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RESUMO

SILVA, Aparecida Leonir da. Universidade Federal de Vigosa, junho de HEHddifo

do nitroprussiato de sodio (SNP) na germinacdo de sementes de Senna
macranthera (DC. ex Collad.) H. S. Irwin & Baneby sob estresse salino.
Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

O estresse salino afeta um dos principais processos do clico de vida da planta, ou seja, a
germinacdo das sementes, ocasionando reducdo e atraso na germinacdo, nao sO por
dificultar a absorcdo de agua, mas também por facilitar a entrada de quantidades toxicas
de ions nas sementes durante a embebi¢cdo. Dentre os fatores que favrecem
germinacao o oxido nitrico (ON) vem se destacando como estimulador do processo para
muitas espécies. No entanto, ainda ha poucos estudos que avaliam o efeito doador de
oxido nitrico sob estresse salino, principalmente na germinacédo de espécies nativas.
Diversos estudos demonstram o efeito positivo do doador de éxido nitrico (SNP) no
processo germinativo das sementes, contudo ndo ha relatos de qual ion presente no SNP
causaria esses efeitos em sementes sob estresse salino, também sendo escassos estudos
sobre a resposta do sistema de defesa das sementes de Senna macranthera a essa
molécula. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
do SNP na germinacdo de sementes de S. macranthera sob estresdensatidos os

ensaios o0s tratamentos receberam fungicida CAPTAN a 0,2%. A germinacdo foi
conduzida em camara de germinacdo%26om fotoperiodo de 8 horas. A germinagdo

e a porcentagem de plantulas normais foram avaliadas diariamente, sendo considerada
germinada a semente cuja raiz primaria apresesgaom, no minimo, 2 mm de
comprimento. Foram avaliados: a porcentagem de germinacdo (G), o indice de
velocidade de germinacdo (IVG), a porcentagem de plantulas normais (PN), o
comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), massa seca da parte
aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSR). Inicialmente as sementes de S.
macranthera foram colocadas para germinar sob diferentes concentragfes salinas de
NacCl (0,0, -0,1, -0,2, -0,3, -0,4 e -0,5 MPa), selecionando-se os potenciais de -0,3 e -
0,4MPa aplicando diferentes concentracdes (100, 2W0¢ 300 uM ) do doador de

oxido nitrico (SNP) e ferrocianeto. Com base nos resudféalam realizadas curvas de
embebicdo, onde sementes foram ndo escarificadas (controle) e escarificadas
mecanicamente, foram dispostas em papel toalha, umedecidos com agua, até ocorrer a

protrusao da radicular de 50% das sementes, para determinar o periodo da fase | da



germinacdo e assim avaliar o efeito do tempo de embebicdo mais adequado para
aplicacdo do doador de 6xido nitrico (SNP), SNP inativo e ferrocianeto. Com base nos
resultados foram selecionados os tratamentos com melhores efeitos na recuperacao do
estresse salino (-0,4 e -0,5 MPa) em conjunto com SNP, SNP inativo, controle (agua) e
as contraprovas (SNP, SNP inativo). Com esses tratamentos foram realizadas curvas de
embebicdo, e no embrido foram determinadas a atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX) e a superoxido
dismutase (SOD), teor de proteinas e peroxidacdo de lipidios. O estresse salino com
NaCl é prejudicial a germinacdo de sementes de S. macranthera. As concentracdes de
SNP utilizadas se mostraram eficientes na recuperacdo do estresse salino, sendo a
concentracdo de 100 uM a mais eficaz para esta espécie. A melhor forma de aplicar o
doador de 6xido nitrico € em conjunto com o estresse salino. Efeitos similares aos
provocados pelo tratamento com SNP, também foram constatados nos tratamentos com
SNP inativo e ferrocianeto, indicando que os efeitos observados estariam relacionados a
liberagcdo do cianeto presente no SNP e ndo ao 6xido nitrico. O SNP melhora a
germinacéo de S. macranthera em condicfes de estresse salino, via liberacdo de cianeto.
O SNP ou o cianeto favorecem a germinacdo de S. macranthera diminuindo a

peroxidacao de lipidios e aumentando a atividade das enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

SILVA, Aparecida Leonir da. Universidade Federal de Vicosa, June, Hifest of
sodium nitroprusside (SNP) on germination of Senna macranthera seeds (DC. Ex
Collad.) HS Irwin & Baneby under salt stress Adviser: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias.

Salt stress affects one of the main processes of cyclic plant life, ie germination of the
seeds, causing reduction and delay in germination, not only complicate the absorption
of water, but also to facilitate the entry of toxic amounts of ions the seeds during
soaking. Among the factors that favor the germination nitric oxide (NO) has been
highlighting as a stimulator of the process for many species. However, there are few
studies that evaluate the nitric oxide donor effect under salt stress, especially in the
germination of native species. Several studies have demonstrated the positive effect of
nitric oxide donor (SNP) on the germination of seeds, however there are no reports of
which ion in the SNP would cause these effects in seeds under salt stress, and is also
scarce studies on the defense system response of Senna macranthera seed to this
molecule. Given the above, this study aimed to evaluate the effects of SEP in
macranthera seed germination under salt stress. All assays receive CAPTAN 0.2%
fungicide treatment. Germination test was conducted in germination chamber at 25°C
with 8 hours photoperiod. The germination and the percentage of normal seedlings were
evaluated daily, and was considered the seed germinated primary root whose presented
with at least 2 mm long. Were evaluated: the percentage of germination (G), the
germination speed index (GSI), the percentage of normal seedlings (PN), the length of
the shoot (CPA) and roots (CSR), dry mass of the part air (MSPA) and root (MSR).
Initially the seeds of S. macranthera were germinated under different salt concentrations
of NaCl (0.0, -0.1, -0.2, -0.3, -0.4 and -0.5 MPa), selecting the potentials of -0.3 and -
0,4 MPa applying different concentrations (100, 200, 300 and 400 mM) of nitric oxide
donor (SNP) and ferrocyanide. Based on the results, soaking curves were performed,
with non-scarified (control) and mechanically scarified, were arranged in towel
moistened with water, until occur the protrusion of the roots 50% of the seeds to
determine the period of Phase | germination and thus evaluate the effect of soaking
longer suitable for application of nitric oxide donor (SNP) and SNP inactive
ferrocyanide. Based on the results, the treatments with the best effect on the recovery
stress (-0.4 and -0.5 MPa) were selected together with SNP, inactive SNP, water control

Xi



(water) and SNP controls (SNP, inactive SNP). With these soaking treatments, curves
were performed, and with the embryos were determined the activity of antioxidant
enzymes catalase (CAT), peroxidase (POX), ascorbate peroxidase (APX) and
superoxide dismutase (SOD), protein content and lipid peroxidation. The salt stress with
NaCl is harmful to germination of S. macranthera. The SNP concentrations used were
efficient in the recovery of salt stress, and the concentration ofulD@s the most
effective for this species. The best way to apply nitric oxide donor is in conjunction
with salt stress. Effects similar to those caused by treatment with SNP were also
observed in treatments with inactive SNP and ferrocyanide, indicating that the observed
effects are related to the release of cyanide present in the SNP and not from nitric oxide.
The SNP improves germination of S. macranthera in salt stress conditions, by releasing
cyanide. The SNP or cyanide contribute for the germination of S. macranthera

decreasing lipid peroxidation and increasing the activity of antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

Senna macranthera é uma espécie arborea, pertencente a familia Fabaceae-
Caesalpinoideae, popularmente conhecida como fedegoso (Lorenzi, 2000). A espécie é
muito utilizada em paisagismo, devidaas caracteristicas ornamentais e o pequeno
porte, ideal para arborizacdo urbana. Sendo uma espécie pioneira e de crescimento
rapido, € recomendada para realizacéo de plantios em areas degradadas (Lorenzi, 2000).

A demanda por mudas de espécies florestais nativas tem sido crescente, em
funcdo da necessidade de recuperacdo ambiental. Visto que a grande maioria destas
espécies é propagada por sementes, o sucesso na formacdo das mudas depende do
conhecimento sobre o0 processo germinativo de cada espécie e da qualidade da semente
utilizada (Rego et al., 2009).

A germinacdo é um evento fisiologico que depende da qualidade da semente e
das condigcbes do ambiente, como o suprimento de agua e oxigénio, adequacao de
temperatura, luz e substrato (Borges e Rena, 1993). Pozzobon (2007) destaca que, além
da viabilidade das sementes, as taxas de germinacédo podem ainda refletir o potencial de
uso das espécies para a producdo de mudas com a finalidade de restauracdo ambiental.

As plantas sdo frequentemente expostas a varios estresses ambientais que
interferem negativamente na germinacdo (emissdo de radicula), no desenvolvimento
vegetativo, na produtividade e, nos casos mais graves, a morte das plantulas. O estresse
salino afeta um dos principais processos do clico de vida da planta, owa seja,
germinacdo das sementes (Cesur e Tabur 2011; Zheng et al., 2009), ocasionando
reducédo e atraso na taxa de germinacéo (Singh et al., 2012).

Segundo Braga et al. (2009), o periodo de tempo necessario para a germinacao é
importante para a sobrevivéncia das espécies florestais, principalmente nos locais onde
a disponibilidade de &gua é limitada durante determinado periodo do ano. Neste
processo deve-se observar o grau de tolerancia ao estresse salino, o qual depende da
capacidade das plantas de minimizarem os efeitos da salinidade através de mecanismos
especificos de adaptacdo (Larcher, 2000). Um dos métodos mais difundidos para
determinacao da tolerancia das plantas ao estresse salino é a observacdo da porcentagem
de germinacao em substratos salinos (Lima e Torres, 2009).

A salinidade afeta a germinacédo, ndo so por dificultar a absorcédo de agua, mas
também por facilitar a entrada de quantidades tdxicas de ions nas sementes durante a

embebicdo (Amorim et al., 2002; Simaei et al., 2012). Destas interferéncias na



germinacao a hidratacdo da semente é a mais importante, pois a agua constitui a matriz
onde ocorre a maioria dos processos bioquimicos e fisiologicos que resultam na
protrusdo da raiz priméria (Moraes et al., 2005). Ocorre mudanc¢a na fisiologia das
plantas, devido a toxicidade idnica, estresse osmotico e aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Mittler, 2002), levando a gradual peroxidacdo dos lipidios e
inativacdo das enzimas antioxidantes (Tanou et al., 2009). Fan et al. (2013) ressaltam a
necessidade e importancia de mais estudos para entender os mecanismos fisiol6gicos
envolvidos na germinacdo de sementes sob estresse salino e desenvolver medidas
adequadas para aliviar o efeitos negativos da salinidade na germinacéao.

As EROs séo representadas pelos radicais superéxidds (@licais hidroxila
(OH), perodxido de hidrogénio @@,) e oxigénio singleto (&), quando produzidos em
alta quantidade leva ao estresse oxidativo (Tamas et al., 2004). Isso ocorre quando ha
guantidades excessivas de EROSs, ultrapassando a capacidade dos organismos
neutraliza-las com seus sistemas naturais (Kuss, 2@5¢stresse oxidativo é a
consequéncia da alteracdo quimica das principais classes de biomoléculas, caus&@wio injur
severas, como alteracdes estruturais e funcionais em proteinas, fragmentacdo de DNA,
extravasamento de ions, peroxidacao de lipidios e morte celular (Moller et al. /A20885f)osta
das sementes e plantas ao estresse oxidativo esta relacionada ao aumento da producéo e ativacao
de metaloenzimas, que sdo mecanismos de defesa, como a superdxido dismutase (SOD), que
dismuta o0 @ a HO,, posteriormente a desintoxicacdo dgOKHé realizado pelas enzimas
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e gutationa peroxidase (GPX) (Gratg2085al
Além disso, para a desintoxicagéo d®©kffitofendlicos as peroxidases dependentes de guaiacol
(GPOX) agem como antioxidantes (Sakihama et al., 2002).

Ha varios relatos na literatura do efeito prejudicial do estresse salino na
germinacdo de sementes. Em sementes de espécies florestais ja foram constatado esse
efeito para as espécies Schizolobium amazonicum (Braga et al., 2008), Enterolobium
schomburgkii (Braga et al., 2009), Chorisia speciosa (Fanti e Perez, 2004),
Dimorphandra mollis (Masetto et al., 2014), Gliricidia sepium (Farias et al., 2009) e
para Zizyphus joazeiro (Lima e Torres, 2009).

Dentre os fatores que favorecem a germinacao sob estresse, o 6xido nitjico (ON
vem se destacando como estimulador do processo para muitas espécies. O ON é um
radical livre produzido a partir do L-arginina, gas toxico, inorganico, incolor, com sete
elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio e € um dos mais importantes mediadores dos

processos intracelulares e extracelulares (Dusse et al., 2003). Até a década de 1980, o



ON era considerado apenas como um membro de uma familia de poluentes ambientais
indesejaveis e carcin0genos.

Um dos fatores limitantes na realizacdo de estudos sobre as possiveis acbes do
ON em plantas se deve a auséncia de mutantes com producao diferencial de ON além
do desconhecimento das moléculas capazes de perceber e traduzir os sinais fornecidos
pelo ON (Ederli et al., 2009). Portanto, tem sido muito utilizado em estudos sulsstancia
doadoras e sequestradoras de ON para elucidar suas funcbes. Os reagentes mais
utilizados como doadores de ON s&o o nitroprussiato de sédio (SNP) e o S-nitroso-N-
acetil-penicilamina (SNAP) (Cao e Reith, 2002). No entanto, o SNP, cuja formula
quimica é: Na2[Fe(CN)5NO] « 2H20, possui estrutura molecular complexa, constituida
pelo ferro que se encontra no estado ferroso (Fe2+), ligado a cinco anions de cianeto
(CN-) e um ion de nitrosila (ON+) (Feelisch 1998, Yamamoto e Bing, 2000).

Diversos estudos vém mostrando o efeito positivo do Oxido nitrico na
recuperacdo da germinagdo de sementes sob diferentes tipos de estresse, no entanto
ainda ha poucos estudos que avaliam o efeito doador de 6xido nitrico sob estresse salino
e nao ha relatos em espécies nativas. Foi constatado em sementes de Lupinus luteu que
o SNP foi eficaz na reversdo do impacto negativo de NaCl na germinacdo (Kopyra e
Gwobz'dz’, 2003)essa reversdo também foi constatada em sementes de Cucumis sativus
(Fan et al., 2013) e Ocimum basilicum (Saeidnejad et al., 2013).

O ON em plantas sob estresse salino modula a producadi@s E reforca a
atividade das enzimas antioxidantes (Singhalkt 2008) Ele é considerado um
importante regulador de crescimento, que desenvolve nas sementes e nasaplantas
tolerancia ao estresse hidrico e salino. Isto € devido ao aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD) e catalase ((KXODyra,
Gwo6z'dz’, 2003). De acordo com Guo et al. (2009), a tolerancia das plantas ao estresse
salino depende do aumento da acdo do sistema antioxidante, enzimatico e n&o
enzimatico.

No entanto, alguns autores contestam que o efeito causado por doadores de
oxido nitrico seja propriamente do 6xido nitrico, como relatado em sementes de
Arabidopsis, onde foi utilizado o SNP para superar a dorméncia, porém, os autores
constataram que o efeito seria do cianeto presente no SNP (Bethke et al., 2006). Em um
trabalho com Clitoria ternatea Rhyncosia minima a germinacdo das duas espécies
aumentou com a utilizacao do cianeto (Mullick e Chatterji, 1967). De acordo com Egley

e Duke (1985) um dos possiveis efeitos provocados pelo cianeto seja disponibilizacao
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do O para a via oxidativa das pentoses fosfatadas. Na via das pentoses fosfatadas, ha
producdo de eritrose-4-fosfato que, ao ser desviado para o metabolismo secundario,
entra na via do acido chiquimico, induzindo a sintese de reguladores de crescimento que
afetam a germinacao (Taiz e Zeiger, 2013

Diversos estudos demonstram o efeito positivo do doador de 6xido nitrico (SNP)
no processo germinativo das sementes, contudo ndo ha relatos de qual ion presente no
SNP causaria esses efeitos em sementes sob estresse salino, também n&o consta na
literatura a resposta do sistema de defesa das sementes de S. macranthera a essa
molécula. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
do nitroprussiato de sddio (SNP) na germinacdo de sementes de S. macranthera sob

estresse salino.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢ces de germinagao

O estudo foi conduzido no Laboratério de Andalise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia e no Laboratério de Andlise de Sementes Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal, da Universidade Federal de Vigé3a As
sementes de Senna macranthéedegoso) foram coletadas na regido de Vigcosa, Minas
Gerais, no ano de 2012.

Em todos os ensaios germinativos descritos a seguir, contaram com sementes de
Senna macranthera escarificadas mecanicamente com lixa e receberam fungicida
CAPTAN a 0,2%. A sementeforam escarificadas mecanicamente com lixa nimero 100 do
lado oposto ao hilo e dispostas em rolos de papel toalha, tipo Germitest®, umedecidos com
adgua ou as respectivas solugdes 2,5 vezes o peso do papel seco, posteriormente @rolos for
colocados em sacos plasticé#s.germinacdo foi conduzida em camara de germinacdo a
25°C (Cassaro-Silva, 2001), com fotoperiodo de 8 horas.

A germinacédo e a normalidade de plantulas foram avaliadas diariamente, sendo
considerada germinada a semente cuja raiz primaria apreseotsn-no minimo 2 mm
de comprimento. A normalidade das plantulas tiveram como padrdo de normalidade as
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). Farafiados: a porcentagem de
germinacao (G) e de plantulas normais (PN) e, o indice de velocidade de germinacao
(IVG).



Ao final dos testes germinativos mediu-se o comprimento da parte aérea (CPA)
e do sistema radicular (CSR), com o auxilio de um paquimetro e os resultados foram
expressos em milimetros por plantula (Nakagawa, 1999). As determinagfes da massa
seca da parte aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSR), foram realizadas pelo

método de estufa de ar forcado 87@té atingirem peso constante (Nakagawa, 1999).

Determinacdo das concentragbes salinas que causam estresse moderado na
germinacdo de sementes de Senna macrantherds sementes foram dispostas em
rolos de papel toalha, tipo Germitest®, umedecidos com agua (controle) ou com solucéo
salina de cloreto de sédio (NaCl, P.M. 58,44) nos seguintes potenciais osmoticos: -0,1, -
0,2, -0,3, -0,4 e -0,5 MPa. As concentracbes dos sais, para cada potencial osmotico,
foram obtidas com base na equagdo de J.H.van’t Hoff, citada por Salisbury e Ross
(1992):yos=- RTC, em que:

Yos= potencial osmdético (atm);

R= constante geral dos gases perfeitos (0,0821atmol° k);

T= temperatura (°K); e

C= concentracdo (mol/1) {Nle moles/l).

Cada tratamento constou de quatro repeticbes de 50 sementes. A partir dos resultados de
porcentagem de germinacao e plantulas normais e, o indice de velocidade de germiaatao, for
selecionadas duas concentracdes salinas, as quais causaram estresse moderado, com germinaca
em torno de 50%. As concentragfes selecionadas foram -0,3 e -0,4 MPa que foramsutilizada
nos experimentos seguintes.

Determinacgdo da concentracdo adequada do doador de Oxido nitrico (SNP)

e ferrocianeto. As sementes foram colocadas para germinar sob o0s potenciais
osmoticos -0,3 e -0,4 MPa de NaCl conforme descrito acima. Para cada potencial, foram
aplicadas solucdes de nitroprussiato de sodio (SNP) ou de ferrocianeto nas
concentragbes de 100, 200, 300 & 4M. Cada tratamento contou com quatro
repeticbes de 50 sementes. Foram avaliadas porcentagem de germinacdo e plantulas
normais e IVG. Com base nos resultados obtidos, a concentracdo de 8S&lP
ferrocianeto que favoreceu a germinacéo e o indice de velocidade de gernfmiacéao,
utilizada para os demais testes.

Curvas de embebicdo:Para selecdo de um periodo de embebicdo da Fase |
foram realizadas curvas de embebicdo. As sementes foram escarificadas mecanicamente

e sem escarificacao (controle), dispostas em papel toalha, tipo Germitest®, unsedecido



com agua, na proporc¢ao 2,5 vezes o peso do papel seco. Os testes foram realizados e
quatro repeticoes de 25 para sementes lixadas e o controle. O peso das sementes foi
monitorado a cada 60 minutos até 12 horas, a cada trés horas até 84 horas, de seis em
seis horas até 108 horas, até ocorrer a protrusdo da radicular de 50% das sementes.

Determinacédo do melhor periodo de aplicacdo do doador de 6xido nitrie

ferrocianeto: O periodo de embebicafoi estabelecido com base na curva de
embebicdo com 24 horas, considerada como fase |, pois € a fase da germinacdo onde
ocorre absorcado de agua rapido, até atingir determinado teor de agua, onde a embebicéo
é estabilizada.

Os periodos de aplicacéo foram:

1- Antes do estresse salinoas sementes foram embebidas SNP 100 uM,
ferrocianetol 00 uM, SNP inativo por luz 100 uM (48 horas de exposicdo a
luz) ou em agua por 24 horas, em papel toalha umedecido com o0s
respectivos sais. Posteriormente, as sementes foram transferidas para os
estresses salinos de -0,3, -0,4 ou -0,5 MPa em papel toalha umedecido com
0S respectivos sais.

2- Apos o estresse salinas sementes foram embebidas solucdes de NacCl
nos potenciais osmoticos de -0,3, -0,4 e -0,5 MPa por 24 horas em papel
toalha umedecido com os respectivos sais, seguido de lavagem das sementes
em agua destilada para retirar o excesso de sal e transferidas para papel
toalha umedecido coi®NP 100 uM, ferrocianetol00 uM, SNP inativo por
luz 100 uM e agua (controle).

3- Concomitantemente ao estresse salinas sementes foram dispostas para
germinar em solucdes contendo o estresse salino (-0,3, -0,4 ou -0,5 MPa) em
conjunto com as solugdes de SNP 100 uM, ferrocianeto100 uM, SNP
inativo por luz 100 uM ou agua (controle) em papel toalha umedecido com
0S respectivos sais.

Para todos os periodos de aplicacdo foram comparados com as contraprovas:

SNP, SNP inativo, &gua e os respectivos estresses puros (-0,3, -0,4 e -0,5 MPa)

para comprovar a eficiéncia da recuperacao da germinacao.

Fluxograma da determinacdo do melhor periodo de aplicacdo do 6xido nitrie

ferrocianeto



Antes do estresse salino

Embebigio por 24 horas em Germinagao em selugao de
solugdo contendo: NaCl no potencial de:

SNP 100 uM Transferidas -(.3 Mpa

ferrocianeto 100 pM -0.4 Mpa

SNP inativado 100 uM (.5 MPa

controle (agua)

Apos o estresse salino . S
Germinacdo em papel com
Embebi¢ao em solugio de solugao de:
NaCl por 24 horas no
potencial de:

Transferidas SNP 100 uM

ferrocianeto 100 uM

-0.3 Mpa
-0.4 Mpa SNP inativado 100 uM
0.5 MPa controle (dgua)

Concomitantemente ao estresse salino

Germinagdo em solugdo de NaCl nos potenciais -0.3. -0.4 ¢
-0.5 MPa combinado com solugio contendo SNP.
ferrocianeto e SNP inativo na concentragdo de 100 pM ou
em agua .

Com base nos resultados dos parametros avaliados dos diferentes periodos de
aplicacdo do o6xido nitrico, o periodo que proporcionou a melhor recuperacdo da
germinacdo de sementes de S. macranthera sob estresse salino, foi a aplicacdo em
conjunto do doador do 6xido nitrico, com dois potenciais salinos (-0,4 e -0,5 MPa) em
conjunto com SNP, SNP inativo, controle (agua) e as contraprovas (SNP, SNP inativo).
Apoés a selecdo do melhor periodo de aplicacdo do SNP, esses tratamentos foram
selecionados para os testes a seguir.

Curvas de embebicao

As curvas de embebicdo foram estabelecidas para os seguintes tratamentos: -0,4
MPa, -0,4 MPa em conjunto com SNP, -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, -0,5
MPa, - 0,5 MPa em conjunto com SNP, -0,5 MPa em conjunto com SNP, SNP, SNP
inativo e a agua (controle). As curvas foram realizadas de acordo com a metodologia
citada anteriormente. O peso das sementes foi monitorado a cada 60 mind®s ate
horas, a cada trés horas até 84 horas, de seis em seis horas até 108 horas, de 12 em 12

horas até 216 horas, até ocorrer a protrusdo da radicular de 50% das sementes.



Obtencdo do extrato bruto para determinagdo da atividade de enzimas

antioxidativas

As determinacfes da atividade da catalase (CAT), da peroxidase (P®X), d
peroxidase do ascorbato (APX) e da superéxido dismutase (SOD), foram realizadas a
partir de um Unico extrato. Foram feitas as atividades enzimaticas nos seguintes
tratamentos: -0,4 MPa,-0,4 MRean conjunto conSNP, -0,4 MPa&m conjunto conSNP
inativo, -0,5 MPa, - 0,5 MPam conjunto conSNP, -0,5 MR em conjunto conSNP,

SNP, SNP inativo & agua (controle). As sementes foram colocadas para germinar
como descrito anteriormente. As amostras foram retiradas em quatro tempos do
processo germinativo, sendo o primeiro o tempo zero de embebicédo, 24, 48 e 72 horas
apos a semeadura, congeladas em nitrogénio liguido e mantid¥3. a - 4

Os extratos enziméaticos brutos foram obtidos de quatro repeticdes de 0,1g de
embrido cada (cotilédones + eixo embrionério) com nitrogénio liquido e adicionados 2,0
mL de tampédo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona
(PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999), seguido de centrifugacédo a 12.000 x g por 15

minutos, a 4°C.

Determinacédo da atividade da superéxido dismutase

A determinacdo da atividade da SOD foi fgitda adigcdo de 30 uL do extrato
enzimatico bruto e 2,97 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de sédio
50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul d@tm tetrazolio (NBT) 75 uM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reacgdo foi conduzida a
25°C, numa camara de reagao sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W,
mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. ApGs a exposigao de
minutos a luz, a iluminagédo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela
fotorredugdo do NBT, foi determinada pela medicdo da absorbéncia a 560 nm, em
espectrofotdmetro. O branco foi obtido nas mesmas condi¢gfes, porém, sem a presenca
de luz (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971).



Determinacado da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada com adi¢do (del3 do extrato
enzimético bruto a 2,97 mL de meio de reacgdo, constituido de tampédo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e-B, 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). Durante o primeiro
minuto de reacdo, foi mantida a 25°C e medido o decréscimo na absorbéancia a 240 nm,
em espectrofotdmetro. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extincdo molar de 36 em™ (Anderson et al., 1995) e expressa em pmol min*mg*

de proteina.

Determinacgéo da atividade da peroxidase

A atividade da peroxidase fdeterminada pela adicdo de 100 puL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacao constituido de tampéao fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e peroxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra,
1976). Para determinacdo da producdo de purpurogalina, foi utilizada a absorbancia
durante um minuto de reacdo a 420 nm, em espectrofotbmetro a 25°C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47'mM L

cm’ (Chance e Mahley, 1955) e expressa em pmol min‘mg* de proteina.

Determinacéo da atividade da peroxidase do ascorbato

A atividade da APX foi determinada pela adicédo @@l do extrato enzimatico
bruto a 2,95 mL de meio de reagéo constituido de acido ascorbico 0,8 rp®} &6
mM em tampédo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Obsesgeau-decréscimo na
absorbéancia a 290 nm, em espectrofotometro a 25°C, durante o primeiro minuto de
reacdo (Nakano e Asada, 1981; Koshiba, 1993). A atividade enzimética foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 2,8 uiv* (Nakano e Asada, 1981)

e expressa em pmol min‘mg*de proteina.

Quantificagéo das proteinas soluveis tois
Os teores de proteinas foram quantificados a partir dos extratos enzimaticos,
determinados pelo método de Bradford (1976), em espectrofotbmetro, utilizando BSA

como padréo.



Avaliacdo da peroxidacao de lipidios

Amostras de 0,2 g de embrido de sementes de S. macranthera foram
homogeneizadas com 2 mL de TCA 0,1% (p/v) e centrifugadas a 12.000 x g por 5
minutos. De cada amostra foram retiradas 1 mL do sobrenadante e adicionado 3mL de
TBA 0,5% (p/v) e TCA 20% (p/v). A mistura foi incubada em agua ferventéQ 9or
35 minutos, e a reacédo foi interrompida em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 5 minutos e com o sobrenadante
foi realizada a leitura em espectrofotometro, em dois comprimentos de onda, de 532 nm
e 600 nm. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 155%enM para
quantificar a concentracdo dos peroxidos de lipidios, sendo os resultados expressos em
nmol MDA g’ (Heath e Packer, 1968).

Analise estatistica

Os dados da determinacao das concentragdes salinas foram submetidos a analise
de variancia. Os dados obtidos para as concentracdes salinas foram expressos pela
média + o desvio padrao.

O experimento de determinacdo da concentracdo do SNP e ferrocianeto foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticées. Os dados
de germinacdo e de plantulas normais foram transformados pela funcdo arcoseno
/x/100. Os dados foram submetidos a analise de variancia, o SNP e ferrocianeto foram
comparados pelo teste de F a 5% de probabilidade. Os dados obtidos para as
concentracdes foram expressos pela média + o desvio padréo.

Os dados de determinacdo do melhor periodo de aplicacdo do doador de 6xido
nitrico e ferrocianeto foram submetidos a anélise de variancia e as meédias obtidas nos
tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade.

Os dados da atividade enzimética, teor de proteinas e peroxidacdo de lipidios
foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes do tratamento com controle (dgua) apresentaram alta porcentagem
de germinacdo (87%), o que esta de acordo com o resultado encontrado por Lemos
Filho et al. (1997), onde a escarificacdo mecanica foi o método mais eficiente para
superacado da dorméncia da espécie.

Houve decréscimo gradativo na germinacdo das sementes com a reducgdo do
potencial osmatico (Figura 1A), observando-se que a germinacdo das sementes sob
potencial 0,0 MPa foi de 87% para 36% no potencial -0,5 MPa. Houve efeito mais
drastico da salinidade no indice de velocidade de germinagéo, porcentagem de plantulas
normais,e comprimentos da parte aérea e do sistema radicular, a medida que aumentou
o estresse salino (Figura 1B, C, D e E), ndo ocorrendo formacdo de plantula nos
potenciais salinos de -0,4 e -0,5 MPamatéria seca da parte aérea aumentou nos
potenciais de -0,3 e -0,4 MPa e da raiz se mani@syeomcentracdes de -0,1, -0,2 e -0,3
MPa em relacédo ao controle (Figura 16)e
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Figura 1. A: Porcentagem de germinacgdo (8),indice de velocidade de germinacéo
(IVG), C: porcentagem de plantulas normai®Nj, D: comprimento de parte aérea
(CPA), E: comprimento de sistema radicular (CSRR), massa seca de parte aérea
(MSPA) e G: massa seca de sistema radicular (MSSR), de sementes de Senna
macranthera, escarificadas e colocadas para germinar em diferentes potenciais
osmoéticos com NacCl (0,0, -0,1, -0,2, -0,3, -0,4 e -0,5 MPaj@&. 25

Em sementes de outras espécies florestais também tem sido constatado o efeito
prejudicial do estresse salino, como para Schizolobium amazonicum (Braga et al., 2008)
e Enterolobium schomburgkii (Braga et al., 2009), onde a porcentagem de germinacao
diminuiu sob o estresse salino, apresentando decréscimos significativos a partir dos
potenciais a -0,2 MPa em solucdo de NaCl. Em estudos realizados por Fanti e Perez
(2004) com sementes de Chorisia speciosa, ndo foram observados decréscimos
significativos na porcentagem de germinacao até o potencial osmotico de -0,4 MPa, mas
a partir de -0,6 MPa, foram registradas reducdes significativas na viabilidade. Para
Gliricidia sepium (Farias et al., 2009) a germinacao so foi significativamente afetada em
potenciais osmoticos acima de -1,0 MPa. Em Zizyphus joazeiro todas as concentracfes
salinas utilizadas (-0,3, -0,6, e -0,9 MPa ) diminuiram a germinacao significativamente
(Lima e Torres, 2009).

De acordo com os resultados encontrados neste estudo, as sementes de S.
macranthera apresentaram maior decréscimo na germinacdo a partir do potencial
osmoético -0,4 MPa, para outras espécies esse potencial também se mostrou prejudicial,
como para Senna occidentalis (Norsworthy e Oliveira, 2005), Senna obtusifolia (Pereira
et al., 2014) e Dimorphandra mollis (Masetto et al., 2014).

Um dos fatores responsaveis pela reducédo na germinacéo pode ter sido 0 excesso
dos ions Na e Cl-, visto que causam diminui¢cdo da intumescéncia protoplasmatica, ou
seja, inicialmente as solu¢cdes com ions tendem a diminuir a intumescéncia, somente
apos a absorcao e acumulagcdo nos vacuolos e apoplasto é que a taxa de absorcdo de
agua é normalizada (Ferreira e Borghetti, 20@Wtro fator pode ter sido o excesso de
sais soluveis, provocando reducdo do potencial hidrico, ou seja, menor capacidade de
absorcdo de 4gua pelas sementes. Esta redugéo do potencial hidrico e os efeitos toxicos
dos sais interferem inicialmente no processo de absor¢cdo de agua pelas sementes,
influenciando no vigor, afetando a velocidade e consequentemente o tempo de
germinacao destas sementes em niveis nao toxicos de salinidade (Cavalcante e Perez,
1995).
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Bewley e Black (1994) destacaram que o grau moderado de resisténcia ao
estresse salino € (til na tentativa de utilizagdo de solos salinos em regides secas, Vvisto
que 6% dos continentes terrestres constituem-se de solos salinos. O conhecimento das
espécies capazes de suportar essas condicdes pode auxiliar na adequada recomendacao
de espécies para o plantio, principalmente para as nativas, onde ha escassez de
informag0des, existindo a necessidade de mais estudos direcionados a essa linha de
pesquisa (Rego et al., 2011).

As espécies podem ser halofilas ou glicofilas quanto sua tolerancia ao estresse
salino, ambas respondem de maneira semelhante ao estresse salino, sendo a
porcentagem e a velocidade de germinacao inversamente proporcionais ao aumento da
salinidade, variando apenas o limite de tolerancia ao sal (Jeller e Perez, 2001). As
espécies haldfilas sdo altamente tolerantes, germinando em meio com até 8% de NaCl
(Ungar, 1978), e as pouco tolerantes tém sua germinacéo inibida a 1,5% de NaCl. A
maioria das glicofilas ndo germinam em meio com concentragdes superiores a 1,5% de
NaCl. Neste estudo, S. macranthera pode ser incluida entre as glicofilas pouco
tolerantes ao sal, pois ndo apresentam um limite elevado de tolerancia (-0,4MPa), e nédo
apresentam respostas de recuperacdo nos potenciais osmoéticos mais negativos,
resultados semelhantes foram encontrados para Senna spectabilis incluida também entre
as glicéfilas pouco tolerantes ao sal, com limite de -1,6MPa (Jeller e Perez, 2001).

Os potenciais osmoticos de -0,3 e -0,4 MPa, por promoverem niveis de estresse
moderado na germinacdo de sementes de S. macranthera (67 e 55%, respectivamente),
foram utilizados nos experimentos seguintes. Neste ensaio, procurou-se determinar qual
a concentracao ideal de SNP e ferrocianeto para promover a recuperagédo do potencial
fisiol6gico das sementes em dois potenciais salinos (-0,3 e -0,4 MPa).

Houve aumento na germinacdo e diminuicdo no indice de velocidade de
germinacao, para todas as concentragoes de SNP e ferrocianeto testadas (100, 200, 300
e 400 uM) no estresse salino com potencial osmatico de -0,3 MPa (Figura 2 A e B).
germinacao apresentou aumento de 18 e 22% e as plantulas normais de 225 e 413%, em
relacdo ao controle (-0,3 MPa), nos tratamentos com SNP e ferrocianeto na
concentracdo de 100 uM, respectivamente (Figura 2). No entanto, a massa seca da parte
aérea e do sistema radicular foi menor em relagéo ao controle (Ejgura

N&o existem relatos na literatura do comportamento germinativo de espécies
nativas com a aplicacdo de doador de Oxido nitrico na reversédo do estresse salino. No

entanto, em sementes de Lupinus luteus, espécie pertencente a familia Fatid@ae,
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também se mostrou eficaz na reversdo da diminuicdo da germinacédo causa pelo NacCl
(Kopyra e Gwdz'dz’, 2003). Para Cucumis sativus, a recuperacdo dos estresses salinos
foi mais eficaz na concentracdo de 50 puM de SNP, no entanto houve diminuicdo na
germinacgao na maior concentracdo de SNP (400uM) (Fan et al., 2013). Em sementes de
Triticum aestivum houve aumento significativo na germinacdo, apds sete dias de
germinacao de sementes com SNP sob estresse salino com NaCl (Zheng et al., 2009)
Para sementes de Ocimum basilicum ndo houve aumento na germinagédo com o doador
de oOxido nitrico, provavelmente por ser um aliviador do estresse salino, através das
mudancas nas propriedades fisiolégicas e sistema antioxidante (Saeidnejad et al., 2013).

Os dados de plantulas nonsaiferiram entre o SNP e o ferrocianeto, nas
concentragdes de 200 e 400 pM, sendo melhores os tratamentos com ferrocianeto
(Figura 2). Para o indice de velocidade de germinacdo houve diferenca somente na
concentracdo de 400 uM, apresentando o melhor resultado no tratamento com o
ferrocianeto. Contudo, para os dados de comprimento de sistema radicular, massa seca
da parte aérea e do sistema radicular ndo foi observada diferenca significativa entre o
ferrocianeto e o SNP (Figura 2).

No entanto, segundo Pagnussat et al. (2002), Correa-Aragunde et al. (2004) e
Lombardo et al. (2006) o 6xido nitrico esta4 envolvido na regulacdo da morfologia da
raiz. Correa-Aragunde et al. (2004) verificaram que o 6xido nitrico afeta o crescimento
de raizes de tomate de forma dose-dependente, onde o SNP em baixas concentracfes
estimula o crescimento das raizes, enquanto as altas concentracdes tém um efeito

inibitério sobre o crescimento.
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Figura 2. A: Porcentagem de germinacgdo)(8: indice de velocidade de germinagdo
(IVG), C: porcentagem de plantulas normai®Nj, D: comprimento de parte aérea
(CPA), E: comprimento de sistema radicular (CSRR), massa seca de parte aérea
(MSPA) e G: massa seca de sistema radicular (MSSR), de sementes de Senna
macranthera, escarificadas, colocadas para germinar no potencial osmotico com NacCl

0,3 MPa em conjunto com diferentes concentracées de SNP e ferrocianeto (100, 200,
300 e 400 uM) a 2%&.

Houve aumento na germinacdo em relacdo ao controle (-0,4 MPa) nas
concentracdes de 1005 e 17%), 200 (10e 10%) e 300uM (17 e 8%) de SNP e de
ferrocianeto, respectivamente (FiguB. O indice de velocidade de germinacgéo
diminuiu em todas saconcentragfes (100, 200, 300 e 404), tanto nas solucdes de
SNP, quanto no ferrocianeto, em relacédo ao controle (-0,4 MPa). No entanto, somente
na concentracdo de 100 uM, o IVG teve diferenca significativa entre o ferrocianeto e o
SNP, sendo o tratamento com ferrocianeto maior (Figura 3). Houve formacao de
plantulas norma (22%), comprimento da parte aérea (10p3@), comprimento do
sistema radicular (20,4fnm), massa seca da parte aérea (0,008g) e massa seca do
sistema radiculaf0,001g), somente na presenca de ferrocianeto na concentracéo de 100

MM com diferenga significativa em relagdo aos demais tratamentos e controle (dados
nao apresentados).
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*Diferenca estatistica nas médias de cada solucdo (SNP e ferrocianeto), cosnpel@adeste

de Scott- Knott a 5% de probabilidade dentro de cada concentragéo (100, 200, 300 e 400 uM).
Figura 3. Porcentagem de germinacéao (G) e indice de velocidade de germinacéo (IVG)
de sementes de Senna macranthera, escarificadas, colocadas para germinar em
potencial osmaotico com NaCl -0,4 MPa em conjunto com concentracoes de SNP e
ferrocianeto (100, 200, 300 e 400 pM) a5

A aplicacédo de diferentes concentracbes de SNP ou ferrocianeto em conjunto
com os estresses salinos de -0,3 ¢ MRPa se mostraram eficientes na recuperacdo do
potencial fisiologico das sementes de S. macranthera, onde a melhor germinagédo em

ambos os estresses foi na concentracdo deuMOtanto para SNP quanto pava
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ferrocianeto. No entanto, observa-se tendéncia dos melhores resultados de recuperacao
de germinacdo sob estresse salino serem no tratamento com ferrocianeto, como
observado paras plantulas normais em ambos os estresses salinos (-0,3 e -0,4 MPa)
(Figuras 2 e 3, respectivamente).

Avaliando o estresse salino com potencial osmaético de -0,3 MPa nos diferentes
sais (SNP e ferrocianeto), verificara®-diferenca significativas nos parametros de
indice de velocidade de germinacdo (40d) e plantulas nornia (200 e 400uM)

(Figura 2). No entanto, para o estresse salino com potencial osmético de -0,4 MPa, a
concentracdo de 1Q0M tanto de ferrocianeto como de SNP, apresentaram diferencas
significativas no indice de velocidade de germinacdo, porcentagem de plantulas
normas, comprimento da parte aérea e radicular, massa seca da parte aérea e radicular,
onde os melhores resultados foram no tratamento com ferrocianeto (Figura 3).

De acordo com a curva de embebicdo em sementes escarificadas, a primeira fase
foi de rapida absorcao de agua (Fase I), seguido de uma fase mais estavel (Fase Il), e de
uma retomada no aumento do contetdo de agua (Fase lll), onde ocorre a germinacao,
gue teve inicio com 60 horas de embebicéo, atingindo 50% de germera@dohoras,
enguanto no controle (sementes intactas) houve discreto incremento no contetddo de
agua das sement@&gura 4). Para sementes de S. macranthera, a fase | foi observada
nas primeiras 24 horas, uma alta velocidade de absor¢do de agua e ganho em massa,
sendo esse periodo (quando as sementes estavam com teor de agua de 29%) considerado
ideal para as aplicacdes dos tratamentos de embebicéo.

Segundo Lemos Filho et al. (1997) a curva de embebicdo da espécie S.
macranthera, sem escarificacdo apresentou aumento de 20% no peso das sementes,

com 24 horas de embebicéo e relatam a existéncia da dorméncia tegumentar.
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Figura 4. Massa (g) de sementes de Senna macranthera, com e sem escarificacdo
mecanica, apos diferentes tempos de embebi¢cdo em agua.

Entre as fases | e Il de embebicdo ocorre a ativacao enzimatica, onde na fase |
ha inicio da hidratacdo, mudancas estruturais como a reparacdo de membranas e do
DNA, inicio e aumento da respiracao e acumulo de ATP (Bewley e Black, 1994).

Nos diferentes tratamentos com embebigAoSNP e ferrocianeto, seguido de
transferéncia para os estresses salinos de -0,3, -0,4 e -0,5 MPa (Tabelas 1 e 3,
respectivamente), foi possivel observar que as maiores porcentagens de germinacao
foram nos tratamentos com embebicdo em ferrocianeto e SNP inativo, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 1). Ndo houve formagéo de plantula
nos estresses salinos puros de -0,4, -0,5 & tratamentos com embebicdo em agua
e transferéncia para os estresses salinos de -0,4, -0,5 MPa, porém, nos demais
tratamentos com transferéncia para o potencial osmoético salino de -0,4 MPa
apresentaram formacdo de plantula (Tabela 1). Ndo houve formacdo de plantulas
normais em todos os tratamentos com transferéncia para o estresse salino de -0,5 MPa.
Houve aumento significativo na porcentagem de plantulas normais em todos os
tratamentos (SNP, SNP inativo, ferrocianeto e dgua) com transferéncia para o potencial

salino de -0,3 MPa em relacao ao estresse salino puro de -0,3 MPa (Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem de germinacdo (G) e plantulas normais (PN) e indice de
velocidade de germinacédo (IVG), de sementes de Senna macranthera, escarificadas
coloca@spara germinar em diferentes tratamentos com embebic¢éo por 24 horas (agua,
SNP, ferrocianeto e SNP inativo) e transferidas para os estresses com NaCl ( -0,3, -0,4 e
-0,5 MPa), SNP, SNP inativo e ferrocianeto, &25

Tratamento G VG PN
H,0—-0,3 MPa 82 C 911D 30D
H,0—-0,4 MPa 77D 749F OE
H,0—-0,5 MPa 60 F 509 H OE
SNP—-0,3 MPa 83 C 960C 30D
SNP—-0,4 MPa 79D 814E 4 E
SNP—-0,5 MPa 60 F 514 H O E
ferrocianete~-0,3 MPa 88 B 10,05C 31 D
ferrocianete~-0,4 MPa 86 B 840E 4 E
ferrocianete--0,5 MPa 73 D 641G OE
SNP inativo—-0,3MPa 90 B 12,26 B 43 C
SNP inativo—-0,4 MPa 83 C 914D 5E
SNP inativo—-0,5 MPa 77D 724F OE
SNP 86 B 6,64 G 62 B
Ferrocianeto 89 B 728 F 72 A
SNP inativo 96 A 1421 A 67 A
Controle 89 B 1358A 70 A
- 0,3MPa 67 E 706F 8E
- 0,4AMPa 55 F 495H O0OE
- 0,5MPa 36 G 2911 0 E
CV (%) 5,43 6,06 20,11

O indice de velocidade de germinacao diminuiu com o aumento da concentracéo
salina (Tabela 1), onde os maiores IVG, foram nos tratamentos com SNP inativo e
controle (Agua), ndo diferindo entre si. Os maiores indices de velocidade de germinacao
em comparagdo com os diferentes tratamentos foram obtidos naqueles tratamentos
embebidos em solucdo de SNP inativo, seguido de transferéncia para os estresses
salinos (Figura 1). Em sementes de Plathymenia reticulata pré-embebidas em solucao
de SNP por 24 horas na concegiivade 100 uM resultaram em maiores valores de
indices de velocidade de germinacéo (Pereira et al., 2010).

Os maiores comprimentos da parte aérea faanSNP inativo, ferrocianeto,

SNP e controle (agua), ndo diferindo estatisticamente entre si. Entre os tratamentos, o
SNP inativo apresentou 0s maiores comprimentos da parte aérea e do sistema radicular
(Tabela 2.

As massas secas da parte aérea dos tratamentos seguidos do estresse salino de -
0,3 MPa, nao diferiram do estresse salino puro (-0,3 MPa), no entanto as maiores
massas secas da parte aérea, foram nos tratamentos seguidos de transferéncia para o

estresse salino de -0,4 MPa, onde o SNP ina#éiverrocianeto foram os que
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apresentaram as maiores médias, mas nao diferiram estatisticamente entre si)Tabela 2
A massa seca do sistema radicular foi maior nos tratamentos com embebi¢cdo em SNP
inativo com transferéncia para o estresse salino de -0,4 MPa, diferindo dos demais

tratamentos com transferéncia para 0 mesmo estresse (Tabela 2

Tabela 2. Comprimentos de parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), massas
seca de parte aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSSR), de sementes de Senna
macranthera, escarificadas, colocg@ara germinar em diferentes tratamentos com
embebicéo por 24 horas (dgua, SNP, ferrocianeto e SNP inativo) e transferidas para a
solucdes de NaCl ( -0,3, -0,4 e -0,5 MPa), SNP, SNP inativo e ferrocianet@, a 25

CPA CSR MSPA MSSR

Tratamento (mm) (mm) (mg) (mQ)
H,0—-0,3 MPa 12,21 B 23,12 C 32,46 A 3,25 B
H,0—-0,4 MPa 0O00E O00E 0,00C 0,00 E
H,0—-0,5 MPa O00E O00E 0,00C 0,00 E
SNP—-0,3 MPa 13,78 B 26,76 C 31,46 A 3,28 B
SNP—-0,4 MPa 473D 11,58D 14,33 B 1,75 D
SNP—-0,5 MPa 0OOOE O000E 0,00C 0,00 E
ferrocianete~-0,3 MPa 12,66 B 25,46 C 30,88 A 3,32 B
ferrocianete~-0,4 MPa 8,60 C 17,78 C 24,88 A 2,94 B
ferrocianete~-0,5 MPa 0O00E O00E 0,00C 0,00 E
SNP inative—~-0,3MPa 1445 B 31,94B 29,69 A 3,97 A
SNP inative~-0,4 MPa 1255 B 24,79 C 33,96 A 3,67 A
SNP inative—-0,5 MPa 0O00E O00E 0,00C 0,00 E
SNP 3566 A 3491 B 2881A 3,62 A
Ferrocianeto 36,26 A 36,69 B 30,41 A 402 A
SNP inativo 37,02 A 43,03 A 31,56 A 443 A
Controle 3474 A 41,30 A 34,80 A 4,68 A
- 0,3MPa 891 C 2504 C 2538A 2,05 C
- 0,4MPa O00E O00E 0,00C 0,00 E
- 0,5MPa O00E O00E 0,00C 0,00 E
CV (%) 20,94 25,91 31,62 33,21

Comparando-se o0s tratamentos de embebicdo em diferentes potenciais
osmaticos, seguida de transferéncia para agua, SNP, ferrocianeto ou SNP inativo, a
germinagao foi aumentada nos potenciais de -0,3 e -0,4 MPa, com transferéncia para
SNP inativo (Tabela 3). Houve formacao de plantulas em todos os tratamentos, o que
nao ocorreu nos tratamentos de estresse salino de -0,4 e -0,5 MPa puros (Tabela 2 A).

O indice de velocidade de germinacdo foi maior nos tratamentos que foram
transferidos para solugcdes de SNP inativo, para os estresses -0,3 e -0,4 MPa, na
contraprova com SNP inativo e controle. O indice de velocidade de germinacdo em
todos os tratamentos foram maiores que seus respectivos estresses salinos puros (Tabela
3).
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Tabela 3. Porcentagem de germinacdo (G) e plantulas normais (PN) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG), de sementes de Senna macranthera, escarificadas
colocadas para germinar em diferentes estresses com NacCl ( -0,3, -0,4 e -0,5 MPa) por
24 horas e posteriormente transferidas para tratamentos com agua, SNP, ferrecianeto
SNP inativo e nos SNP, SNP inateferrocianeto, a €.

Tratamento G VG PN
- 03 MPa—H,0O 80 B 10,89B 62 A
- 04 MPa—H,0 85 B 10,74B 56 A
- 0,5 MPa—H,0 93 A 11,78 B 65 A
- 03 MPa—SNP 87 B 11,38B 62 A
- 04 MPa—SNP 82 B 11,11 B 63 A
- 0,5 MPa—SNP 83 B 10,95B 67 A
- 0,3MPa—ferrocianeto 87 B 1150B 65 A
- 04 MPa—ferrocianeto 89 A 11,70B 67 A
- 0,5 MPa—ferrocianeto 87 B 11,50B 70 A
- 03 MPa—SNP inativo 92 A 1347 A 74 A
- 04 MPa —SNP inativo 90 A 1297 A 72 A
- 0,5 MPa —SNP inativo 86 B 12,39 B 67 A
SNP 86 B 664C 62 A
ferrocianeto 89 A 728C 72 A
SNP inativo 96 A 1421 A 67 A
Controle 89 A 1358 A 70 A
- 0,3 Mpa 67 C 706C 8B
- 0,4 Mpa 55D 495D 0B
- 0,5 Mpa 36 E 291E 0B
CV (%) 542 7,52 12,50

Houve aumento nos comprimentos da parte aérea e do sistema radicular, das
massas secas da parte aérea e do sistema radicular em todos os tratamentos com
embebicdo em solucao salina apresentaram em comparacdo com 0S respectivos estresses

salinos (Tabela}4
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Tabela 4. Comprimentos de parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), massas
secas de parte aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSSR), de sementes de Senna
macranthera, escarificadas, colocadas para germinar em diferentes estresses com NacCl (
-0,3, -0,4 e -0,5 MPa) por 24 horas e posteriormente transferidas para tratamentos com
agua, SNP, ferrocianeto e SNP inativo e nos SNP, SNP irdvmcianeto, a 2%..

CPA CSR MSPA MSSR

Tratamento (mm) (mm) (mg) (mg)
- 03 MPa—H,0 29,67 B 3531B 3341A 3,838B
- 04 MPa—H,;0 25,00 C 2950C 3437A 340C
- 0,5 MPa—H,0 28,06 B 3585B 30,89B 3,76
- 0,3 MPa—SNP 2764B 3095C 34,17 A 3,75
- 04 MPa—SNP 27,71 B 3364B 3213 A 3,88

B
B
B
- 0,5 MPa—SNP 25,71 C 3343B 3405A 3998B
- 03 MPa—ferrocianeto 2332 C 2756D 3364A 342C
- 04 MPa—ferrocianeto 2533 C 30,77C 3459 A 3,90 B
- 0,5 MPa—ferrocianeto 26,33 C 32,24 C 33,74 A 397 B
- 03 MPa—SNP inativo 30,80B 37,15B 34,17 A 3,86 B
- 04 MPa —SNP inativo 31,01B 34,09B 31,55B 3,40 C
- 0,5 MPa —SNP inativo 29,76 B 36,76 B 36,73 A 3,98 B

SNP 3566 A 3491 B 28,81B 3,62 C
ferrocianeto 36,26 A 36,69B 30,41 B 4,02 B
SNP inativo 37,02 A 43,03A 3156B 443 A
Controle 3474 A 4130A 3480A 456 A
-0,3 MPa 891D 2504D 2538C 205D
-0,4 MPa 0,00 E 0,00 E 0,00 D 0,00 E
- 0,5 MPa 0,00 E 0,00 E 0,00 D 0,00 E
CV (%) 8,62 8,66 7,07 7,20

Os tratamentos com agua, SNP, ferrocianeto e SNP inativo, em conjunto com 0s
respectivos estresses salinos (-0,3, -0,4 e -0,5 MPa), foram os que demonstraram o
maior efeito do SNP, ferrocianeto e SNP inativo. Foi possivel observar queda na
germinacao em todos os tratamentos, de acordo com o aumento do estresse salino, o que
era esperado, visto que, ao aumentar o estresse a germinacao tende a declinar, mesmo
nos tratamentos com SNP, SNP inativo e ferrocianeto, onde houve recuperacdo da
germinacgao (Tabela 5).

A maior porcentagem de germinacéao foi obtida no tratamento com SNP inativo
em conjunto com os estresses salinos de -0,3 e -0,4 MPa (93 e 89%, respectivamente),
onde o aumento foi de 39 e 62%, respectivamente, em relacdo aos controles de -0,3 e -
0,4 MPa (67 e 55%, respectivamente) diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
(Tabela 5.

No potencial de -0,5 MPa a germinagao das sementes foi aumentada em todas as
solugbes (SNP, SNP inativo e ferrocianeto), onde o tratamento com -0,5 MPa em
conjunto com SNP inativo e SNP aumentaram em 81% e em conjunto com o

ferrocianeto aumentou em 92%, diferindo estatisticamente em relacao ao estresse salino
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puro (-0,5 MPa), no entanto entre as solu¢cdes nao teve diferenca significativa (Tabela
5).

A formacdo de plantulas normais no potencial osmético de -0,3 MPa foi
estatisticamente maior nos tratamentos em conjunto com as solucdes, onde o potencial -
0,3 MPa em conjunto com ferrocianeto foi maior, apresentando um aumento de 463%
em relacdo ao estresse salino puro, diferindo estatisticamente dos tratamentos em
conjunto com SNP e SNP inativo, com aumento na formacdo de plantulas normais de
300 e 250%, diferindo significativamente em relacdo ao estresse salino puro, no entanto,
nao diferiram entre si. Houve formacédo de plantulas normais no potencial osmotico de -
0,4 MPa somente em conjunto com ferrocianeto (22%) e SNP inativo (7%), porém,
somente o tratamento em conjunto do ferrocianeto com -0,4 MPa diferiu

estatisticamente do controle.

Tabela 5. Porcentagem de germinacdo (G) e plantulas normais (PN) e indice de
velocidade de germinagéo (IVG), de sementes de Senna macranthera, escarificadas,
colocadas para germinar em diferentes estresses com NacCl ( -0,3, -0,4 e -0,5 MPa) em
conjunto com solucdes de SNP, ferrocianeto e SNP inativd(a 25

Tratamento G VG PN
H,O + 0,3MPa 67 C 706D 8 D
H,O + 0,4 MPa 55D 495F 0 D
H,O + 0,5 MPa 36 E 291H O D
SNP + 0,3 MPa 82 B 446 F 32 C
SNP + 0,4 MPa 70C 308H O D
SNP + 0,5 MPa 66 C 576 E 0 D
ferrocianeto + 0,3 MPa 87 B 4,70 F 45 B
ferrocianeto + 0,4 MPa 66 C 3,83 G 22 C
ferrocianeto + 0,.5MPa 69 C 6,09 E O D
SNP inative-0,3MPa 93 A 1091 B 28 C
SNP inativa-0,4MPa 89 B 911C 7 D
SNP inative-0,5MPa 656 C 559E 0 D
SNP 86 B 664D 62 A
Ferrocianeto 89 B 728D 72 A
SNP inativo 96 A 1421 A 67 A
Controle 89 B 1358 A 70 A
CV(%) 545 7,52 24,47

Os comprimentos de parte aérea em todos os tratamentos em conjunto com 0
estresse salino de -0,3 MPa, nao diferindo entre si (Tabela 6), porém, os comprimentos
da parte aérea e sistema radicular, massa seca da parte aérea e sistema radicular, no
estresse salino de -0,4 MPa s6 foi observados nos tratamentos em conjunto com

ferrocianeto e SNP inativo.
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Tabela 6. Comprimentos de parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), massas
secas de parte aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSSR), de sementes de Senna
macranthera, escarificadas, colocadas para germinar ema diferentes estresses com NacCl
(-0,3, -0,4 e -0,5 MPa) em conjunto com solucfes de SNP, ferrocianeto e SNP inativo,

a 25C.

CPA CSR MSPA MSSR

Tratamento (mm) (mm) (mg) (mQ)
H,O + 0,3MPa 891 B 2504D 2538D 205E
H,O + 0,4 MPa o00C O0O0O0F O000F 0,00G
H,O + 0,5 MPa o0o0C O0O0F O000F 0,00G
SNP + 0,3 MPa 11,06 B 2254 E 1433 E 147 F
SNP + 0,4 MPa o00C O0O0O0F O000F 0,00G
SNP + 0,5 MPa o0oo0C O0OO00F O000F 0,00G

ferrocianeto + 0,3 MPa 12,76 B 24,96 D 16,52 E 1,80 E
ferrocianeto + 0,4 MPa 10,32 B 20,41 E 15,33 E 1,44 F
ferrocianeto + 0,5 MPa 0,00 C 0,00 F 0,00 F 0,00 G
SNP inative-0,3MPa 12,37 B 28,80 C 30,97 B 3,65 C
SNP inative-0,4MPa 10,88 B 24,43 D 31,48 B 332D

SNP inative-0,5MPa 0,00C O000F 0,00F 0,00 G
SNP 3566 A 3491 B 2881 C 362C
Ferrocianeto 36,26 A 36,69 B 30,41 B 402 B
SNP inativo 37,02 A 43,03 A 31,56B 4,43 A
Controle 3474 A 4130 A 3480A 468 A
CV(%) 15,19 11,48 10,52 11,75

Efeitos similares aos provocados pelo tratamento com SNP, também foram
constatados nos tratamentos com SNP inaiverrocianeto, indicando que estariam
relacionados a liberacdo do cianeto presente no SNP e ndo ao 6xido nitrico. Estes
resultados sugerem que o SNP melhora a germinacdo em condi¢cdes de estresse salino
via liberacdo de cianeto, sendo passivel a aplicacao tanto do SNP como do ferrocianeto
como ferramenta para aumentar a germinacédo das sementes dessa espécie em condi¢cdes
de estresse salino. No entanto, os relatos sobre qual a molécula presente no doador de
oxido nitrico (SNP) causaria seus efeitos, ainda sdo pouco conhecidos. Em espécies
nativas em condicdes de estresse salino, ainda ndo ha relatos na literatura, havendo
assim, necessidade de estudar mais esta substancia em condi¢cdes de estresse. Entre os
poucos relatos que constam na literatura com alguns doadores de éxido nitrico que
avaliaram qual molécula causaria os efeitos benéficos, em diferentes aplicacdes em
sanentes para aumentar a germinag¢ao, onde houve comprovacgéo que o efeito seria do
cianeto liberado e n&o do oOxido nitrico, como em sementes de Amaranthus albus
Lactuca sativa, onde verificaram que solucdes de cianeto de potassio (KCN), em baixas
concentracdes, promovem a germinacao de ambas as espécies (Hendricks e Taylorson,
1972).
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Para sementes de Panicum virgatum, a germinacdo de sementes foi aumentada
significativamente com o ferrocianeto e o ferrocianeto de potassio, em dois dias de
embebicdo esse aumento foi 200% maior do que o observado para as sementes do
controle (dgua) (Sarath et al., 2006). Os autores também avaliaram o sequestrador de
oxido nitrico (PTIO), que reduziu a germinacdo, o qual estaria revertendo o efeito
estimulante dessas substancias, com base nesses resultados, esse sequestrador ndo seria
contraprova eficiente para comprovar o efeito de qual molécula estaria atuando. De
acordo com Sarath et al., 2006, possivelmente o cianeto induz a producdo de Oxido
nitrico durante a germinacéo das sementes e esse, por sua vez, tem como alvo proteinas
que favorecem o alongamento (emergéncia da radicula) e crescimento celular (extensdo
dos coleoptilos).

Um trabalho pioneiro com Clitoria ternate&hyncosia minima mostrou que o
cianeto aumentou a germinacdo das duas espécies em relacdo ao tratamento sem
aplicacao de cianeto (Mullick e Chatterji, 1967). Egley e Duke (1985) sugerem que um
dos possiveis efeitos provocados pelo cianeto seria disponibilizacég mkrada via
oxidativa das pentoses fosfatadas. Nesta via ha producéo de eritrose-4-fosfato que ao ser
desviada para o metabolismo secundario entra na via do acido chiquimico, levando a
sintese de reguladores de crescimento que afetam a germinagéo (Taiz e Zeiyer, 2013
De acordo com Flematti et al. (2011) a queima da vegetacdo produz cianidrinas que
atuam liberando cianeto, e que esse cianeto atua estimulando a germinacdo de sementes
de Anigozanthos manglesii.

Em outro estudo utilizando SNP para a quebra da dorméncia das sementes de
Arabidopsis, também foi observado que o efeito seria causada pelo cianeto presente na
solucéo (Bethke et al., 2006), ou seja, a utilizacdo do SNP para outros fins, também foi
possivel observar que a molécula que estaria agindo seria o cianeto. Os autores
relataram que sequestrador do 6xido nitrico (cPTIO) utilizado como contraprova do
SNP, bloguearia a quebra da dorméncia.

Com base nos resultados encontrados para sementes de Panicum virgatum
(Sarath et al., 2006) e Arabidopsis (Bethke et al., 2006), onde os sequestradores de
oxido nitrico PTIO e cPTIO, respectivamente, ndo foram eficientes como contraprovas
e os resultados encontrados para o SNP inativo e ferrocianeto neste estudo apnesentara
efeitos satisfatorios, podendo assim, essas duas substancias serem indicadas como

controles do efeito do SNP.
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De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, 0s
tratamentos que se mostraram mais promissores na recuperacdo da germinacdo sob
estresse salino e seus respectivos estresses puros e solugdes puras (estresse salino de -
0,4 MPa, estresse salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, estresse salino de -
0,4 MPa em conjunto com SNP, SNP, SNP inativo e o controle (adgua)), foram
selecionados para as demais analises, com intuito de responder onde estas substancias
estariam agindo para proporcionar essa recuperacao.

De acordo com a curva de embebicdo a germinacdo no tratamento com SNP
inativo foi iniciadaem 54 horas de embebicéo, atingindo 50% de germinagé60
horas, enquanto no controle e SNP, a germinagédo comec¢ou com 60 horas de embebicao
e com 66 horas as sementes atingiram 50% de germinacao (Fegya 5

Massa (g)

- 0,4 MPa

[e] - 0,4 MPa + SNP inativado
2 | ———w-——  SNP inativado
— A —.- -0,4MPa+ SNP
— & — SNP
— —O— —  Controle
1 T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

Tempo (horas)

Figura 5. Massa (g) de sementes de Senna macranthera, escarificadas, apos
diferentes tempos de embebicdo em diferentes solucdes: estresse salino de -0,4 MPa,
estresse salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino
de -0,4 MPa em conjunto com SNP, SNP e o controle (agua).

Para o tratamento com -0,4 MPa em conjunto com o SNP irettyé MPa em
conjunto com SNP a germinacao ocorreu com 75 horas de embebicao e atingiu 50% de
germinagao com 120 horas (Figura 2). Para os tratamentos com -0,5 MPa em conjunto
com SNP inativee -0,5 MPa em conjunto com SNP comecaram a germinar com 81
horas e atingiu 50% de germinacdo apos 180 horas (Figura 6). Pode se observar que
para ambos o0s estresses salinos e tratamentos (SNP ou SNP inativo) a embebicdo e
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protrusdo radicular aconteceram ao mesmo tempo, confirmando os resultados
encontrados na germinacao, onde o efeito poderia ser do cianeto e ndo do 6xido nitrico.
Para as epécies Clitoria ternateaRhyncosia minima, a germinacdo e a
promocdo do crescimento inicial das plantulas sdo aceleradas com o cianeto na
concentracdo de 100 ppm (Mullick e Chatterji, 1967). O autor ressalta que o melhor
resultado foi obtido por imersédo das sementes durante 24 horas em 100 ppm de cianeto
de sddio. O autor ressalta que concentragdes altas de cianeto causam efeito inibitorio na

germinacao das sementes.
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Figura 6. Massa (g) de sementes de Senna macranthera, escarificadas, apds diferentes
tempos de embebicdo em diferentes solucdes: estresse salino de -0,5 MPa, estresse
salino de -0,5 MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,5
MPa em conjunto com SNP, SNP e o controle (agua).

Nos estresses salinos -@40,5 MPa a germinacao iniciou apdos 84 e 90 horas,
respectivamente, e atingiram em torno de 50% de germinacédo com2l#4horas,
respectivamente (Tabela 2 e 3, respectivamente). Em ambos 0s estresses salinos
embebicdo foi relativamente mais lenta devido a hidratacdo ocorrer de forma mais
restrita na presencga desse agente osmatico, tornando a segunda fase se torne mais longa,
Visto que ambos 0s estresses atrasaram a germinacao.

As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX) apresentaram padrdo semelhante de atividade nas sementes sob
estresse salino puro de -0,4 MPa, onde nas primeiras 24 horas de embebicdo houve

aumento de suas atividades (Figura 7 A, B e D). Houve diferenca estatistica
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significativa na atividade da CAT entre os tratamentos, com maior atividade em -0,4
MPa. A partir de 48 horas a atividade diminuiu (FigurA & Anexo 1).No estresse

salino puro de -0,5 MPa, foram as enzimas SOD, POX e APX que nas primeiras 24
horas de embebicdo, também mostraram aumento da atividade, seguida de maducéo e
48 horas (Figura 8 A,C e)DNo entanto, as atividades das enzimas POX e APX foram
maiores no tratamento -0,5 MPa, onde a atividade da POX diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos (Anexo 1). Provavelmente em ambos o0s estresses salinos, o
aumento da atividade destas enzimas nas primeiras horas seria uma via estratégica da
semente para se proteger do estresse, evitando o acumulo de espécies reativas de
oxigénio.

O tratamento de -0,4 MPa em conjunto com SNP provocou pico na atividade das
enzimas SOD com 48 horas, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura
7 A). Para a APX com 48 horas esse aumento também foi observado no tratamento de -
0,4 MPa em conjunto com SNP, néo diferindo do SNP inativo (Figura 7 D). O aumento
na atividade da POX foi observado no tratamento com SNP, diferindo
significativamente a atividade desta enzima dos demais tratamentos (Figura&@ C). N
CAT esse aumento foi mais significativo no tratamento com -0,5 MPa em conjunto com
SNP inativo, mas néo diferiu -0,4 MPa em conjunto &Mi®.(Anexo 1).

Com 72 horas, a maior atividade da enzima CAT foi no tratamento SNP,
diferindo dos demais tratamentos, e a menor atividade foi no tratmento -0,5 MPa em
conjunto com SNP inativo, ndo diferindo dos tratamentos com -0,4 MPa em conjunto
com SNP, -0,5 MPa e -0,4 MPa (Anexo 1). Houve aumento significativo na atividade
da enzima APX no tratamento com SNP inativo, ndo diferindo do tratamento com SNP.
Nas enzimas POX e CAT esse aumento foi no tratamento com SNP, diferindo

estatisticamente dos demais tratamentos (Anexo 1).
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Figura 7. Atividade da superdxido dismutase (A), catalase (B), peroxidase (C) e
peroxidase do ascorbato (D) durante a germinacdo de sementes de Senna macranthera
submetidas a diferentes solucdes: estresse salino de -0,4 MPa, estresse salino de -0,4
MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,4 MPa em
conjunto com SNP, SNP e o controle (agua).
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Figura 8. Atividade da superoxido dismutase (A), catalase (B), peroxidase (C) e

peroxidase do ascorbato (D) durante a germinacdo de sementes de Senna macranthera
submetidas a diferentes solucdes: estresse salino de -0,5 MPa, estresse salino de -0,5
MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP, SNP e o controle (agua).

Observou-se aumento na atividade das enzimas antioxidantes de sementes
Lupinus luteus, causado pelo SNP em diferentes condi¢cdes de estresse por cadmio e
salino, onde o SNP aumentou a atividade de SOD, CAT e POX (Kopyra e Gwo6z'dz’,
2003).

Em condi¢cdes ambientais adversas, os vegetais podem apresentar capacidade de
resposta por meio da alteracdo de seu metabolismo, principalmente quando o estresse
induz a formagéo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O estresse salino pode gerar
EROs como os radicais superdxidos, (Q radicais hidroxila (OH, peroxido de
hidrogénio (HO,), que quando produzidos em alta quantidade leva ao estresse
oxidativo (Ribeiro et al., 2014). Dentre as formas de resposta antioxidativa, destaca-se a
atividade da superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo de um radical
superoxido a peréxido de hidrogénio, impedindo a atuacdo deste agente oxidante e

nocivo, principalmentas membranas (Gratéo et al., 2005). As enzimas POX, APX e
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CAT estdo associadas a mudancas nos processos fisioldégicos e bioquimicos de plantas
submetidas a estresses, onde estas enzimas fazem a desintoxicag@g pioddzido

pela SOD (Gratao et al., 2005). O SNP e SNP inativo no presente trabalho seria um
indutor da atividade das enzimas antioxidantes, o que reduziria a concentrag@® de H
nas sementes causada pelo estresse salino.

As sementes de S. macranthera apresentaram alta peroxidacéo de lipidios no
tempo zero de embebicdo, diferindo estatisticamente dos demais tempos de embebicdo
(Anexo 2). O conteudo de malonaldeido (MDA) decresceu no decorrer do processo
germinativo em todos os tratamentos (Figura 9). No entanto, foi possivel observar que
0s estresses salinos de -0,4 e -0,5 MPa esse decréscimo foi menos acentuado em relacdo
aos demais tratamentos (Anexo 1), diferindo estatisticamente do tratamento com SNP
puro com 24 horas de embebicdo e com 48 horas essa diferenca foi significativa entre o
SNP e SNP inativo. O estresse salino foi prejudicial nas primeiras horas de embebicéo,
posteriormente, com 72 horas, ndo foi observado diferenca entre os tratamentos.

Essa toxicidade idnica dos estresses salinos pode causar danos as membranas,
reducdo da atividade de enzimas hidroliticas, aumento nos niveis de peroxidacdo de
lipidios e estimular a formacdo de EROs (Essa, 2008). O NO estaria diminuindo a
peroxidacdo de lipidios causada pelo estresse salino nas primeiras horas, aumento a

atividade das enzimas antioxidantes, combatendo as EROs.
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Figura 9. Peroxidacdo de lipidios (MDA) no embrido de sementes de S. macranthera
submetidas a diferentes solucdes: estresse salino de -0,5 MPa, estresse salino de -0,5
MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP, SNP e o controle (agua).

Houve decréscimo no total de proteinas sollUveis desde as primeiras horas apés o

inicio da embebicdo em todos os tratamentos (Anexo 2), até 72 horas (Figura 10).
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Borges et al. (2002) constataram que para sementes de S. macranthera que o contetdo
de glicose é alto nas sementes secas e, ap0s 72 horas, ha aumento expressivo na sua
concentracgdo, esse aumento segundo os autores poderia ser creditado ao metabolismo de
outras reservas, como lipidios ou proteinas. As reservas de carboidratos, lipidios e
proteinas presentes nas sementes sdo utilizadas pelo embrido como fonte de energia e
substrato para estruturas celulares (Pontes et al., 2002).

O teor de proteina reduziu significativamente nas primeiras 24 horas (Anexo 2).
Apés 24 horas de embebicdo observou-se que o0 decréscimo mais expressivo nas
proteinas sollveis totais foi no tratamento -0,5 MPa, néo diferindo dos tratamentos -0,4
MPa e -0,4 MPa em conjunto com SNP (Figura 10). Com 48 horas esse decréscimo foi
observado nos tratamentos com -0,4 MPa em conjunto com SNP, SNP puro, SNP
inativo puroe -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos (Anexo 1). Com 72 horas o decréscimo no teor de proteina foi
observado em todos os tratamentos diferindo apenas do tratamento de -0,4 MPa, onde

esse decréscimo foi menor.
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Figura 10. Proteinas sollUveis totais presente em embribes de sementes de Senna
macranthera durante a germinacéo, submetidas a diferentes solugdstisesse salino

de -0,4 MPa, estresse salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, SNP inativo,
estresse salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP, SNP e o controle (d&jua) e
estresse salino de -0,5 MPa, estresse salino de -0,5 MPa em conjunto com SNP inativo,
SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em conjunto com SNP, SNP e o controle
(agua).

Em sementes de leguminosas a mobilizacdo de proteinas de reserva se inicia
com o desenvolvimento do embrido, fornecendo o nitrogénio necessario para o
crescimento das plantulas (Buckeridge et al., 2004). Reducéo nos teores de proteinas

totais em todos os tratamentos ao longo da germinacgao foi observada no embrido de
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sementes de S. macrantera, indicando que essa reserva estaria sendo utilizada na fase de
germinacao da espécie.

O teor de proteinas também diminui nas primeiras horas de embebi¢cdo em
sementes de Sesbania virgata germinadas em agua (Tonini, 2008). No entanto, esse
gasto inicial de reserva varia de espécie para espécie, como observado em Caesalpinia
peltophoroides onde os teores de proteinas decresceram desde o inicio da embebicéo
(Borges et al., 2005; Corte et al., 2006). Em sementes de Schizolobium parahyba, os
teores de proteinas mantiveram-se constantes até dois dias ap0s a embebicdo
diminuindo no quarto e sexto dias e aumentando levemente no oitavo dia (Magalhaes et
al., 2010).
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CONCLUSOES

O estresse salino com NacCl é prejudicial & germinacdo de sementes de S. macranthera
sendo que no potencial osmético de -0,4 e -0,5 MPa nédo houve formagéo de plantulas.
As concentragdes de SNP, SNP inativo e ferrocianeto utilizadas se mostraram eficientes
na recuperacdo da germinacao sob estresse salino, onde a concentracdo de 100uM foi
mais eficaz.

O SNP melhora a germinacdo em condigdes de estresse salino, via liberagéo de cianeto,
sendo possivel a aplicagdo tanto do SNP como do ferrocianeto como ferramenta para
aumentar a germinacao dessa espécie em condi¢cOes de estresse salino.

O SNP ou cianeto favorecem a germinacdo de S. macranthera diminuindo a

peroxidacao de lipidios e aumentando a atividade das enzimas antioxidantes.
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ANEXO 1

Comparacado dos valores médios dentro dos tratamentos durante cada tempo (24, 48 e
72 horas) da germinacdo dos seguintes parametros: teor de proteinas, atividade das
enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase, peroxidase do aseorbato
peroxidagdo de lipidios (MDA), durante a germinacdo de sementes de Senna
macranthera submetidas a diferentes solucdes: estresse salino de -0,4 MPa, estresse
salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP, estresse salino de -0,5 MPa, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em conjunto com

SNP, SNP e o controle (dgua).

UG e Proteina| SOD | APX | POX | CAT | MDA
(dias) | Tratamento
-0,4 MPa 0,48 cd 14,22a 0,76 abc 0,86¢c 44,39a 3.01a
-0,5 MPa 0,39d 1599at 1,15a 2,16 a 25,01bc 3.12a
Agua 0,7lab 12,40ak 0,45c¢0,83cd 10,02g 2.48ab
24 -04 MPa+SNP 0,59 bcd 14,38 ak 0,51 bc 1,35b 17,01 dei 2.53 ab
-0,5 MPa+SNP 0,75ab 12,52at 0,86ab 1,23b 21,22cd 2.71ab
SNP 0,66 bc 11,48at 0,45c 0,76 cd 19,89de 2.21b
SNP inativo 0,76 ab 11,34 ak 0,47bc 1,21b 27,00b 2.73ab
-0,4 MPa+SNP
inativo 0,67 bc 11,60 ak 0,52bc 0,58d 13,48fg 2.76 ab
-0,5 MPa+SNP
inativo 0,89a 9,42b 044c 0,86c 16,04ef 2.73 ab
-0,4 MPa 0,77a 994b 059c 167f 36,16c 2.90a
-0,5 MPa 0,71a 1454b 0,81bc 2,13e 34,75c 2.84a
Agua 0,69ab 12,76 b 0,76c 2,69d 32,13 c 2.49 abc
-04 MPa+SNP 0,38c 22,44a 152a 3,53b 5516a 2.69ab
-0,5 MPa+SNP  0,71a 12,60b 0,60c 2,16e 26,05d 2.44 ahc
48 SNP 0,49bc 14,75b 0,69c 4,78a 44,24b 2.18bc
SNP inativo 0,49bc 14,10b 1,19ab 3,25c 44,60b 2.02c
0,4+SNP
inativo 0,57abc 11,20b 0,86 bc 2,78d 45,27 b 2.45 abc
0,5+SNP
inativo 0,63ab 13,57b 0,81 bc 2,12e 60,02 a 2.37 abc
-0,4 MPa 0,62a 13,23cd 091b 3,22f 52,18cd 2.70a
-0,5 MPa 0,50ab 14,52cd 0,85b 255g 33,82f 294a
Agua 0,38b 22,00ak 095b 4,92c 5721c 254a
-04 MPa+SNP 0,56 ab 11,88cd 0,76 b 4,43d 49,01de 2.63a
-0,5 MPa+SNP 0,51 ab 16,34bc 0,66b 1,48h 4455e 2.87a
72 SNP 0,49ab 2464a 140a 6,75a 134,45¢ 2.60a
SNP inativo 0,38b 17,12bc 1,65a 5,26b 71,86b 2.79a
-0,4 MPa+SNP
inativo 0,54ab 15,31c 0,89b 3,68e 54,46c 2.65a
-0,5 MPa+SNP
inativo 0,53ab 8,87d 0,78b 249g 57,11c 2.99a

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade.

43



ANEXO 2

Comparacgédo dos valores médios dentro do mesmo tratamento durante os tempos de 0,
24, 48 e 72 horas de germinacao dos seguintes parametros: teor de proteinas, atividade
das enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase, peroxidase do ascorbato
peroxidacdo de lipidios (MDA), durante a germinacdo de sementes de Senna
macranthera submetidas a diferentes solucdes: estresse salino de -0,4 MPa, estresse
salino de -0,4 MPa em conjunto com SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP, estresse salino de -0,5 MPa, estresse salino de -0,5 MPa em
conjunto com SNP inativo, SNP inativo, estresse salino de -0,5 MPa em conjunto com
SNP, SNP e o controle (agua).

TéMpo 1 tamento  '°®  Sop  APX POX CAT MDA
(dias) na

0 -0,4MPa 1,26a 7,76b 0,60a 1,14c 33,97c 4.09a
24  -0,4 MPa 0,48c 14,22a 0,76a 0,86d 44,39b 3.01b
48  -0,4 MPa 0,77b 9,94ab 0,59a 1,67b 36,16c 2.90b
72 -0,4 MPa 0,62b 13,23ak 0,91a 3,22a 52,18a 2.70b
0 -0,5MPa 126a 7,76b 0,60b 1,14c 33,97a 4.09a
24  -0,5MPa 0,39¢c 1599a 1,15a 2,16 b 2501b 3.12b
48  -0,5MPa 0,71b 1454a0,81ab 2,13b 34,75a 2.84b
72 -0,5 MPa 0,50c 14,52a0,85ab 255a 33,82a 2.94b
0 Agua 1,26a 7,76b0,60ab 1,14c 33,97b 4.09a
24 Agua 0,71b 12,40b 0,45b 0,83d 10,02c 2.48b
48  Agua 0,69b 12,76 b 0,76 ab 2,60b 32,13b 2.49b
72 Agua 0,38c 22,00a 0,95a 4,92a 57,21a 2.54b
0 -04MPa+SNP 126a 7,76c 0,60b 1,14c 33,97c 4.09a
24  -0,4MPa+SNP 0,59b 14,38b 051b 1,35c¢ 17,01d 2.53b
48 -0,4AMPa+SNP 0,38c 22,44a 152a 3,53b 5516a 2.69b
72  -0,4 MPa+SNP 0,56 bc 11,88 bc 0,76 b 4,43a 49,01b 2.63b
0 -05MPa+SNP 126a 7,76b 060a 1,14c 33,97b 4.09a
24  -0,5MPa+SNP 0,75b 12,52 ak 0,86a1,23bc 21,22¢c 2.44b
48 -0,5MPa+SNP 0,71b 12,60at 0,60a 2,16a 26,05c 2.44b
72 -05MPa+SNP 051c 16,34a 0,66a 1,48b 4455a 2.87b
0 SNP 126a 7,76c 0,60b 1,14c 33,97c 4.09a
24  SNP 0,66b 11,48 bc 0,45b 0,76d 19,89d 2.21b
48 SNP 0,49b 14,75b 0,69b 4,78b 4424b 2.18b
72 SNP 0,49b 2464a 1,40a 6,75a 134,45z 2.60b
0 SNP inativo 126a 7,76c¢c 0,60c 1,14c 33,97c 4.09a
24 SNP inativo 0,76 b 11,34 bc 0,47c 1,21c 27,00d 2.73b
48  SNP inativo 0,49c 14,10at 1,19b 3,25b 44,60b 2.02b
72 SNP inativo 0,38c 17,12a 165a 526a 71,86a 2.79b
o 0.4 MPa+SNP 4.09 a

inativo 126a 7,76b 0,60a 1,14c 33,97c
54 0.4 MPat+SNP

inativo 0,67b 11,60ak 0,52a 0,58d 13,48d 2.76 b
4g 04 MPa+SNP

inativo 0,57b 11,20ak 0,86a 2,78b 4527b 2.45b
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-0,4 MPa+SNP

2 inativo 054b 1531a 0,89a 3,68a 54.46a 2.65b
0 -0,5 MPa+SNP 4.09 a

inativo 126a 7,76b 0,60a 1,14c 33,97b
24 -0,5 MPa+SNP

inativo 0,89b 9,42ab 0,44a 0,86d 16,04c 2.73b
48 -0,5 MPa+SNP

inativo 0,63c¢c 13,57a 0,8la 2,12b 60,02a 2.37b
72 -0,5 MPa+SNP

inativo 0,53c 8,87ab 0,78a 2,49a 57,11a 2.99b

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade.
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