40°C (sob
estresse térmico), nos seguintes estadios de desenvolvimento: Estadio 1
(sementes secas); Estadios 2 (sementes embebidas); Estadio 3 (sementes com
emissdo de raiz) e Estadio 4 (plantula). Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), regresséo e teste de Tukey. As proteinas, sdo os metabdlitos
de maior concentragdo em sementes de aroeira e dentre os carboidratos de
reserva, o amido € o que se encontra em maior concentragao. Existe relacao
direta entre a degradagéo e biossintese de carboidratos, aminoacidos e proteinas,
durante o desenvolvimento germinativo. As variagdes nos teores dos metabdlitos
em funcdo da restricdo hidrica imposta as sementes provocou alteracoes
guantitativas, mas manteve sob controle seus compostos de reserva, inferindo-se
que sob déficit hidrico a concentracdo dos metabdlitos pode ser alterada, porém
nao compromete o desenvolvimento germinativo, demonstrando assim certa
tolerancia ao estresse induzido. O estresse térmico promoveu efeitos deletérios
que inviabilizaram a germinagdo das sementes de forma irreversivel. Sugere-se a
introdugédo de plantas ja estabelecidas como estratégia de recuperagdo de areas
degradacgado na tentativa de evitar a extingdo da espécie ja que as condi¢des
abidticas influenciam significativamente no desenvolvimento inicial da planta e

consequentemente no estabelecimento da espécie.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo, carboidratos, aminoacidos, proteinas.
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Germinative metabolism of Myracrodruon urundeuva Fr. All (Anacardiaceae)

seeds subjected to abiotic factores

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate and compare the
germinative metabolism of M. urundeuva Fr. All seeds subjected to abiotic
stresses, ordering to understand biochemicaly the stressor agents effect on the
metabolism of this species. The metabolites quantified were: carbohydrates
(soluble sugars, reducing sugars, sucrose and starch), protein and amino acids.
Cotyledons were extracted from seeds embibed in distilled water or PEG 6000 in
differents treatments: (0.0 MPa/25°C (control), -1.0 MPa/25°C (under water stress)
and 0.0 MPa / 40°C (under heat stress) in the following developmental stages:
Stage 1 (dry seeds); Stage 2 (imbibed seeds); Stage 3 (seeds with root emission)
and Stage 4 (seedling stage). The data were subjected to variance analysis
(ANOVA), regression and Tukey Test. Proteins are the metabolites of the most
occurrence in M. urundeuva seeds. Among the reserve carbohydrates, starch that
is found in highest concentration.There is a direct relationship between the
degradation and biosynthesis of carbohydrates, amino acids and proteins during
germinative metabolism. The variations in the levels of metabolites in function of
water restriction imposed to seeds caused quantitative changes, but kept under
control their reserve compounds, implying that under water stress the
concentration of metabolites can be changed, but does not compromise
germinative development, thus showing some tolerance to induced stress.
Thermal stress promoted deleterious effects that made it impossible to seed
germination irreversibly. Suggest introduction of plants already established as a
strategy for recover degradated areas associate with the attempt to prevent the
extinction of species by their conservation in situ as the abiotic conditions
influence significantly the initial development of this plant and consequently the
establishment of this species.

Key-words: Aroeira-do-sertdo, carbohydrates, aminoacids, proteins



67

1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da biotecnologia, as sementes tém sido estudadas
quanto a composi¢cado quimica de suas reservas, e tal interesse ndo se da apenas
por seu teor nutritivo, mas por serem uteis na confeccdo de produtos
industrializados entre diversos fins. Além disso, recentemente o interesse da
sociedade por aspectos relacionados ao meio ambiente fez-se tornar relevante
conhecer aspectos da composi¢do quimica e da fisiologia das sementes de
espécies nativas das florestas tropicais, do Cerrado e de outros biomas. Tais
informagdes sdo importantes para auxiliar, por exemplo, a produgdo de alta
qualidade para tentar recuperar areas que foram degradadas por atividades
agricolas e industriais (BUCKERIDGE, et al., 2004a).

O estudo da composicdo quimica € também do interesse pratico da
tecnologia de sementes, porque tanto o vigor quanto o potencial de
armazenamento de sementes sao influenciados pelo teor dos compostos
presentes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000) e provavelmente por esta razéo, a
maior parte do material bibliografico sobre compostos de reserva de sementes se
relaciona a grupos restritos de espécies vegetais de importancia agrondémica,
sendo deficitario para as espécies nativas (BUCKERIDGE et al. 2004b; BORGES
et al. 2002; PONTES et al. 2002).

As reservas das sementes tém basicamente duas fungbes sendo que a
primeira relaciona-se com a manuten¢do e o desenvolvimento do embrido até a
formacdo de uma plantula que apresente a capacidade de se manter de forma
autotrofica e a segunda € que as reservas podem funcionar como fonte de
energia para manter processos metabdlicos em funcionamento e/ou como fonte
de matéria para construgcdo de tecidos vegetais que irdo constituir a plantula
(BUCKERIDGE et. al, 2004a).

Ha enorme variagcdo na composicdo quimica de sementes, mas as
substancias armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os
lipidios e as proteinas. Os dois primeiros servem como fonte de energia e carbono
para a germinagao das sementes e o desenvolvimento das plantulas, enquanto as

proteinas tém como fungdo armazenar principalmente nitrogénio e enxofre,
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essenciais para a sintese de proteinas, acidos nucléicos e compostos

secundarios no crescimento da plantula (BUCKERIDGE et. al, 2004a).

A germinacdo de sementes inclui diversos eventos como embebicéo,
reativacdo do metabolismo, aumento na atividade respiratoria, atividade
enzimatica e de organelas, sintese de proteinas e acidos nucléicos, hidratagao
das proteinas, mudangas estruturais subcelulares e alongamento celular, que de
modo integrado transformam a semente com baixo teor de agua e metabolismo
reduzido em uma estrutura com metabolismo vigoroso, culminando no
crescimento do embrido (BEWLEY & BLACK 1994).

Vale ressaltar que, o crescimento do embrido €& geralmente retardado
enquanto a semente amadurece e é dispersada e para a retomada do
crescimento do embrido ou germinagao da semente depende-se de muitos fatores
externos e internos. Entre os fatores externos ou ambientais, trés s&o

particularmente importantes: agua, oxigénio e temperatura (RAVEN et al., 2001).

A agua é o fator iniciante da germinacdo e esta envolvida direta e
indiretamente em todas as demais etapas do metabolismo germinativo. Sua
participacao é decisiva nas reagcdes enzimaticas, na solubilizacdo e transporte de
metabdlitos, como reagente na digestdo hidrolitica de tecidos de reserva da
semente. Potenciais osmoéticos muito negativos atrasam e diminuem a
porcentagem de germinagdo. O grau minimo de umidade a ser atingido pela
semente para que a germinagao ocorra, depende de sua composigao quimica e
da permeabilidade do tegumento. (BRADFORD, 1995).

Quanto a temperatura, embora muitas sementes germinem em uma faixa
razoavelmente ampla de temperatura, elas normalmente ndo germinardo acima
ou abaixo de uma determinada faixa de temperatura para a espécie (RAVEN et
al., 2001). Temperaturas extremas marcam o limite de ocorréncia da germinagéo,
sendo que acima do limite superior e abaixo do limite inferior pode ocorrer a morte
das sementes (BORGES & RENA,1993). O estresse provocado por altas
temperaturas merece destaque, principalmente devido os efeitos deletérios em
processos vitais para o desenvolvimento vegetal e consequentemente diminuicdo
dos niveis de produtividade (ARAUJO et al., 1998).
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Considerando-se esses fatores abioticos faz-se importante compreender de
que forma estes influenciam metabolicamente na germinagao de cada espécie, a
partir do momento em que se sabe que o processo de mobilizacdo de reservas é
fator determinante do vigor da plantula produzida no final do processo, e a
compreensao de aspectos relacionados aos mecanismos de controle hormonal,
genético e bioquimico da mobilizagdo nos niveis celular e ecofisiologicos € de
importancia fundamental para o homem no que concernem as questdes

tecnologicas e ambientais que hoje se apresentam (BUCKERIDGE et. al, 2004a).

O Brasil € o pais que apresenta a maior biodiversidade no mundo, porém
muito ainda tem para se conhecer com relagdo a sua amplitude biologica. O
Nordeste brasileiro, onde esta localizada a maior parte da regido semi-arida do
pais, € coberto por uma vegetagdo denominada caatinga, com plantas adaptadas
fisiologicamente as condigbes de deficiéncia hidrica. A caatinga nao
diferentemente das outras vegetagdes, também passa por um extenso processo
de devastacdo ambiental provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos
naturais (LEAI, et al 2003). Nas ultimas trés décadas a Caatinga Nordestina vem
sendo mais bem estudada, pela constatacdo de sua relevancia a partir do
conhecimento da sua alta diversidade além de suas pontecialidades.

Dentre a grande diversidade floristica existente neste bioma podemos citar a
espeécie Myracrodruon urundeuva Fr. All syn. Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl,
também conhecida por aroeira-do-cerrado, aroeira-do-sertdo, entre outros nomes.
Trata-se de uma espécie arborea, nativa da regido semi-arida do Nordeste
brasileiro, de relevante valor sdécio-econdmico, ndo somente como planta
medicinal ou madeireira, mas também como fonte de energia (lenha) nas
industrias e nas propriedades rurais (MEDEIROS et al, 2000). Em decorréncia
dessa ampla utilidade e exploracdo, a espécie foi incluida na lista oficial de
espeécies ameagadas de extingdo, na categoria vulneravel (IBAMA 1992) e
também na lista da IUCN (International Union for Conservation of Nature) e por
esta razao representa a espécie selecionada para esta pesquisa.

Recentemente, pode-se encontrar um bom numero de estudos acerca da
fisiologia da germinagéo, estudos etnoboténicos e fitoquimicos com M. urundeuva
(DUARTE et al., 2000; MEDEIROS et al.,2000; SILVA et al., 2000; SILVA et al.,
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2002; GONZAGA et al., 2003; CABRAL & CARNIELLO, 2004; FIGUEIROA et al.,
2004; SILVA et al., 2004; TEOFILO et al., 2004; TROVAO et al., 2004;
DORNELES et al., 2005; LUCIO et al., 2006; PACHECO et al., 2006; BERGER et
al., 2007; CARON et al., 2007; MIRANDA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007;
SOUZA et al., 2007; TROVAO et al., 2007; CALDEIRA et al., 2008; SILVA, 2008;
NUNES et al., 2008), porém a nivel bioquimico os unicos trabalhos encontrados
com a espécie apresentam como focos: estudo de diversidade isoenzimatica para
detectar a existéncia de variagbes genéticas, associadas ao grau de perturbacéo,
tendo como material biologico da pesquisa as folhas (LACERDA et al., 1999);
quantificacdo da concentragdo de elementos minerais (macro e micronutrientes)
nas folhas de mudas (MENDONCGCA et al., 1999; VENTURIN et al., 2000); analise
de sementes quanto ao conteudo de proteinas, lipidios e carboidratos, e os niveis
de variagdo genética existentes em relagdo a esses compostos (ABDALA et al.,
2002); avaliagdo dos efeitos do estresse hidrico e da reidratacdo sobre
parametros de fluorescéncia, conduténcia estomatica e peroxidagado de lipidios
em plantas (QUEIROZ et al., 2002); identificacdo e quantificacdo dos taninos
(teores de fendis totais e proantocianidinas) em tronco (QUEIROZ et al., 2002a);
analise genética de fendtipos isoenzimaticos extraidas a partir de tecidos foliares
de plantulas (MORAES et al., 2004); estudos sobre propagacédo in Vvitro
(MORAIS, 2006) e sobre variabilidade genética intrapopulacional por marcador
AFLP utilizando sementes (FREITAS et al., 2005).

Desta forma, € possivel observar que pouco tem sido feito utilizando-se
sementes como material vegetal com relacdo a aspectos bioquimicos e
fisiolégicos da composigéo das reservas e sua mobilizagdo nas sementes durante
a germinagao e crescimento inicial das plantulas. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar e comparar o metabolismo germinativo de sementes de
Myracrodruon urundeuva Fr. All, submetidas a fatores abi6ticos limitantes atraves
da quantificagdo de metabdlitos primarios durante a germinagdo da espécie,
visando ampliar o conhecimento sobre aspectos germinativos e do crescimento
inicial e compreender bioquimicamente o efeito de fatores abidticos limitantes no

metabolismo desta espécie nativa do semiarido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A deposicdo de substdncias de reserva é o processo chave para
desenvolvimento da semente, uma vez que fornece os compostos que sio
usados desde os estadios iniciais do desenvolvimento até a autotrofia (MERKLE
et al.,1995). Os biocompostos de reservas podem funcionar como fonte de
energia para manter processos metabdlicos em funcionamento e/ou como fonte
de matéria para construgcdo de tecidos vegetais que irdo constituir a plantula
(BUCKERIDGE et al., 2004a). O metabolismo vegetal esta condicionado ao
processo fotossintético em conjunto com outras vias metabdlicas, para a
formacéo de substancias do metabolismo primario, como aminoacidos, proteinas,
nucleotideos e agucares, as quais irdo originar os metabdlitos secundarios (TAIZ
& ZEIGER, 2004).

A germinacdo de sementes inclui diversos eventos como embebicéo,
reativacdo do metabolismo, aumento na atividade respiratoria, atividade
enzimatica e de organelas, sintese de proteinas e acidos nucléicos, hidratagao
das proteinas, mudangas estruturais subcelulares e alongamento celular, que de
modo integrado transformam a semente com baixo teor de agua e metabolismo
reduzido em uma estrutura com metabolismo vigoroso, culminando no
crescimento do embrido (BEWLEY & BLACK, 1994).

O processo germinativo, como todos os outros, consome energia, a qual é
proveniente da degradagdo de substancias de reserva da propria semente,
utilizando-se o oxigénio durante o transporte de elétrons e com formacéo de ATP
por fosforilagdo oxidativa (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). A maioria dos
organismos vivos tem que absorver oxigénio molecular (O;) e ser capaz, de
alguma forma, de fragmentar compostos de carbono (carboidratos, lipidios e
proteinas, por exemplo), além de utilizar a energia contida nesses compostos

para o desenvolvimento e manuteng¢ao de seus corpos.

Durante o processo de germinagdo, ocorrem alteragbes na composi¢céo
quimica da semente e no consumo de substancias de reserva, tais como
carboidratos, lipidios e proteinas, os quais sao utilizados e/ou produzidos durante
o desenvolvimento do embrido. A velocidade de utilizagdo destes metabdlitos
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intermediarios na germinagao varia de acordo com a espécie e com o0 ambiente
(BORGES & RENA, 1993).

Ha enorme variagdo na composicdo de sementes, mas as substancias
armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os lipidios e as
proteinas. Os dois primeiros servem como fonte de energia e carbono para a
germinagdo das sementes e o desenvolvimento das plantulas, enquanto as
proteinas tém como fungdo armazenar principalmente nitrogénio e enxofre,
essenciais para a sintese de novas proteinas, acidos nucléicos e compostos

secundarios na plantula em crescimento (BUCKERIDGE et al., 2004a).
2.1 Carboidratos

Os carboidratos sao os constituintes bioquimicos mais abundantes nos
vegetais, chegando a representar 50 a 80% do seu peso seco total. Eles sdo
importantes fontes de energia e compdem a parte estrutural das células (KAYS,
1991), além disso, os carboidratos pré-formados na semente servem como
substrato da respiragdo durante o periodo pré-germinativo (BEWLEY & BLACK,
1994).

Dentre as principais biomoléculas armazenadas pelas plantas, muitos
polimeros de carboidratos foram selecionados durante a evolugdo. Como
polissacarideos de reserva, o amido e os frutanos possuem as vantagens de
serem formados por glicose e frutose, respectivamente. Esses carboidratos sao
prontamente utilizados pelo metabolismo para geracdo de ATP e também
fornecem carbono para a biossintese da maioria das biomoléculas presentes em
células vegetais (BUCKERIDGE et al., 2000). Existe uma correlagdo negativa
entre os teores de carboidrato e de lipideo nas sementes. Tais compostos sao
caracterizados devido a sua degradacgao e translocagdo dos produtos derivados
da sua hidrdlise para o eixo embrionario durante a germinagao e estabelecimento
da plantula (BEWLEY & BLACK, 1994).

A composicao e a localizagdo das reservas de carboidratos podem variar de
semente para semente (TINE, 1997). Os principais carboidratos que atuam como

reserva em sementes sdo a sacarose e os oligossacarideos da série rafindsica, o
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amido e os polissacarideos de parede celular. Enquanto a sacarose, dissacarideo
nao redutor, constituido de glicose e frutose, é praticamente universal. Os
oligossacarideos da série rafindsica, que apresentam além de glicose e frutose a
galactose, ocorrem em um grande numero de sementes de dicotiledéneas. O
amido é um dos compostos de reserva de mais larga ocorréncia nos vegetais, e
os polissacarideos de parede celular ocorrem em alguns grupos taxondmicos em
que geralmente atuam como reserva, mas preservando fungdes secundarias
importantes como o controle de absorgéo e de distribuicdo da agua nos diferentes
tecidos das sementes (BUCKERIDGE et al., 2004a).

A sacarose (Figura 13) € o principal composto de transporte de carbono dos
orgaos fotossintetizantes até a semente em desenvolvimento e pode ser
acumulada em quantidades apreciaveis ao final do processo (BUCKERIDGE et
al., 2004b). A sacarose além de constituir uma fonte de carbono para a sintese de
polissacarideos estruturais e de reserva € também uma importante fonte de
reserva de hexoses (glicose e frutose), depois de sua hidrolise pela sacarose
sintetase ou invertase (VAN DEN ENDE & VAN LAERE, 1995).

Esses oligossacarideos sdo degradados logo no inicio da germinagao, e
acredita-se assim, que sejam compostos de reserva. Porém sua principal fungéo
tem sido atribuida a propriedade das sementes ortodoxas de estabilizarem suas
membranas, e com isso, poderem, permanecer secas por longo periodo, apdés o
qual germinam normalmente. Uma parte da sacarose que chega a semente em
formagédo pode ser utilizada como base para a sintese dos oligossacarideos da
série rafindésica (BUCKERIDGE et al., 2004b). A sintese de sacarose (Figura 1) é
realizada principalmente pela sacarose fosfato sintase (SPS) (EC 2.4.1.14), uma
enzima alostérica ativada pela glicose-6-fosfato e inibida pelo ortofosfato (TAIZ &
ZEIGER, 2004). A degradacdo da sacarose pode ser realizada tanto pela
invertase (INV) (EC 3.2.1.26) quanto pela sacarose sintase (Sus) (EC 2.4.1.13). A
invertase € uma hidrolase que catalisa a hidrdlise irreversivel da sacarose até
suas hexoses livres (glucose + frutose), e sua atividade tem sido associada a
expansao celular (WINTER & HUBER, 2000).
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Sacarose =3 glucose + frutose
INVERTASE

NDP+sacarose ‘=\ NDP-glucose + frutose
SuS

NDP+sacarose \=\ NDP-glucose + frutose-6P
SPS

Sucrose

Figura 1. Estrutura quimica da sacarose e reagfGes de degradacdo e sintese por acdo das

enzimas invertase ou sacarose, sacarose sintase (SuS) e sacarose fosfato sintase (SPS).

A biossintese dos oligossacarideos da série rafindsica (Figura 2) consiste
em adicionar uma unidade de galactose ao carbono 6 da molécula de glicose da
sacarose na forma de ligagdo alfa (o). Os oligossacarideos formados séao:
rafinose (sacarose + uma galactose), estaquiose (duas galactoses), verbascose
(trés galactoses) e ajugose (quatro galactoses). Esse parece ser o limite maximo

de transferéncia de galactose para componentes da série.
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Figura 2. Estrutura quimica de oligossacarideos da série rafindsica (A) Rafinose; (B) Estaquiose e
(C) Verbascose (Fonte: Souza & Neves, 2009)

O amido é o principal carboidrato de reserva dos cereais, embora seja
também encontrado em outras sementes. O amido, formado em amiloplastos, é

armazenado sob forma de grdos, medindo até 50u de diametro. E sintetizado a
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partir de agucares mais simples, principalmente da sacarose que € o principal
carboidrato transportado na planta. Estruturalmente, o amido €é um
homopolissacarieo constituido de residuos de glicose, unidos por ligagdes
glicosidicas. Constitui-se de amilose, de cadeia linear com ligagdes a-1,4 e de
amilopectina, de cadeia ramificada com ligagbes a-1,4 e a-1,6 (Figura 3)
(GUIMARAES, 1999).

e

of1 - 6) Amilose (linear)

Amilopectina (ramificada)

CHOH
Clz0H g
fio p Lo ol

o HO Dlp}:) 4 o ol
id . cnon 4 s oH
HO 0

HO

Amilose

Amilopectina s
~ OH

Figura 3. Granulos de amido e estrutura quimica do amido. Composto por unidades de glicose,
organizadas em dois homopolissacarideos, a amilose e a amilopectina. (Fonte: Corradini et al.,
2005).

Para que o amido seja degradado e torne-se passivel de utilizagdo pelo
metabolismo, é necessario que os granulos sejam desmembrados em estruturas
menores, como a maltose e a glicose, onde para este processo destacam-se as
enzimas a-amilase, B-amilase, a-1,6-glicosidases e amido fosforilase. Destas,
somente a a-amilase e a-1,6-glicosidases sdo capazes de atacar diretamente os
granulos de amido, o que a caracteriza como a primeira enzima no processo de
degradacgao do amido (BUCKERIDGE et al., 2004b).

A glicose e seus derivados s&o precursores na sintese de biomoléculas da
parede celular, nucleotideos e uma grande variedade de outros metabdlitos
(LEHNINGER, 2002) essenciais a fase de divisdo e expansao celular que se
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encontram as sementes ao longo do seu desenvolvimento inicial até o estadio de
plantula e posteriormente de uma planta adulta. Quando ha glicose livre em
excesso, ela & convertida em formas poliméricas para armazenamento e em
dissacarideos para transporte. Nos vegetais a principal forma de armazenamento
da glicose é o amido (polissacarideo de reserva). A sintese de amido ocorre nos
cloroplastos como um dos produtos estaveis apds a fotossintese. Os cloroplastos
contém uma maquinaria enzimatica unica que catalisa a conversao de CO, em
compostos organicos simples em um processo de fixagcdo do CO2 denominado
ciclo de Calvin (LEHNINGER, 2002).

Outra forma de armazenamento de carboidratos €& através dos
polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC) constituidos de
homopolissacarideos (celulose — Figura 4) e heteropolissacarideos, a exemplo de
hemiceluloses, encontrada nas paredes celulares das plantas, embora em certas
sementes sejam, encontradas como material de reserva (fonte de carbono) para
utilizacdo durante o desenvolvimento da plantula e possuem fungdes secundarias
como controle de embebi¢cdo e propriedades mecanicas dos cotilédones. Outra
vantagem potencial destes polimeros é que eles requerem um arsenal especifico
de enzimas para sua degradagdo, o que limita o numero de predadores capazes

de se alimentar das sementes.

Celluloze
—_— microfibrils in
TT— plant cell wall

Celluloae
chaina

Microfibril

Figura 4. Celulose. (Fonte: Lehninger, 2002)
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Os PRPC séao classificados em trés grupos distintos: os mananos, os
xiloglucanos e os (arabino) galactanos (Figura 5). Esta classificacédo € baseada
essencialmente na estrutura quimica desses polimeros, sendo 0s mananos
subdivididos em mananos puros (homopolissacarideos), glucomananos e
galactomananos (heteropolissacarideos) (BUCKERIDGE et al., 2000). Eles s&o
usualmente encontrados na camada espessa da parede celular do endosperma
ou nos cotilédones. Muitas hemicelusose sdo mananos, ou seja, polimeros de
cadeia longa de manose com ramificagdes de pequenas e variaveis quantidades
de acgucares (ex. glicose, galactose, arabinose) (GUIMARAES, 1999).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos principais polissacarideos de reserva de parede celular que
ocorrem em sementes e 0s monossacarideos que os constituem (A). As setas em (A) indicam as
posicbes dos carbonos que sofreram alteracdes (epimerizacdo ou descarboxilagdo) a partir da
glicose, dando origem aos outros monossacarideos. (B) (galacto)mananos, (C) xiloglucanos e (D)
galactanos. (Buckeridge et al., 2000).
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Os polissacarideos de reserva de parede celular sao relativamente inertes
no que concerne a sua reatividade quimica e apresentam diferentes graus de
solubilidade em agua. Essas caracteristicas conferem vantagens que s&o
similares as do amido (alta compactacgéo e baixa reatividade) e tornam possivel a
existéncia de um “compartimento celular” (a parede celular) que permite o fluxo de
agua com um grau de liberdade consideravel. Por outro lado, o custo para
produzir tais polimeros é alto, pois tais compostos necessitam de um complexo
sistema de biossintese (que requer nucleotideos agucares como doadores de
monossacarideos), secrecdo e montagem no meio extracelular (BUCKERIDGE et

al., 2000).

A biossintese dos polissacarideos de parede celular requer nucleotideo-
acucares como doadores de monossacarideos. As enzimas de biossintese
traduzidas no reticulo endoplasmatica sdo transportadas para o complexo de
Golgi, onde a maioria das reag¢des de biossintese ocorre. Ao fim do processo de
biossintese e no inicio da producdo das vesiculas secretoras, os residuos de
fucose dos xiloglucanos e de metila das pectinas sdo adicionados; os
polissacarideos s&o entdo secretados para o espaco intercelular, onde ocorrera a
automontagem da parede celular por meio da orientacdo das microfibrilas de
celulose e da constituicdo dos diferentes dominios polissacarideos da parede
(BUCKERIDGE et al., 2004a).

2.2 Aminoacidos e Proteinas

2.2.1 Aminoacidos

Os a-L-aminoacidos fundamentais sao utilizados pelas células para a
biossintese das proteinas e apresentam caracteristicas estruturais diferentes, as
quais, em parte, permitem que as proteinas desempenhem papéis muito variados
nos seres vivos. Todos os a-L-aminoacidos contém na sua estrutura um grupo
funcional amino e um grupo funcional acido carboxilico ligados a um mesmo
atomo de carbono, conhecido por carbono a que é quiral e confere
estereoisomeria caracteristica destas moléculas, excetuando a glicina. Esses
grupos funcionais deixam de existir nesta forma quando os aminoacidos s&o

ligados uns aos outros para originarem a molécula de uma proteina (ficando
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apenas um grupo amino na extremidade “inicial” da cadeia polipeptidica (amino
terminal) e um grupo acido carboxilico na extremidade “final” (carboxi terminal)
(Figura 6).

r~——5g7 CH;I | ] 1 CH,
Iil RN (|:Hi | ”(lz I:(l:H
! ) .
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I 1 I ' : il !
L LO__J Gl
Férmula geral de um Exemplo de um tripeptideo

Ligacao peptidica

aminoacido (AlaAlaAla), em que L = -CHs

Figura 6: Estrutura de um amino&cido tipico, da uma ligagao peptidica e de um tripeptideo.

Os aminoacidos sdo substancias importantes no metabolismo do nitrogénio,
representando o produto inicial da assimilagao primaria do mesmo, na sintese de
proteinas, atuando também na sua forma de transporte para as regides
autotréficas e heterotroficas da planta (ORTIZ-LOPEZ et al., 2000).

Além da sintese de proteinas, os aminoacidos estdo relacionados com o
metabolismo primario e secundario nos vegetais; contribuem também em fungdes
do metabolismo secundario, atuando como precursores de horménios vegetais e
de compostos envolvidos na defesa de plantas, e sua sintese pode controlar
direta e/ou indiretamente varios aspectos ligados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (CORRUZI & LAST, 2000; BUCHANAN et al., 2000).

A germinagdo € um evento que compreende uma série de reagdes
bioquimicas e fisiolégicas que permitem o crescimento da planta. A primeira fase
da utilizacdo de reservas nitrogenadas envolve a hidrolise de proteinas a
aminoacidos livres, que sdo entdo metabolizados nos embrides. Nos cotilédones,
esses aminoacidos poderiam ser utilizados na sintese de enzimas, permitindo o
desenvolvimento embrionario (BEEVERS & GUERNSEY, 1986).
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2.2.2 Proteinas

Proteinas sdo heteropolimeros, macromoléculas complexas, compostas de
aminoacidos e necessarias para 0S processos quimicos que ocorrem nos
organismos vivos (Figura 7). As proteinas também sdo chamadas de
polipeptideos, porque os aminoacidos que as compde sido unidos por ligagdes
amidicas ou peptidicas (uma ligagao peptidica é a unido do grupo amino (-NH>)
de um amino acido com o grupo carboxila (-COOH) de outro aminoacido, através
da formac&o de uma amida).

(A)
E OH i oH o B oy
HoN—-G-CL_ + HN-C-C. === HMN-C—C—N-C-CL_  + OH,
T, [T, I R
0 0 4 0
(B) Bound

carbohydrate

Glucose

Glucose

o Amylase B Amylase

Figura 7: Estrutura de uma proteina. (A) Estrutura quimica. (B) Estrutura molecular (o-

amilase e p-amilase, importantes na degradacao de amido). (Fonte: Lehninger, 2006).

No desenvolvimento das sementes de plantas superiores as proteinas sao
sintetizadas no reticulo endoplasmatico e posteriormente transportada até seu
local de acumulo, os vacuolos de reservas, unidades chamadas de corpos
protéicos, que medem de 1 a 20y de didmetro delimitados por uma membrana
lipoprotéica. Existe alguma semelhanga com o grdo de amido em tamanho e
forma e s&do usualmente uma mistura de diferentes proteinas (GUIMARAES,
1999). A sintese e a deposicdo dessas proteinas, em cada espécie, podem
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ocorrer em diferentes estagios de desenvolvimento (BUCKERIDGE et al., 2004a).
As sementes caracterizam-se por apresentarem uma parte das proteinas
metabolicamente ativas, como enzimas e as nucleoproteinas, e outra
metabolicamente inativa, as proteinas de reserva. As proteinas vegetais podem
ser classificadas com base na solubilidade em uma série de solventes (“fracbes
de Osbone”) em quatro grandes grupos de proteinas que estdo presentes em
varios tipos de tecidos vegetais, incluindo sementes: (a) Albumina, soluveis em
agua e coagulaveis por aquecimento. (b) Globulinas, insoluveis em agua e
soluveis em solugdes salinas. (c) Prolaminas, soluveis em alcool (60 a 70% v/v),
mas nao em agua, nem em solugdes salinas. (d) Glutelinas, insoluveis em
solugcdes aquosas neutras ou salinas e em alcool, mas podem ser extraidas em
solugdes basicas (SHEWRY & CASEY, 1999).

As “fracdes de Osbone” constituem o principal sistema de classificagao das
proteinas vegetais, porém classificagbes mais modernas baseiam-se em dois
critérios: funcédo e relagbes bioquimicas e moleculares. Em termos de funcgéo,
pode-se classifica-las em trés classes principais: (a) proteinas de reserva, cuja
funcdo € armazenar nitrogénio, carbono e enxofre; (b) proteinas estruturais e
metabdlicas (housekeeping), que s&o essenciais para o crescimento e a estrutura
da semente; e (c) proteinas de protecdo, que podem conferir resisténcia a
patdgenos microbianos, invertebrados ou dessecagdo. Em alguns casos, a
proteina pode apresentar uma combinacao de fungdes como reserva e protegao.
Os principais grupos de proteinas de reserva incluem as quatro fragcées de
solubilidade de Osbone (BUCKERIDGE et al., 2004a).

As proteinas de armazenamento sdo menos complexas que as proteinas do
protoplasma e provavelmente menos ligadas a lipidios e a outros grupos
protéicos, embora sejam estruturalmente semelhantes. Das proteinas que
constituem as “fragbes de Osbone”, as Globulinas e as Albuminas sé&o
consideradas metabolicamente ativas e as Glutelinas e as Prolaminas s&o
metabolicamente inativas. A grande maioria das proteinas de reserva em
sementes € metabolicamente inativa e servem apenas para serem usadas no
crescimento de embrido durante a germinagdo. De uma maneira geral, as

proteinas, estdo em menor propor¢do que os carboidratos e lipideos, excecao
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feita a semente de soja e sementes oleaginosas. Sdo encontradas em todos os
tecidos da semente, ocorrendo em maiores concentragcbes no embrido e na
camada de aleurona dos cereais. As sementes de cereais apresentam em geral,
menor teor de proteinas que as sementes de leguminosas e oleaginosas
(GUIMARAES, 1999).

Proteinas metabolicamente ativas constituem uma pequena quantidade em
relacdo ao total, mas sdo extremamente importantes para o desenvolvimento e
germinagdo das sementes. Como enzimas, elas catalisam todo o processo
metabdlico de digestéo, transporte e utilizagdo das reservas da semente, nenhum
crescimento pode ocorrer sem elas. As nucleoproteinas sdo outras formas
extremamente importantes de proteinas ativas e sdo moléculas de enorme
tamanho. Elas sdo formadas por proteinas ligadas aos acidos nucléicos (DNA e
RNA). As duas formas sao importantes por suas fun¢des na sintese de proteinas
e seus cruciais papeis na estrutura e fungdo dos cromossomos e genes
(GUIMARAES, 1999).

2.3 Mobilizacao das reservas em sementes

A razdo para as sementes mobilizarem suas reservas é a formagédo de uma
nova planta, e as fungdes principais sao fornecer energia quimica e matéria para
que tal processo ocorra. Assim, 0 processo de mobilizagao de reservas é fator
determinante do vigor da plantula produzida no final do processo.

Durante a germinagdo, com o aumento da entrada de agua por embebicao,
o metabolismo celular é reativado. Essa reativacdo metabdlica provoca uma série
de mudangas fisioldégicas. Uma das consequéncias € o aumento da taxa
respiratéria, associado a necessidade da utilizagdo das reservas energéticas
existentes no endosperma ou nos cotilédones. Nesse periodo, ha a hidrélise de
de lipideos por B-oxidacdo, producdo de carboidratos, fitormbénios e diversas
enzimas hidroliticas (proteases, [B-galactosidases, a e B-amilases, B-glucanases,
nucleases etc.). Como consequéncia, o amido ou outros polissacarideos de
reserva, proteinas e aminoacidos s&o utilizados em parte na respiragao, cuja taxa

elevada deve-se ao crescimento do eixo embrionario (BUCKERIDGE et al, 2004).
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O metabolismo vegetal também esta condicionado ao processo
fotossintético. Deste resultam biomoléculas importantes para a biossintese das
substancias do metabolismo primario, como aminoacidos, nucleotideos e
agucares, as quais irdo originar os metabdlitos secundarios (TAIZ & ZEIGER,
2004).

A respiracao e a fotossintese sdo processos complementares fundamentais
para a vida em nosso planeta. O metabolismo das plantas requer os dois
processos: para realizar fotossintese, as plantas precisam produzir ATP, através
do transporte de elétrons acoplado a fosforilagdo oxidativa, pois necessitam de
energia quimica, e, para respirar, precisam de acgucares produzidos na
fotossintese, que sdo utilizados durante o catabolismo celular (BUCKERIDGE et
al, 2004).

Amido e sacarose sao os principais carboidratos produzidos apds a
fotossintese nas plantas superiores. A sacarose € translocada na planta para
sustentar o crescimento, enquanto o amido é acumulado nos cloropastos para
servir como reserva de carboidratos durante os periodos em que a fotossintese
nao esta ocorrendo (HAMOND & BURTON, 1983; HEWITT et al, 1985).
Considerando que a fonte de carbono nas plantas € a fotossintese, todos os
fatores que afetam esse processo afetardo necessariamente a sintese de amido
(BUCKERIDGE et al, 2004b).

O aumento na atividade respiratéria pode ser detectado poucos minutos
apos o inicio da embebigao e, muitas vezes, o consumo de oxigénio assemelha-
se a entrada de agua, exibindo um padrao trifasico. Esse padrao de consumo de
oxigénio apresenta uma fase de aumento rapido com duragdo variavel
dependendo da semente; uma fase estacionaria, com aumento lento ou consumo
de oxigénio estabilizado, e uma terceira fase de novo aumento na taxa
respiratoria, associada a uma quarta fase, em plantulas mantidas no escuro,
caracterizada pela reducdo na respiracdo, em consequéncia da extensao das
reservas cotiledonares (CARDOSO, 2004).

Durante a fase | da embebicdo, ocorre reativagado do ciclo de Krebs e da
fosforilagdo oxidativa, assim como a reconstituicdo de cetoacidos (a-ceto glutarato
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e piruvato) intermediarios das vias respiratorias. Nesta fase a disponibilidade de
agucares, principalmente sacarose, rafinose e estaquise, mantém a respiracdo. A
mobilizacdo das principais substancias de reservas — amido, proteinas e lipideos
— ocorre apds o inicio do crescimento do embrido, na fase Ill da embebicao
(CARDOSO, 2004).

A curva de ATP durante a germinagcéo também exibe um aspecto trifasico:
um rapido aumento durante as primeiras horas de embebic¢do, provavelmente por
sintese de novo via fosforilagdo oxidativa; uma fase estacionaria, com produgao e
consumos equivalentes; e um novo aumento no conteudo de ATP, associado ao
crescimento do embrido (CARDOSO, 2004).

A sintese protéica inicia-se logo apés a hidratagdo, a partir de substratos
(enzimas, RMAt, ribossomos, RNAm etc.) presentes na semente madura e
reativada com a embebigdo. Nessa fase, existe uma grande quantidade de RNam
conservado, porém apenas parte dela sera transcrita e traduzida em proteinas.
Por sua vez, a sintese de DNA ocorre apenas na fase de crescimento do eixo
embrionario, quando se inicia a divisao mitética. O aumento do conteudo de DNA,
apo6s o inicio da embebicédo, deve-se provavelmente ao reparo e reidratacdo de
molécula preexistentes, bem como a sintese de DNA mitocondrial (CARDOSO,
2004).

O processo de divisdo celular demanda energia e pela degradagédo do amido
por o e B-amilases sdo formados moléculas de glicose, intermediario glicolitico
que, submetida a catalise oxidativa, supre os altos niveis de ATP necessarios
para o metabolismo celular (MARTIN et al., 2000). Os carboidratos soluveis sao
utilizados para a formagdo do amido, como substancia de reserva nos
cotilédones, sendo a sacarose a principal fonte para a sintese de amido em
sementes (BEWLEY e BLACK, 1994).
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3 MATERIAIS E METODOS

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Estudos em
Meio Ambiente da Universidade Catdlica do Salvador - LEMA/UCSal e no
Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Biocompostos do Instituto de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA). Os tratamentos e
estadios de desenvolvimento analisados foram estabelecidos a partir dos
resultados obtidos nas analises fisiologicas descritas no capitulo |.

3.1 Material Vegetal

Para as anadlises de carboidratos, aminoacidos e proteinas foram coletados
cotilédones das sementes de Myracrodruon urundeuva nos diferentes estadios de
desenvolvimento descritos no item 3.3: Estadio 1 (Semente Seca); Estadio 2
(Sementes Embebidas); Estadio 3 (Sementes Germinadas, com emissdo de
radicula) e Estadio 4 (Plantulas). Para o estadio 1, foi utilizada toda a semente
sem o tegumento, devido a dificuldade de separagdo dos cotilédones e eixo
hipocatilo-radiclua.

Vale ressaltar que os cotilédones foram escolhidos como material vegetal
para as analises bioquimicas, por ser o 6rgdao da semente onde se encontra a
maior quantidade das reservas, as quais serdao mobilizadas durante o

desenvolvimento germinativo da planta.
3.2 Extracao e Preparo da Amostra

Na Figura 8 esta representada as fases de extracdo e preparo do material
biologico para analise. As sementes foram semeadas em gerbox, utilizando-se
trés folhas de papel germitest como substrato e embebidas com 10 mL de agua.
As amostras foram obtidas de trés repeticbes por tratamento, onde para cada
foram dispostas aproximadamente 100 sementes para a coleta. Durante a coleta
o material foi pesado para que se armazenasse aproximadamente a mesma

quantidade de material em cada repetigao.

A extracdo do material foi realizada com auxilio de pinga e gilete (Figura

8A), os cotilédones foram colocados em microtubos, congelados imediatamente
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em nitrogénio liquido (Figura 8B) e armazenados em freezer -80°C até o
momento de serem utilizados. As analises bioquimicas foram realizadas
utilizando-se o peso seco das amostras, sendo que antes da secagem o material
foi pesado para obtengcdo da massa fresca (MF). A secagem foi feita por
liofilizagdo por 24 horas (Figura 8C) e apds este periodo o material foi pesado
para obtencao da massa seca (MS) e calculo do teor de agua da amostra. As
amostras secas foram maceradas, resultando assim no material a ser pesado
para analise (Figura 8D). Todas as pesagens foram realizadas em balanga
analitica de precisdo (marca Mettler Toledo, modelo AG285). Para o preparo dos
extratos e as analises bioquimicas utilizaram-se os métodos descritos no item
3.4.

Figura 8: Extracdo e armazenamento do material biolégico para andlises bioquimicas. (A)
Extracdo dos cotilédones; (B) Conservacao do material (nitrogénio liquido); (C) Material seco,
antes da maceracao; (D) Material macerado. (Foto do autor).

3.3 Tratamentos e Estadios de Desenvolvimento para Analise

Os tratamentos selecionados para analises bioquimicas constituiram-se de:
(1) 0,0 MPa / 25°C: tratamento controle, onde as sementes foram semeadas em
agua (0,0 MPa), sob temperatura 6tima de germinagédo (25°C) e no qual foi
possivel avaliar todos os estadios de desenvolvimento inicial da planta; (2) -1,0
MPa / 25°C: tratamento que se denominou como o de estresse hidrico, onde foi
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selecionado para semeadura o potencial hidrico de -1,0 MPa sob temperatura de
25°C, na solugao de polietilenoglicol 6000 (PEG 6000), definido por ser este o
potencial a partir do qual a germinagdo das sementes foi nula; e (3) 0,0 MPa /
40°C: tratamento que se denominou como o de estresse térmico, onde foi
selecionado para semeadura a temperatura de 40°C em agua, por ser esta a
temperatura, a partir da qual a germinacdo das sementes também €& nula,

constituindo assim um dos focos de investigacéo.

A partir desses tratamentos foram feitas duas analises: (1) analise da
mobilizagdo de reservas (carboidratos, aminoacidos e proteinas) em cotilédones
de sementes de aroeira durante a germinagdo do tratamento controle e (2)
analise da mobilizagdo de reservas em cotilédones de sementes de aroeira
durante a germinagao, quando submetidas a fatores abidticos (hidrico e térmico)

limitantes, comparando-se assim com o tratamento controle.

Para a analise de carboidratos, aminoacidos e proteinas durante a
germinacao nos diferentes tratamentos especificados acima, foi realizado um
ensaio onde foi avaliada a germinagdo da semente até o estadio de pléntula
normal e a partir da curva de germinagao foi possivel programar o periodo das

coletas do material vegetal a ser analisado bioquimicamente.

Os estadios de coletas foram: Estadio 1 (E1): sementes secas
(quiescentes); Estadios 2 (E2) - sementes embebidas; Estadio 3 (E3) -
sementes germinadas (com emissdo de raiz) e Estadio 4 (E4) — estadio de
plantula, porém, embora ndo apresentarem os primoérdios foliares desenvolvidos
(Figura 9).

A @ » o (B

Figura 9. Estadios de coleta do material para as andlises bioguimicas. (A) Estadio 1 — Semente
Seca (quiescente); (B) Estadio 2: Sementes Embebidas; (C) Estadio 3: Sementes Germinadas

(com emisséo de raiz) e (D) Estadio 4: Estadio de Plantulas. (Foto do autor).
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A coleta do material nos estadios de desenvolvimento em cada tratamento

foi feita conforme tabela 1.

Tabela 1. Coleta do material vegetal (cotilédones) nos estadios de desenvolvimento em cada

tratamento.
Tratamento d Estadlo_ de Tempo para coleta
esenvolvimento
E1 Semente seca (quiescentes)
E2 Sementes embebidas em é&gua e extraidas
0,0 MPa / 25 °C apos 12 horas de semeadura.
E3 Sementes embebidas em agua e extraidas
apo6s 72 horas (3 dias) de semeadura.
E4 Sementes embebidas em &gua e extraidas
apo6s 144 horas (6 dias) de semeadura.
E1 Semente seca (quiescentes)
Sementes embebidas em PEG 6000 a 25°C e
E2 extraidas apoés 130 horas (5 dias) de
-1,0 MPa/ 25 °C semeadura.
. Apods 5 dias de exposicao a solugao osmética
(Estresse Hidrico) E3 as sementes foram transferidas para agua e o
material extraido apds 3 dias de semeadura.
Apds 5 dias de exposicao a solugao osmética
E4 as sementes foram transferidas para agua e o
material extraido apds 5 dias de semeadura.
E1 Semente seca (quiescentes)
o]
0.0 MPa/40°C E2 Sementes embebidas em agua, encubadas a
(Estresse Térmico) 40 °C e extraidas ap6s 4 dias.
E3 *
E4 *

*sementes ndo germinam apos exposi¢ao a essas condigdes ndo havendo, portanto os estadios 3 e 4 para

este tratamento.

Para o tratamento sob estresse hidrico, as amostras de analise referentes
aos estadios 3 e 4 foram coletas a fim de quantificar os teores dos metabdlitos
apo6s inducao do estresse. Para isso as sementes foram expostas a solucédo de
PEG 6000 e apos 5 dias de exposi¢cdo eram lavadas e transferidas para agua.
Apoés emissao da raiz (3° dia) o material foi coletado para o estadio 3 e ao atingir
o estadio de plantula (5° dia) coletavam-se as amostragens para o estadio 4.

Vale ressaltar que, paralelamente as sementes colocadas para extracéo do
material para as analises bioquimicas, foi montado um teste de germinagéo

utilizando-se a mesma metodologia empregada nas analises fisioldgicas (capitulo



89

1, pag. 33) para acompanhamento do comportamento fisiol6gico no momento da

coleta das amostras para analises bioquimicas.

No tratamento de estresse térmico (40°C) ndo foi possivel extrair as
amostras correspondentes aos estadios 3 e 4, pois as sementes ndo germinaram

apos exposicao a essas condigoes.

Em todos os tratamentos as sementes foram semeadas em gerbox,
utilizando como substrato papel germitest, umedecendo com 10 mL de agua ou
solucdo de PEG 6000 e encubadas em B.O.D (marca ELETROLAB) nas
temperaturas especificadas (25 e 40 °C), sob fotoperiodo de 12 horas.

3.4 Quantificacao de metabdlitos primarios durante a germinagao

Foram avaliados, os teores de carboidratos (agucares totais, agucares
redutores e ndo redutores, amido), proteinas totais e aminoacidos. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. Os métodos empregados para cada uma
das determinagdes estao descritos a seguir.

3.4.1 Carboidratos
3.4.1.1 Acgucares soluveis totais (AST)

Os acgucares soluveis totais (AST) foram determinados pelo método da
antrona (Passos, 1996). A reagcdo de antrona se baseia na ag&o hidrolitica e
desidratante do acido sulfurico concentrado sobre os carboidratos. Quando a
reacado € levada a efeito com carboidratos com ligagdes glicosidicas, estas séo
hidrolisadas e o0s acgucares simples desidratados para furfural ou
hidroximetilfurfural. Essas substancias se condensam com a antrona (9, 10-
dihidro-9-oxoantraceno) formando um produto de coloragé&o azul petrdleo (SILVA
et al., 2003).

Para o preparo dos extratos, utilizou-se de 10 mg de material seco e moido
em 20V de etanol 95% (v/v), centrifugou-se a 4.000 g por 5min (em duas
extracdes), em centrifuga marca Hettich, modelo universal 32R. O sobrenadante

foi retirado e o sedimento restante, foi submetido a nova extragao adicionando-se
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15 V de etanol 80% (v/v), o qual foi colocado em agua fervente até a ebulicdo do
etanol. O material foi novamente centrifugado (4.000 g por 5min.), o
sobrenadante retirado e adicionado ao sobrenadante anterior, obtendo-se assim
o extrato para analise. O sedimento foi colocado em estufa a 45 °C para secagem

e posterior determinacdo do amido.

Amostras de analise foram preparadas a partir da diluigdo de 10 pL do
extrato em 390 pL agua ultrapura (Milli-Q). As solugdes padrdes foram preparadas
diluido-se a solucéo estoque de glicose (100 pg.mL™") em agua ultrapura (Milli-Q),
de maneira a obter solu¢bes com O(branco), 10, 20, 30, 40, 50 e 100 ug
incose.mL'1. Apos diluicdo das amostras de analise e das solugdes padrdes,
adicionou-se 2 mL da solug&o de antrona (45 mL de acido sulfurico, 5 mL de agua
ultrapura e 0,1 g de antrona) e aquecendo em agua fervente (100°C) por 10min.
Apoés este tempo, os tubos foram resfriados em gelo e entdo colocadas a
temperatura ambiente, para posterior determinacdo dos agucares soluveis totais
em espectrofotdbmetro marca Varian, modelo CARY 50, no comprimento de onda
de 625 nm, baseada na curva de calibracdo confeccionada a partir de diluicdo da

solugdo estoque de glicose (100 pug.mL™) (Figura 10).

Figura 10: Solucdes utilizadas no preparo da curva de calibragdo para analise de Acgucares

Sollveis Totais. (Foto do autor).

3.4.1.2 Agucares redutores (AR)

O extrato utilizado para analise dos agucares redutores (AR) foi 0 mesmo
utilizado para a anadlise de AST. As amostras de analise foram preparadas
conforme descrito por Miller (1959), pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS), que se utiliza para oxidagdo desses compostos.
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O DNS é reduzido para acido 3-amino-5-nitrossalicilico, enquanto que, no
caso mais simples o grupamento aldeido € oxidado a acido aldénico. Entretanto,
ressalta-se que a equivaléncia entre o acido aminonitrossalicilico produzido e a
quantidade do acgucar ndo é exata e diferentes agucares produzem diferentes
intensidades na cor desenvolvida (SILVA et al., 2003).

As amostras de analise foram preparadas em tubos de ensaio, utilizado-se
uma aliquota de 25 pL extrato bruto diluido em agua ultrapura (Milli-Q) para
500uL. Os padrées para curva de calibragdo foram preparados diluindo-se a
solucdo estoque de glicose (800 pg.mL™") em agua, de maneira a obter padroes
com O(branco), 180, 360, 540, 720 e 900 pg glicose.mL” também para um
volume de 500 pL(Figura 11). Apods diluicdo das amostras de analise e das
solugdes padrdes, adicionou-se 250 pyL do reagente de DNS os quais também
foram adicionados 250 pL do reagente de DNS, Os tubos contendo a mistura
foram homogeneizados e levados a banho-maria fervente durante 5 minutos,
sendo posteriormente resfriados a temperatura ambiente e avolumados para 2,5
mL com HyO ultrapura (Milli-Q). As leituras foram realizadas em
espectrofotometro marca Varian, modelo CARY 50, no comprimento de onda de
540 nm, baseada na curva de calibracdo obtida a partir de diluicdo da solugcao

estoque de glicose (800 ug.mL™").
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Figura 11: Solu¢bes usadas para o preparo da curva de calibracdo para andlise de Agucares
Redutores (AR). (Foto do autor).

4

3.4.1.3 Acucares nao redutores (ANR)

As concentragdes de acgucares nao redutores foram estimadas por diferenca

entre o valor obtido na dosagem de AST pelo valor obtido na dosagem de AR.
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3.4.1.4 Amido

Os teores amido foram determinados pelo método da antrona (Passos,
1996), onde para o preparo dos extratos utilizou-se o pelet resultante do preparo
do extrato para AST. O pelet foi seco por 24h em estufa a 45°C e a este se
efetuou a extragdo do amido por 15 minutos em 10 volumes de hidréxido de
sédio 0,5N (p/v). Centrifugou-se o extrato a 1.000 x g por 15min, a temperatura
ambiente (25 °C), em centrifuga marca Hettich, modelo universal 32R, e reteve-
se o sobrenadante. O procedimento de preparo e quantificagdo das amostras de
leitura e das solugdes padrdes da curva de calibragdo seguiu 0 mesmo protocolo
utilizado para analise de AST (item 3.4.1.1), porém a diluicdo da amostra para
analise foi preparadas adicionando-se 10 pL do extrato em 395 pL agua ultrapura
(Milli-Q).

3.4.2 Proteinas Totais (PT)

O preparo dos extratos para a analise de proteinas soluveis totais, foi feito
utilizando-se amostras de 10 mg de material seco e moido ao qual foi
adicionados 20 volumes, do peso da amostra seca, de tampao fosfato de
potassio 0,1 M, pH 6,8, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 15 min,
a temperatura de 4°C, em centrifuga marca Hettich, modelo universal 32R. O
sobrenadante foi guardado e este foi entdo utilizado para a analise (Passos,
1996).

A quantificagdo de proteinas das amostras foi realizada seguindo-se os
procedimentos do ensaio “Micro-protein” (Bio-Rad), modificado a partir dos
métodos descritos por Lowry et al. (1951) e Bradford (1976). O método de
Bradford € uma técnica para a determinagdo de proteinas totais que utiliza o
corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método & baseado na
interagdo entre o corante Coomassie brilliant blue G-250 e macromoléculas de
proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No
pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante
BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica,
que absorve fortemente em 595 nm (ZAIA et al., 1998).
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As amostras de leitura foram preparadas em microtubos de 1,5 mL
utilizando-se uma aliquota de 1 pL do extrato bruto diluido em agua ultrapura
(Milli-Q) para 800 pL e acrescentado a estas 200 yL do reagente de Bradford
(reagente de cor reagente), que neste caso utilizou-se o Bio-Rad Protein Assay,

reagente ja industrializado pela BIO-RAD.

As leituras foram feitas em espectrofotdbmetro (marca Varian, modelo CARY
50), no comprimento de onda de 595 nm, baseada em curva de calibragdo obtida
a partir de diluigdo da solugao estoque de albumina bovina — BSA (1440 pg.mL'1).
Os padrdes foram preparados diluindo a solugcdo estoque de BSA, de maneira a
obter padrées com as seguintes concentragdes: 0 (branco); 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 e 10,0 yg.mL™ (Figura 12), acrescentado-se a estes 200 pL do reagente de

Bradford e procedendo-se a quantificagao.

Figura 12: SolucBes usadas para o preparo da curva de calibragdo para analise de proteinas
totais (PT). (Foto do autor).

3.4.3 Aminoacidos (AA)

O preparo do extrato seguiu metodologia descrita por Passos (1996) e

encontra-se detalhada no item 3.4.1.1.

A determinagao quantitativa foi feita pelo método da ninhidrina (hidrato de

triceto-hidrindeno), de acordo com Passos (1996).

A reacdo da ninhidrina € usada na deteccdo de aminoacidos por ser
caracteristica da fungdo amina primaria. A ninhidrina € um composto heterociclico
que forma um derivado corado, apds reagir com aminas, com 0S aminogrupos

dos aminoacidos livres ou de terminagdes de proteinas e peptideos. A ninhidrina
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oxida o aminoacido, produzindo CO, , NHj3 , e um derivado aldeidico com um
atomo de carbono a menos e, consequentemente, reduzido. Posteriormente, a
ninhidrina oxidada é reduzida ao reagir com a amodnia liberada formando um
complexo violeta ou purpura, exceto o derivado da prolina, que € amarelo
(CORSINO, 2008).

As amostras de leitura foram preparadas em tubos de ensaio utilizando-se
uma aliquota de 15 pL do extrato bruto diluido em agua ultrapura (Milli-Q) para
500 pL. Os padrdes da curva de calibracdo foram obtidos a partir da diluicdo de
solucdo estoque de leucina (200 pg.mL™") de maneira a obter padrdes com as
seguintes concentragdes: 0 (branco); 20; 40; 60; 80; 100 e 140 mg. mL™ (Figura
13). Aos tubos das amostras de leitura e aos dos padrdes foram acrescentado
1 mL do reagente de ninhidrina (125 mL de tamp&o acetato 4N, 375mL de éter
monoetilido de etilenoglicol, 1g de ninhidrina e 150mg de hidrindantina). Os
tubos, depois de homogeneizados foram submetidos a aquecimento em banho-
maria (100 °C) durante 15 minutos. Apods aquecimento foram adicionados em
cada tubo 3 mL de etanol 50%. Os tubos foram resfriados em temperatura

ambiente e agitados manualmente para oxidar a hidrindantina residual.

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro (marca Varian, modelo CARY
50), a 570 nm, baseada em curva de calibragdo obtida a partir de diluigdo de

solugdo estoque de leucina (200 pg.mL™)

Figura 13: Solugdes usadas para o preparo da curva de calibracdo para anélise de Aminoacidos

(AA). (Foto do autor).
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3.5 Delineamento Estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés
repeticoes de aproximadamente 100 sementes por estadio de desenvolvimento
para todos os tratamentos (controle, estresse hidrico e estresse térmico). Para a

quantificacdo dos metabdlitos, cada repeticao foi lida em triplicata.

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a analise de variancia
(ANOVA), visando a verificagado de diferenga significativa (P<0,05). Para analise
da mobilizagcdo das reservas durante os estadios de desenvolvimento em cada
tratamento, efetuou-se analise de regressdo polinomial. As equagdes de
regressdo ndo foram ajustadas para o tratamento a 40°C pelo fato de se ter

apenas dois pontos (Estadio 1 e 2).

Para analise do efeito do estresse na concentracdo de cada metabdlito nos
estadios de desenvolvimento, as médias dos teores dos metabdlitos por estadio
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Todas as analises
foram feitas por meio do Programa Sisvar (versdo 5.0) da Universidade Federal
de Lavras (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de agua

Houve diferenga significativa (p<0,05) no teor de agua dos cotilédones
extraidos das sementes para as analises bioquimicas em todos os tratamentos

analisados.

A partir da secagem dos cotilédones foi possivel verificar que em todos os
tratamentos e a cada estadio de desenvolvimento da semente, ocorreu um
aumento exponencial na porcentagem de agua nos cotilédones. Isso ocorre em
funcdo do incremento da turgescéncia de seus tecidos e consequentemente pelos
eventos que caracterizam cada estadio da germinagédo e do estabelecimento da
plantula: embebicdo, germinagdo (protrusdo da radicula) e o desenvolvimento da
pléntula, mesmo que ainda em estagio inicial (Figura 14).

No Estadio 2 do tratamento sob estresse hidrico (Figura 14B), a
porcentagem de agua foi significativamente menor (37%) que no mesmo estadio
do tratamento controle (58%). Este resultado evidencia a agdo do PEG 6000
como agente osmotico que ao absorver a agua impossibilita esta de entrar na
semente em quantidade suficiente para ativar o processo de germinagao, mesmo
estando em contato com a solugcdo osmética durante 5 dias e no caso do controle

que ficou apenas 12 horas em agua.

No tratamento sob estresse de temperatura (Figura 14C), as sementes
expostas a 40°C durante 96 horas (4 dias) atingiram uma porcentagem de agua
35% maior quando comparada ao seu teor inicial. Verificou-se que neste espaco
de tempo, a temperatura também pode ter influenciado a embebi¢do promovendo
déficit de agua para a semente que acrescido aos possiveis processos deletérios
que temperaturas extremas podem promover na semente também, inviabilizaram

a germinagao desta, constituindo assim também um fator de estresse.
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4.2. Analise fisiolégica

Sementes de Myracrodruon urundeuva foram semeadas e avaliadas durante
7 dias, juntamente com o periodo de coleta das amostras para a analises
bioquimicas, visando comparar o comportamento fisiolégico com o bioquimico,
durante os estadios de desenvolvimento germinativo, das sementes semeadas
nos diferentes tratamentos, concomitantemente com os dados obtidos nos

ensaios apresentados no capitulo 1.

Os valores médios para emissao de raiz e numero de plantulas normais para
as sementes mantidas em agua a 25°C, foram de 95% de e 93%
respectivamente. No tratamento sob estresse hidrico, as sementes apds
transferéncia para agua apresentaram 85% de emissao de raiz e 81% plantulas
normais. Para este tratamento, os valores foram superiores aos encontrados nos
ensaios fisiologicos do capitulo |, onde o tempo de exposi¢cdo das sementes ao
PEG 6000 foi de 14 dias, no ensaio 1 e de 9 dias no ensaio 2. Foi demonstrado
assim, que menos dias de exposicdo promovem uma melhor recuperacdo das
sementes quando transferidas para agua e um efeito positivo do condicionamento

osmotico no vigor da sementes.

Virgens et al. (2008), também verificaram durante ensaio de estresse hidrico
que apos transferéncia das sementes ndo germinadas de M. urundeuva para
agua, que as sementes submetidas ao potencial de -1,0 MPa, apresentaram 85%
de germinagao, sugerindo também este potencial para o pré-condicionamento de
sementes desta espécie. Borges et al. (2002) ao trabalhar com sementes
osmocondicionadas de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens Micheli),
também uma espécie florestal arborea nativa, mantidas em solugéo -0,4 MPa de
PEG 6000 por 120 horas, apresentaram 66% de germinag&o quando transferidas
para agua.

As sementes do tratamento sob estresse térmico (semeadas em agua a
40°C) nao apresentaram capacidade germinativa quando transferidas para
temperatura 6tima de germinagao (25°C), demonstrando assim, o efeito negativo
do estresse térmico no vigor da semente, provavelmente por degradacdo dos

metabdlitos necessarios para iniciar o processo germinativo.
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4.3 Mobilizagées de Reservas Durante a Germinagdo de Sementes de

Myracrodruon urundeuva Fr. All submetidas a fatores abiéticos

Ao analisar a mobilizagdo dos metabdlitos primarios determinados neste
estudo, durante os estadios de desenvolvimento em cada tratamento
isoladamente, verificou-se que a analise de varidancia ao nivel de 5% de
probabilidade (P<0,05) foi significativa para a maioria dos metabdlitos analisados.
Entretanto, os valores médios dos aminoacidos determinados no tratamento sob
estresse térmico, n&o apresentaram diferenca significativa, muito embora tenha
havido uma tendéncia de mobilizacdo dessas reservas. Os resultados
demonstram que realmente, a mobilizagdo de reservas durante a germinagao tem
por finalidade fornecer energia quimica e matéria para a formagdo da nova
planta, sendo fator determinante do vigor da pléantula produzida no final do
processo e quando a semente esta sob efeito de fatores de estresse pode haver
alteragdes importantes.

Avaliando-se fisiologicamente o efeito do estresse hidrico, com base nos
dados bioquimicos, pode-se inferir que as variacdes nos teores dos metabdlitos
quantificados em fungéo da restricdo hidrica imposta as sementes de aroeira-do-
sertdo provocou alteragdes quantitativas, entretanto, mantendo a continuidade do
metabolismo celular. Ao passo que o estresse térmico, parece ter provocado
efeitos deletérios na semente a ponto de inviabilizaram a germinag&o. Estes
resultados estdo de acordo com Bewley & Black (1994) que descreveram que o
efeito da temperatura se da especialmente na absor¢cdo de agua, nas reagdes
quimicas que irdo mobilizar ou degradar as reservas armazenadas e na sintese
de varias substancias para o crescimento das plantulas. Além disso, sabe-se que
algumas temperaturas podem provocar alteragbes na membrana plasmatica
relacionados com a disponibilidade e uso de metabdlitos primarios. Os resultados
neste estudo demonstram que as sementes de aroeira apresentam capacidade

germinativa em limites bem definidos de temperatura.

A Figura 15 representa os graficos de tendéncia que demonstram
conjuntamente a mobilizacdo de proteinas e aminoacidos durante os estadios de

desenvolvimento para cada tratamento analisado.
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A concentracdo de proteinas, no tratamento controle inicialmente aumentou
do estadio 1 para o estadio 2 e diminuiu muito pouco nos estadios 3 e 4,
enquanto que entre os estadios 1 e 3 no tratamento sob estresse hidrico (Figura
15A e 15B), apresentaram um aumento, evidenciando assim a sintese deste
metabdlito. Fisiologicamente, entre os trés estadios iniciais do desenvolvimento
germinativo das sementes de M. urundeuva, ocorrem as trés fases de absorgéo
de agua durante a embebicdo de sementes. De acordo com De Castro e
colaboradores (2004), as sementes em um conteudo de agua de
aproximadamente 50% ja sintetizam DNA, RNA e proteinas, onde
metabolicamente as primeiras atividades sao associadas ao reparo dos danos
acumulados durante a secagem e o periodo de armazenamento das sementes,

com o reparo do DNA.

No estadio 4, a concentracdo das proteinas apresentaram um decréscimo,
possivelmente por efeito da mobilizacdo das reservas de nitrogénio, por serem as
proteinas compostos de reserva em sementes que possuem nitrogénio em sua
composi¢do. Pontes e colaboradores (2002) quantificaram proteinas totais em
sementes de garapa (Apuleia leiocarpa) e verificaram que ocorreu aumento no
teor de proteinas totais nas sementes durante o processo de embebicao,
associando este aumento a indugao da biossintese de enzimas hidroliticas.

Outro aspecto a ser verificado € que do estadio 3 para o 4, quando o eixo
embrionario esta em crescimento, conforme o teor de proteinas diminui os de
aminoacidos aumentam, provavelmente em fungao da hidrodlise das proteinas de
reserva liberando os aminoacidos constituintes. Esta hidrélise € realizada por
proteases classificadas de acordo com sua atividade hidrolitica. Alguns
aminoacidos resultantes da hidrolise s&o convertidos a amidas (glutamina e
asparagina) e entao transportados para o eixo em crescimento (BUCKERIDGE et
al., 2004b). Além do aumento de aminoacidos livres a partir da degradagéo de
proteinas, ocorre também biossintese de novos aminoacidos, necessarios

inclusive para produg¢ao de novos compostos reguladores do desenvolvimento.
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Figura 15.

Teores de Proteinas e Amino&cidos
(mg.g" MS) em cotilédones de
sementes de Myracrodruon
urundeuva nos diferentes estadios
de desenvolvimento. (A) Tratamento
Controle; (B) Tratamento sob
Estresse Hidrico e (C) Tratamento

sob Estresse Térmico.

*significativo a 5%, ns — ndo
significativo para o teste F da analise
da variancia (ANOVA).

*Estddio 3 e 4 do tratamento de
estresse hidrico corresponde aos
teores analisados nos cotilédones das
sementes expostas por 5 dias em
solugdo de PEG 6000 em -1,0 MPa a
25°C seguida pela transferéncia para

agua.



102

Bezerra e colaboradores (2003) verificaram aumento no teor de aminoacidos
nos cotilédones de sementes em cultivares de feijao-de-corda (Vigna unguiculata
(L.) Walp) durante a mesma fase de desenvolvimento que foi verificado no
presente estudo. Os autores associaram este aumento a atividade enzimatica.
Bioquimicamente, as plantas alteram o metabolismo de varias maneiras, para
acomodar o estresse ambiental, inclusive a producdo de compostos
osmorreguladores, tais como os aminoacidos prolina, glicina e a betaina (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

As Figuras 16 representam os graficos de regressdo que demonstram
respectivamente a mobilizagdo dos carboidratos (Amido, AST, AR e ANR)
durante os estadios de desenvolvimento para cada tratamento analisado.

Com relagado aos carboidratos analisados, de maneira geral, nos tratamentos
controle e sob estresse hidrico (Figuras 16A e 16B), verificou-se nitidamente um
decréscimo nos teores dos carboidratos nos cotilédones das sementes de aroeira-
do-sertdo durante o processo germinativo até a protruséo radicular (estadio 3). No
estadio de plantula (estadio 4) os valores voltaram a aumentar. Estes resultados
demonstram respectivamente o efeito da degradacéo (hidrélise) e do acumulo
(biossintese) desses metabolitos, necessarios para o fornecimento de energia
quimica (ATP) e carbono para a germinacdo das sementes ou devido a

translocacao deste para o eixo embrionario e o desenvolvimento das plantulas.

Os dados bioquimicos obtidos no desenvolvimento germinativo de aroeira-
do-sertdo corroboram com Cardoso (2004), o qual afirma que durante a fase | da
embebicdo, ocorre a reativagao das enzimas mitocondriais do ciclo de Krebs e da
fosforilagdo oxidativa, assim como a reconstituicdo de cetoacidos (aKG e piruvato)
intermediarios das vias respiratérias. Nesta fase, a disponibilidade de acgucares,
principalmente sacarose (ANR), rafinose e estaquiose, mantém a respiragao.
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Figura 16.

Teores Carboidratos (mg.g" MS)
em cotilédones de sementes de
M. urundeuva nos diferentes
estadios de desenvolvimento. (A)
Tratamento Controle; (B)
Tratamento sob Estresse Hidrico e
(C) Tratamento sob Estresse

Térmico.

*significativo a 5%, ns - n&o
significativo para o teste F da
andlise da variancia (ANOVA).

*Estddio 3 e 4 do tratamento de
estresse hidrico corresponde aos
teores analisados nos cotilédones das
sementes expostas por 5 dias em
solugdo de PEG 6000 em -1,0 MPa a
25°C seguida pela transferéncia para

agua.
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No tratamento controle, apds o inicio do processo germinativo (do estadio 2
para o 3), dos carboidratos analisados, os teores de amido foram os que
decresceram mais bruscamente, em conjunto com os ANR (Figura 16A). Este
resultado provavelmente ocorreu em fungdo do amido ser a principal forma de
armazenamento da glicose, necessaria no processo respiratério. Seu teor volta a
aumentar no estadio 4, quando a planta inicia o processo de emergéncia e o
estadio de plantula. Neste estadio os cotilédones ja estdo expandidos e de
coloragcdo verde, iniciando o processo de fotossintese. Sendo assim, esse
aumento na concentracdo de amido € proveniente da sua biossintese a partir da
glicose, por ser ele um dos produtos estaveis da fotossintese. Além disso, as
sementes se encontram em fase de divisdo e expansao celular ao longo do seu
desenvolvimento inicial, necessitando de maior quantidade de carboidratos livres

para biossintese de novos polissacarideos e outros metabdlitos primarios.

O decréscimo nos teores dos carboidratos do estadio 1 ao 3, pode estar
relacionado com a degradacdo destes em funcdo da atividade respiratoria.
Nestes estadios de desenvolvimento as sementes ja realizam atividade
respiratoria, pois esta é rapidamente iniciada uma vez que a semente comeca a
embeber, a partir de um conteudo de agua ao redor de 20% e diversas rotas e
ciclos, como o ciclo de Krebs, sdo ativados (DE CASTRO et al., 2004). O
processo respiratdrio constitui um dos eventos da reativacdo do metabolismo
celular durante o processo de germinagado que se inicia com o aumento da
entrada de agua por embebic&do. O consumo de carboidratos nos estadios iniciais
para produgdo de ATP e de nicotinamida adenina de fosfato (NADPH + HY),
geradas via catabolismo (glicolise, via pentose fosfato, ciclo de Krebs e transporte
de elétrons/fosforilagdo oxidativa), sdo utilizadas para iniciar a sintese de acidos
nucléicos e de proteinas (DE CASTRO et al., 2004b), o que pode ser verificado
na germinagao de sementes de aroeira-do-sertdo. Além disso, nos estadios onde

houve degradagdo de carboidrato verificou-se sintese de proteinas.

Assim como em sementes de aroeira-do-sertdo, Pontes et al. (2002)
verificaram em sementes de garapa (Apuleia leiocarpa) durante embebigéo,
decréscimo nos teores de AST e aumento de AR. Os oligossacarideos da familia

da rafinose s&o citados por Guimaraes et al. (2001) como os agucares utilizados
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como fonte de energia durante a germinagdo, o que explicaria os aumentos
verificados nos agucares redutores nas sementes de aroeira-do-sertdo e por
Pontes et al. (2002) em sementes de garapa. Porém para a concentragdo de
amido, os autores verificaram aumento e nao decréscimo como foi registrado para
as sementes de aroeira-do-sertdo. Stone e Gifford (1999) observaram decréscimo
de 80% dos carboidratos armazenados no megagametoéfito de sementes de Pinus
taeda durante a germinagédo e no estadio de plantulas. Por outro lado, dados de
Suda e Giorgini (2000) mostram o acumulo de agucares soluveis no embrido de
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) durante a germinagcdo. Esses
comportamentos demonstram que realmente a utilizagdo de amido ou de
agucares soluveis € variavel, dependendo da espécie, podendo variar durante a
germinagao ou no estadio de plantula.

Verifica-se que em sementes secas de aroeira-do-sertdo (E1) os teores de
ANR s&o maiores que os de AR. Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), em
algumas sementes a sacarose (ANR) mostra-se uniformemente distribuida no
embrido seco e agucares redutores, como a glicose, ndo sao encontrados em
quantidade até o embri&o iniciar o crescimento. A sacarose desta forma pode ser

o substrato respiratério inicial, relacionado com o aumento da taxa respiratoria.

Em sementes de aroeira-do-sertdo apds o processo germinativo iniciado
(E2) o decréscimo no teor de ANR no tratamento sob estresse hidrico é
significativamente maior do que no tratamento controle. Além disso, verifica-se
também aumento nos teores de AR em todos os tratamentos, com aumento
significativo verificado para o tratamento sob estresse térmico. Este aumento nos
AR esta associado a degradagao do amido e a utilizagdo destes para realizagéo
de atividade respiratéria pelas sementes de aroeira, pois parte dos AR produzidos
durante a degradagao de reservas de carboidratos ¢€ utilizada na respiragéo,
sendo a principal fonte de energia durante o inicio da germinagao das sementes.
A outra parte dos AR sao desviadas para a producéo de sacarose (ANR) que sera
transportada para o eixo embrionario ou para a sintese do amido quando ha
excesso de AR nos tecidos de reserva (BEWLEY & BLACK, 1994; NELSON &
COX, 2000).
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A mobilizagdo dos carboidratos nos tratamentos controle e sob estresse
hidrico ocorreram de forma gradual (Figura 16A e 16B), porém verificou-se que
no tratamento sob estresse hidrico, o teor de amido aumentou do estadio 1 para
0 2 e ao atingir o estadio inicial de pléntula (E4) apresentou concentragao
superior ao encontrado na semente quiescente (estadio 1), provavelmente devido
a hidrolise enzimatica do amido e oligossacarideos ser menor. Esse
comportamento demonstra que mesmo sob e apds restricdo hidrica, atividades
metabdlicas, como por exemplo, vias catabdlicas e anabdlicas estdo ocorrendo

normalmente, porém mais lentamente.

Além da respiracdo, muitos eventos do processo de germinagdo s&o
iniciados mesmo em conteudos limitados de agua na semente. Avaliando-se os
dados fisiolégicos e verificando os resultados bioquimicos para o tratamento sob
estresse hidrico, é possivel compreender o efeito do condicionamento osmatico.
Este permitiu maior uniformidade e velocidade de emiss&o de raiz e emergéncia
de pléantulas. Segundo Bradford (1990) esse comportamento pode ocorrer em
funcdo do acumulo de solutos (agucares, acidos organicos e ions) provenientes
da retomada do metabolismo da semente, resultando em maior turgescéncia na

reidratacdo e promovendo a protrusao da raiz primaria em menor tempo.

No estadio 4, as concentragdes de todos os carboidratos de reserva sao
significativamente aumentadas, pois nesta fase inicia-se o0 processo de
emergéncia e o estagio de plantula, um periodo em que segundo Larcher (2000)
exige um pleno abastecimento de nutrientes, necessarios para suprir o aumento
de energia quimica e metabdlitos utilizados na biossintese. Pode-se atribuir
também que um estado de hidratacdo suficiente para manter a turgescéncia
durante o rapido crescimento em extensdo e a diferenciagdo da parede celular.
Os acgucares possuem papeéis de reguladores centrais em muitos processos vitais
da planta fotossintética. Diversos estudos utilizando plantas mutantes de
Arabidopsis tém revelado o papel dos agucares na regulacdo da expressao
génica, proliferagdo e morte celular, no crescimento da pléantula, na expanséo e
senescéncia da folha e no desenvolvimento da semente (SMEEKENS, 2000;
GIBSON, 2005; ROLLAND et al., 2006).
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Davide et al. (2008) em estudo morfo-anatémico, bioquimico e fisiologico em
sementes de Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (candeia) durante a
germinacgdo, verificaram a atividade da enzima endo-B-mananase aumentada
apos a emissdo da raiz primaria. Resultado semelhante foi registrado por Bewley
(1997) em sementes de alface, em que a atividade desta enzima aumentou no
endosperma apenas apos o inicio da germinagdo das sementes. Aparentemente,
esta enzima esta amplamente associada com mobilizacdo de reservas presentes
nas paredes celulares como uma fonte inicial de reservas na forma de
carboidratos para o inicio do estabelecimento da plantula (Bewley e Black, 1994).
Eventos como este podem justificar os valores crescentes na concentragdo dos
carboidratos de reserva verificados no estadio 4 do desenvolvimento germinativo
das sementes de aroeira-do-sertdo tanto nos cotilédones das sementes do
tratamento controle quanto do tratamento sob estresse hidrico.

No tratamento sob estresse térmico (40°C) os teores dos carboidratos, com
excegao dos AR, decresceram bruscamente demonstrando um efeito negativo da
elevada temperatura, provocando uma degradacéo acelerada desses metabdlitos
(Figura 16C). Essa queda provavelmente deve ocorrer inicialmente em fungéo do
aumento da taxa respiratoria que ocorre em sementes que se encontram em
processo de deterioracdo avangado, uma vez que as enzimas envolvidas na
respiragao podem ser ativadas em sementes de qualidade reduzida (SHATTERS
et al.,, 1994), a exemplo da malato desidrogenase (MDH), enzima importante na

respiracao celular.

Com a manutencdo do estresse térmico verifica-se que as sementes néo
germinam. Neste caso a ndo germinabilidade das sementes nesta temperatura
pode estar associada a provavel desnaturacao térmica das enzimas respiratérias
e danos sobre as membranas, que praticamente paralisam a respiraciao

mitocondrial, resultando na provavel deterioragdo da semente.

O efeito quantitativo nos teores dos metabodlitos em cada estadio de
desenvolvimento em funcdo dos fatores abidticos aplicados encontra-se nas
tabelas 2 e 3 onde pode ser verificado sob estresse hidrico as variagbes nos
teores dos metabdlitos quantificados em fungao da restricdo hidrica imposta as

sementes aroeira-do-sertdo provocou apenas alteragdes quantitativas, mas
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manteve sob controle seus compostos de reserva. Ao contrario do estresse
térmico, que aparentemente promoveu efeitos deletérios que inviabilizaram a

germinagao das sementes de forma irreversivel.

No estadio 2 a analise de variancia demonstrou interagao significativa para
todos os metabdlitos quantificados, demonstrando assim que ha diferenca na
concentragdo dos metabolitos nesta fase do desenvolvimento germinativo em
funcdo do fator abidtico aplicado. Porém, ao analisar pelo teste de Tukey as
médias dos teores dos metabdlitos quantificados, verificou-se que para o
tratamento sob estresse hidrico, no qual este nao interferiu no vigor das
sementes, sé houve diferenga significativa entre as médias dos teores de AST
que foi degradado em maior quantidade que no tratamento controle,
provavelmente em funcdo da manutencdo da atividade respiratéria, que é a

principal fonte de ATP antes da emergéncia da radicula.

Estes resultados demonstram que para o tratamento sob estresse hidrico, a
atividade metabdlica da semente de aroeira-do-sertdo foi iniciada normalmente e
nao interferiu no desenvolvimento germinativo da semente, pois estas apos
transferéncia para agua mantiveram sua capacidade germinativa e
consequentemente mobilizaram suas reservas, mesmo quando submetida ao

agente osmotico no potencial aplicado (-1,0 MPa).

Nos estadios 3 e 4, no qual vale salientar que s6 ha comparagao do
tratamento controle com o tratamento sob estresse hidrico, ndo houve interagao
significativa para as médias obtidas no estadio 3 tanto para os teores de proteinas
como para os de aminoacidos. No Estadio 4 houve diferenga significativa para
proteinas, mas n&o houve para aminoacidos (tabela 2).

Para os teores médios dos carboidratos, as médias obtidas demonstraram
interagao significativa para todos os carboidratos quantificados no estadio 3, com
excecdo dos ANR e no estadio 4 foi verificado diferenga significativa apenas para
amido e ANR (tabela 3).
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Tabela 2: Teores médios de proteinas e aminoacidos (mg/g massa seca) durante estadios do

desenvolvimento germinativo de sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a estresses

abioticos.
Estadios de desenvolvimento
Metabolito Tratamentos E1
(semente seca) = =9 =
, Controle 8,317 a 8,133 a 8,084 b
Prtz;'gﬁ“)p‘s Estresse Hidrico 6,500 7.800b  8984a  6234a
Estresse Térmico 3034C  mmeeem e
CV (%) 2,188"™ 1,72* 3,76™ 1,26*
) Controle 0,268 b 0,455 a 1,028 a
AM"(‘moé“g!'))os Estresse Hidrico 0,320 0,327ab 0,530 a 1,082 a
Estresse Térmico 04098  mmemm e
CV (%) 1,55™ 8,46 3,42™ 1,41™

Tabela 3: Teores médios de carboidratos (mg/g massa seca) — Amido, AgUcares Solaveis Totais
(AST), Acucares Redutores (AR), Acucares Nao Redutores (ANR) durante os estadios do

desenvolvimento germinativo de sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a estresses

abidticos.
. Estadios de desenvolvimento
Carboidratos Tratamentos E1 E2 E3 E4
(semente seca)

Controle 0,871 a 0,108 b 0,516 b

&%'2.10) Estresse Hidrico 0,969 1.006 a 0728a  1680a
Estresse Térmico 0,122 e e

CV (%) 416™ 7,91 11,28* 2,32%

Controle 0,813 a 0,520 a 1,058 a

: n‘%s;) Estresse Hidrico 1,096 0,632 b 0353b  1,036a
Estresse Térmico 0,040C  mmmmm e

CV (%) 1,87™ 1,97* 4,25* 218™

Controle 0,112 b 0,473 a 0,609 a

(mgz'“) Estresse Hidrico 0,369 0,255 b 0,340 b 0,633 b
Estresse Térmico 1277a e————— e

CV (%) 0,77"™ 10,84* 2,03* 12,15"™

Controle 0,702 a 0,047 a 0,449 a

( n‘?‘;;) Estresse Hidrico 0,728 0,378 b 0013a  0404a
Estresse Térmico 1.236¢C = e e

CV (%) 247" -100,49* 34,80™ 21,07*

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de

probabilidade.

*significativo a 5%, ns — n&o significativo para o teste F da analise da variancia (ANOVA).
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Com relacdo ao tratamento sob estresse hidrico, apesar do tratamento
aplicado nao poder ser considerado como uma técnica de osmocondicionamento
propriamente dita, pois 0 condicionamento ndo se deu com aeracdo e posterior
secagem das sementes para semeadura. O método aplicado constitui o pré-
condicionamento osmotico, o qual no potencial em que houve bloqueio da
germinagao das sementes, apds transferéncias destas para a agua a germinagao
ocorreu em bom percentual (85%). Sendo assim, os dados bioquimicos
encontrados estdo de acordo com Bradford (1999), que afirmou que por meio do
osmocondicionamento ativam-se a digestdo das reservas e a sua translocacéo e
assimilagcdo, para que as sementes componentes do lote alcancem estado
metabdlico relativamente uniforme quando o acesso a agua é interrompido. Atras
dos dados bioquimicos obtidos e com base na literatura disponivel também é
possivel inferir que no periodo em que as sementes estdo sob efeito do
condicionamento osmaético ocorre ativagdo de inumeros eventos do processo
germinativo, sem que ocorra a protrusdo da radicula ou germinag&o propriamente
dita, incluindo eventos como o reparo do DNA (S a G;) (DE CASTRO et al., 2004)

Para o tratamento sob estresse térmico, pode-se inferir que as sementes
entraram em processo de deterioracdo em fungao dos efeitos deletério da alta
temperatura e que bioquimicamente os dados encontrados demonstraram esta
tendéncia. Como a coleta do material para analise bioquimica foi realizado com
apenas 4 dias de exposicdo das sementes a temperatura de 40° C constante, ndo
se pode afirmar que no momento da coleta as sementes ja estavam mortas,
porém provavelmente sua germinabilidade ja tinha sido perdida, pois através dos
dados bioquimicos foi possivel verificar diferengas estatisticamente significativas
na mobilizardo dos metabdlitos, os quais apresentaram uma tendéncia de
degradacao acelerada de amido e AST, possivelmente em fungdo da atividade
respiratéria na tentativa da semente de se manter viva e por perda da integridade

das membranas.

Verificou-se também para este tratamento um grande aumento nos teores de
AR e um decréscimo acentuado das proteinas no estadio 2, se comparado ao
aumento verificado nos tratamentos controle e sob estresse hidrico (Tabela 3).

Esse aumento dos AR pode estar associado a problemas no sistema de
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membranas, onde segundo Basu (1995) muitas enzimas estdo associadas, e
qualquer mudanga nessa integridade tem consequéncias fisiologicas e
bioquimicas. De acordo com Bewley & Black (1994), além da perda da integridade
das membranas, observam-se reducdo na producdo de ATP e na sintese de

proteinas e acidos nucléicos e degeneragdo cromossdmica.

Além do decréscimo de aproximadamente 50% nos teores de proteinas,
verificou-se ainda sem ementes nas sementes de aroeira-do-sertdo sob estresse
térmico um aumento dos teores de aminoacidos (Tabela 2). Esta tendéncia pode
indicar tanto uma inibigdo da sintese de proteinas, como uma acelerada
degradagdo das mesmas, o que resultou num acumulo de aminoacidos e
provavelmente também de aminas livres. Esses dados corroboram com Larcher
(2000) que afirma que este efeito ocorre em plantas sob a influéncia de estresse
térmico, no qual uma caracteristica marcante de um disturbio no metabolismo das
proteinas € a mudanga nas propor¢cdes de aminoacidos e, frequentemente, um

enorme aumento na concentrag&o de prolina.

Os dados encontrados no tratamento sob estresse térmico corroboram com
os encontrados por Zeleny (1954) que verificou decréscimo em proteina e
agucares nao-redutores e aumento em agucares redutores e acidos graxos livres,
em cereais, associados com perda de vigor. Borges et al. (1990) em sementes de
cedro (Cedrela fissilis) submetidas a temperaturas de 50°C, em camara de
envelhecimento observaram decréscimo no teor de carboidrato, porcentagem de
germinacgao e grande aumento na permeabilidade da membrana. Sendo assim, no
presente estudo, o aumento na concentracdo de AR nos cotilédones das
sementes de aroeira-do-sertdo pode esta associado a perda do vigor das
sementes por efeito da temperatura como foi analisado pelos autores.

Durante os estadios de desenvolvimento analisados verificou-se uma
redugdo acentuada nos niveis de ANR tanto no tratamento controle como no
tratamento sob estresse hidrico do estadio 2 para o 3, o que evidencia uma
mobilizacdo desta para o eixo embrionario. No estadio 4, os teores voltam a
aumentar. Como os valores para os teores de ANR foi estimado em funcéo da
subtracdo dos valores encontrados de AST pelo de AR, no tratamento sob

estresse térmico, os teores de AR, como ja foi explicado acima, foi bem maior que
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os de AST no estadio 2 (unico que foi avaliado) e por esta razao o valor de ANR
foi significativamente baixo, ndo podendo ser indicativo que a ANR esteja sendo
mobilizada para o eixo devido a semente nem ter germinado apos este estadio,

podendo, desta forma ter sido utilizado em outras rotas ou ter sofrido degradacao.

Priestley (1986), associou a perda de algumas formas de isoenzimas tais
como, a peroxidase, fosfatase acida, dehidrogenase, esterase e aminopeptidase
com o envelhecimento severo de um grupo de espécie de sementes. Os
resultados obtidos para os metabdlitos analisados nas sementes de aroeira-do-
sertdo no tratamento sob estresse indicam que podem ter ocorrido degradagéo
dessas enzimas, as quais inviabilizaram o desenvolvimento germinativo das

mesmas, quando submetidas a estresse de temperatura.
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5 CONCLUSOES

Dentre os metabdlitos primarios analisados as proteinas, sdo os de maior
concentragdo em sementes de Myracrodruon urundeuva e dentre os carboidratos
de reserva, o amido € que se encontra em maior teor, sendo sua degradacéo e
biossintese diretamente relacionada com a diminuicdo e aumento da
concentragédo de carboidratos ndo redutores (ARN), a exemplo da sacarose. Ha
uma relagdo direta entre a degradagdo e biossintese de carboidratos,
aminoacidos e proteinas, durante o desenvolvimento germinativo de M.
urundeuva. No estadio 3 ha uma diminuicdo de todos os carboidratos, excetuando
os agucares redutores (AR) tanto no tratamento controle quanto quando
submetido a estresse. Enquanto que a concentracdo das proteinas e os

aminoacidos aumentam neste estadio;

Avaliando-se o efeito do estresse hidrico quando comparado ao tratamento
controle, pode-se inferir que as variagcbes nos teores dos metabdlitos
quantificados em funcdo da restricdo hidrica imposta as sementes provocou
apenas alteragdes quantitativas, mas manteve sob controle seus compostos de
reserva. Ao contrario do estresse térmico, que aparentemente promoveu efeitos
deletérios que inviabilizaram a germinagado das sementes de forma irreversivel.
Sendo assim, pode-se inferir que sob déficit hidrico a concentracdo dos
metabolitos pode ser alterada, porém n&o compromete o desenvolvimento
germinativo da planta quando esta encontrar um momento favoravel para o inicio
do seu processo germinativo, demonstrando assim certa toleradncia ao estresse
induzido. Este comportamento pode explicar o crescimento desta espécie em
diferentes biomas e com caracteristicas tao peculiares, a exemplo da Caatinga,
que apresenta sistema de chuvas extremamente irregular de ano para ano, o que
resulta em secas severas periodicas. Por outro lado altas temperaturas por muito
tempo podem afetar o metabolismo celular de sementes de aroeira-do-sertao
interferindo no processo germinativo. Esse fato pode comprometer a colonizagao
de novas espeécies, fazendo-se entdo sugestivo e necessario a introdugéo de
plantas ja estabelecidas, por exemplo, por meio de produgao de mudas em 6timas
de germinagao, como estratégia de recuperacao de areas degradadas associada

a tentativa de evitar a extincdo da espécie por meio de sua manutencgao in situ.
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Apesar dos dados obtidos terem sido capazes de gerar informagdes
conclusivas sobre o desenvolvimento germinativo de sementes de M. urundeuva
em condigdes otimas de germinagédo e sob efeito de fatores abidticos, como a
disponibilidade hidrica e a temperatura, quando aplicados em condigdes limitantes
para a germinagao, faz-se necessaria a realizagdo de analise de lipideos e de a e
B-amilases para melhor compreender os mecanismos bioquimicos que ocorrem
durante a germinacdo dessa espécie em condigbes otimas de germinacédo e
quando submetida a estresse hidrico e de temperatura. Sugerindo-se também
com base nos dados obtidos gerar futuros estudos moleculares para
compreensao dos mecanismos de resisténcia de plantas a estresses ambientais
visando estratégias de bioprospecgéo da espécie.
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AVALIAGAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DA GERMINAGAO DE SEMENTES
DE Myracrodruon urundeuva Fr. All. (ANACARDIACEAE) SUBMETIDAS A
DIFERENTES FATORES ABIOTICOS

RESUMO GERAL - Myracrodruon urundeuva Fr. All., (aroeira-do-sertdo) constitui
uma espécie arbdérea de uso multiplo e por esta razdo tem sido macicamente
explorada, estando atualmente incluida na lista oficial de espécies ameacadas de
extingdo. Sendo uma planta da Caatinga enfrenta condigdes adversas em relagéo
a solo, precipitagado pluviométrica e temperatura. Este trabalho teve por objetivo
avaliar o comportamento fisiolégico e o metabolismo germinativo de sementes de
M. urundeuva, visando compreender as estratégias de sobrevivéncia/adaptagao
da espécie nas fases iniciais do seu ciclo de vida. Estudos fisiolégicos foram
conduzidos em trés etapas. Na etapa | (screening térmico), testando-se
temperaturas de 20 a 40 °C, com intervalos de 5°C, ajustando-se em seguida a
temperatura de 50% de germinagao (T50) em 33°C. Na etapa Il (screening
hidrico), sementes foram expostas a solugcbes de PEG 6000 em diferentes
potenciais osmoticos (0,0 a -1,2 MPa), ajustando-se o potencial de 50% de
germinacgao (y50) em -0,7 MPa. Na etapa Il (combinagéo dos fatores), combinou-
se a T50 com diferentes potenciais osmoticos (0,0; -0,2; -0,7 e -1,0 MPa) e o w50
com as temperaturas de 25, 33 e 40°C. Os ensaios foram conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticées de 50
sementes/tratamento. Os parametros avaliados foram: emissdo de raiz primaria,
sementes mortas e n&do germinadas. Foram calculados a germinabilidade (%), o
indice de velocidade de germinacéo, o tempo médio de germinagao, a velocidade
meédia de germinagcdo e o coeficiente de uniformidade. A partir dos dados
fisiolégicos obtidos foram quantificados os teores dos metabdlitos primarios
durante o desenvolvimento germinativo. Os metabdlitos quantificados foram:
carboidratos (agucares soluveis totais, agucares redutores, sacarose e amido),
proteinas totais e aminoacidos. Cotilédones foram extraidos de sementes
embebidas em agua destilada ou PEG 6000 em diferentes tratamentos (0,0
MPa/25°C (controle); -1,0 MPa/25°C (sob estresse hidrico) e 0,0 MPa / 40°C (sob
estresse térmico), nos seguintes estadios de desenvolvimento: Estadio 1
(sementes secas); Estadios 2 (sementes embebidas); Estadio 3 (sementes com

emissao de raiz) e Estadio 4 (plantula). A temperatura de 25°C foi estabelecida
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como temperatura 6tima, 33°C como T50 e 40°C como a temperatura de estresse
(germinacéao nula); No potencial osmatico de -0,2 MPa as sementes apresentaram
maxima germinabilidade, a -0,7 MPa considerou-se como y50 (60%) e a partir do
potencial de -1,0 MPa as sementes apresentaram germinabilidade nula. A
combinagao dos fatores afetou significativamente o comportamento fisioldgico das
sementes evidenciando que a combinagao entre altas temperatura e diminuicéo
dos potenciais osmoticos reduz a germinagdo e o vigor das sementes.
Bioquimicamente, as proteinas, foram os metabdlitos de maior concentragdo em
sementes de aroeira e dentre os carboidratos de reserva, o amido € que se
encontra em maior concentragdo. Existe relagdo direta entre a degradacéo e
biossintese de carboidratos, aminoacidos e proteinas, durante o desenvolvimento
germinativo. As variagdes nos teores dos metabolitos em fungdo da restricdo
hidrica imposta as sementes provocou alteragdes quantitativas, mas manteve sob
controle seus compostos de reserva, inferindo-se que sob déficit hidrico a
concentragcdo dos metabdlitos pode ser alterada, porém n&o compromete o
desenvolvimento germinativo, demonstrando assim certa tolerancia ao estresse
induzido. O estresse térmico promoveu efeitos deletérios que inviabilizaram a
germinagao das sementes de forma irreversivel. Os dados obtidos foram capazes
de gerar informagdes conclusivas sobre o desenvolvimento germinativo de
sementes de aroeira-do-sertdo em condigdes 6timas de germinagao e sob efeito
de fatores abiodticos, como a disponibilidade hidrica e a temperatura, quando
aplicados em condi¢des limitantes para a germinagéo. Sugere-se a introdugao de
plantas ja estabelecidas como uma estratégia de recuperagdo de areas
degradacgao associada a tentativa de evitar a extingdo da espécie através da sua
conservagdo em in situ ja que as condigdes abidticas influenciam
significativamente no desenvolvimento inicial da planta e consequentemente o

estabelecimento da espécie.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo, screening térmico e hidrico, estresse

combinado, metabolismo germinativo.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EVALUATION OF GERMINATION OF
Myracrodruon urundeuva Fr. All (ANACARDIACEAE) SEEDS SUBMITTED
TO DIFFERENT ABIOTICS FACTORS

GENERAL ABSTRACT - Myracrodruon urundeuva Fr. All., (aroeira-do-sertao) is
a tree species with multiple uses and therefore has been heavily exploited and
being currently included in the official list of endangered species. Being a plant of
the Caatinga facing adverse conditions in relation to sail, rainfall and temperature.
Therefore, the water and thermic potential are important factors to be studied in
the development of this plant. This study aimed to evaluate and compare the
physiological behavior and germinative metabolism of M. urundeuva seeds,
seeking to understand the strategies of survival / adaptation of the species in the
early stages of its life cycle. The seeds were harvested from plants located in the
region of Petrolina - PE. Physiological studies were conducted in three stages. In
step | (thermal screening), seeds were placed in incubators at 20 to 40°C, with
intervals of 5°C, setting the 50% germination temperature (T50) at 33°C. In a
second step (water screening), seeds were exposed to PEG 6000 at different
osmotic potentials (0,0 to -1,2 MPa) adjusting the 50% potencial (y50) at -0,7
MPa. In step Ill (combination of factors), was combined T50 with different osmotic
potentials (0,0; -0,2; -0,7 and -1,0 MPa) and w50 with temperatures of 25, 33 and
40°C. The assays were conducted in a completely randomized design with four
replications of 50 seeds / treatment. The parameters evaluated were primary root
emission, dead seeds and do not germinated. It was calculated the Germination
(G%), the Index of Germination Speed, the Average Time Germination, the
Average Speed Germination and the Uniformity Coefficient. From the
physiological data obtained, were quantified the levels of primary metabolites
during the germinative development. The metabolites quantified were:
carbohydrates (soluble sugars, reducing sugars, sucrose and starch), protein and
amino acids. Cotyledons were extracted from seeds embibed in distilled water or
PEG 6000 in differents treatments (0,0 MPa/25°C (control); -1.0 MPa/25°C (under
water stress) and 0,0 Mpa/40°C (under heat stress) in the following developmental
stages: Stage 1 (dry seeds); Stage 2 (imbibed seeds); Stage 3 (seeds with root
emission) and Stage 4 (seedling). At 25°C as optimum temperature, 33°C as T50

and 40 °C as the stress temperature (null germination). At osmotic potencial from
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the -0,2 MPa the seeds showed maximum germination, in the water screening,
-0,7 MPa was considered w50 (60% of germination) and from the -1,0 MPa
potential the seeds don not germinate. In the combination of factors just
germinated seeds from -0,2 MPa/33°C treatment (only 12%), demonstrating that
the combination of the two factors significantly affected the physiological
performance of seeds and the combination of high temperatures and decreased of
water potentials reduce the germination and vigour of them. Biochemically, the
proteins are the highest metabolites in aroeira seeds and among the reserve
carbohydrates, starch that is found in highest concentration. There is a direct
relationship between the degradation and biosynthesis of carbohydrates, amino
acids and proteins during germinative development. The variations in the levels of
metabolites in function of water restriction imposed to seeds caused quantitative
changes, but kept under control their reserve compounds, implying that under
water stress the concentration of metabolites can be changed, but does not
compromise germinative development, thus showing some tolerance to induced
stress. Thermal stress promoted deleterious effects that made it impossible to
seed germination irreversibly. The data obtained were able to produce conclusive
information on the germinative development of aroeira seeds in optimum
conditions for germination and under the abiotic factors influence, as water
availability and temperature, when they are applied in limiting conditions for
germination. Suggest the introduction of plants already established as a strategy
for recover degradated areas associate with the attempt to prevent the extinction
of species by their conservation in situ as the abiotic conditions influence
significantly the initial development of this plant and consequently the
establishment of this species.

Keywords: Aroeira-do-sertdo, thermal and water screening, combined stress,

germinative metabolism.
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