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RESUMO

LARA, Rodrigo de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2019.
Alteracoes bioquimicas, fisiolégicas, anatomicas e protedomica de sementes
florestais sob estresse térmico. Orientador: Eduardo Euclydes de Lima e Borges.
Coorientadores: Edvaldo Barros, Genaina Aparecida de Souza e Sebastido Tavares de
Rezende.

Estudos anatdmicos, fisiolégicos e bioquimicos durante a germinacdo de sementes de
Cedrela fissilis sob estresse térmico sdo fundamentais, tendo em vista a possibilidade do
aumento da temperatura global, da importancia econdmica da espécie e do pouco
conhecimento acerca do seu uso. Além disso, a escassez de informacgdes com base em
analise protedmica em espécies nativas brasileiras, estudos de espécies de interesse
econdmico e ambiental sdo necessarios como a Melanoxylon brauna. Nesse sentido, o
presente trabalho tem como objetivo: avaliar alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e
anatOmicas durante a germinagcdo de Cedrela fissilis em diferentes temperaturas e
andlisar qualitativamente o perfil de proteinas de sementes de M. brauna sob estresse
térmico. Avaliou-se a germinagdo de cedro em 25, 30 e 35 °C, temperatura alternada de
35/25 °C, o indice de velocidade de germinacao (IVG), condutividade elétrica, consumo
de oxigénio, e monossacarideos de agucares soluveis. Também foi avaliado o teor de
peroxido de hidrogénio durante a germinagdo, assim como a atividade enzimatica da
invertase, ascorbato peroxidase, protease, catalase, superoxido dismutase, peroxidase de
fendis em condi¢des de diferentes temperaturas. Realizou-se cortes anatomicos da
semente e histoquimica de proteinas. O perfil expresso de proteinas de M.brauna foi
utilizado SDS PAGE com short run e a leitura feita por espectromea de massas UPLC
nanoAcquity MS. Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente
causalizado (DIC). A embebicdo das sementes de cedro em 35 °C com posterior
transferéncia para 25 °C favoreceu a germinagdo. Na temperatura de 35 °C ocorreram
maiores danos ao sistema de membranas, aumento no consumo de oxigénio, maior
alteracdo de compostos de reserva tais como redu¢@o no teor de amido, teor de glicose
total e monossacarideos assim como, acumulo de H>O»,, maior atividade de invertase e
proteases, comprometimento do sistema oxidante e posterior morte das sementes. Apos
72 horas de embebic¢do, foram observadas alteracdes anatdmicas na regido micropilar e
no endosperma lateral assim como reduc¢do de proteinas. A andlise protedmica da

semente de M. brauna demonstrou que ha diferenca de abundancia de proteinas



expressas quando as sementes sdo submetidas a 25 e 40 °C. Foram identificadas 69
proteinas em sementes de braina. A presenca de proteinas em TO (sem embebicdo)
estdo relacionadas a protecdo e processo germinativo inicial da semente. Sob 25°C as
proteinas presentes pertencem a sintese de ATP, sistema antioxidante, protec¢ao celular e
sintese de novo. As proteinas detectadas a 40 °C integram vias ligadas ao estresse

oxidativo, sistema antioxidante, manutencao celular.

Palavras-chave: Efeito da temperatura. Cedrela fissilis. Melanoxylon brauna. Proteina.



ABSTRACT

LARA, Rodrigo de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2019.
Biochemical, physiological, anatomical and proteomic alterations of forest seeds
under thermal stress. Advisor: Eduardo Euclydes de Lima e Borges. Co-advisers:
Edvaldo Barros, Genaina Aparecida de Souza and Sebastiao Tavares de Rezende.

Anatomical, physiological and biochemical studies during the germination of Cedrela
fissilis seeds under thermal stress are fundamental, considering the possibility of global
temperature increase, the economic importance of the species and the little knowledge
about its use. In addition, the scarcity of information based on proteomic analysis in
native Brazilian species, studies of species of economic and environmental interest are
necessary as Melanoxylon brauna. In this sense, the present work aims: to evaluate
biochemical, physiological and anatomical changes during Cedrela fissilis germination
at different temperatures and to qualitatively analyze the protein profile of M. brauna
seeds under thermal stress. Cedar germination at 25, 30 and 35 ° C, alternating
temperature of 35/25 ° C, germination speed index (IVG), electrical conductivity,
oxygen uptake, and soluble sugar monosaccharides were evaluated. Hydrogen peroxide
content during germination was also evaluated, as well as the enzymatic activity of
invertase, ascorbate peroxidase, protease, catalase, superoxide dismutase, phenol
peroxidase under different temperature conditions. Seed anatomical sections and protein
histochemistry were performed. The expressed profile of M.brauna proteins was used
with short run SDS PAGE and reading by UPLC nanoAcquity MS mass spectrometry.
The experiments were conducted in a completely causal design (DIC). The soaking of
cedar seeds at 35 ° C and later transfer to 25 ° C favored germination. At 35 ° C, there
was greater damage to the membrane system, increased oxygen uptake, greater change
in reserve compounds such as reduced starch content, total glucose and
monosaccharides as well as increased H>O> accumulation, invertase and proteases,
oxidative system impairment and subsequent seed death. After 72 hours of soaking,
anatomical changes were observed in the micropillary region and lateral endosperm as
well as protein reduction. Proteomic analysis of M. brauna seed showed that there is a
difference in abundance of proteins expressed when seeds are submitted to 25 and 40 °
C. We identified 69 proteins in brauna seeds. The presence of proteins in TO (without
imbibition) are related to seed protection and initial germination process. At 25 ° C the

proteins present belong to ATP synthesis, antioxidant system, cellular protection and de



novo synthesis. Proteins detected at 40 ° C integrate pathways linked to oxidative stress,

antioxidant system, cellular maintenance.

Keywords: Effects of temperature. Cedrela fissilis. Melanoxylon brauna. Protein.
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Introducao geral

Atualmente, tem-se discutido sobre a mudanca no clima do planeta,
principalmente relacionado com o excesso de emissao de CO> que pode impactar a vida
humana na terra (MITCHARD et al., 2018). O Painel Intergovernamental de Mudancas
Climaticas (IPCC), em seu quinto relatério, informou que o aumento de 1,5 °C ja é uma
realidade e que os impactos negativos sobre as atividades humanas sdo evidentes (IPCC,
2018). De acordo com este relatorio, as mudangas na temperatura podem oscilar de 1°C
a 5 °C até o final do século dependendo do aquecimento e da emissdo de gases de efeito
estufa.

Esse aumento acarretard vdarios impactos nos ecossistemas € no ciclo
hidrolégico, com alteragdes nos padrdes de chuva e temperatura, além da intensificagdo
de eventos climdticos extremos. Podendo causar impactos negativos em diversos
segmentos socioecondmicos do Brasil, como a agricultura e pecudria (FERRERO et al.,
2017), geracao de energia (CERRI et al., 2018), abastecimento de dgua, ocorréncia de
desastres naturais (SALVIANO, et al., 2016), impactos significantes na fauna e flora
(PBMC, 2013). As projecoes de 2011 a 2040 demonstram que a temperatura média
anual no estado de S3o Paulo aumentard 4°C, com tendéncia a elevacdo até 8°C no
periodo de 2011-2100 (LYRA et al., 2018).

Nesse sentido, os biomas brasileiros apresentam alteracdes na estrutura vertical e
horizontal dentro da floresta associado a efeitos climaticos (FONTANA et al., 2018).
No nordeste do Brasil, a caatinga teve redu¢cdo de 50% de pluviosidade média esperada
de 2010 a 2016, com periodo de secas prolongadas e crescentes areas de desertificagdo
(MARENGQO et al., 2018). A mata atlantica terd alta de 2 a 3 °C e baixa pluviométrica
entre 20 a 25% até o final do século. Na drea de cerrado a projecdo € ainda mais grave
visto que a temperatura terd elevacdo de 4 a 5 °C, podendo atingir até 8°C até o final do
século. Associado a isso, a irregularidade dos padrdes de pluviosidade em estados como
Goids, Minas Gerais, Mato Grosso e norte de Sdo Paulo pode causar prejuizo a
atividade humana e estabelecimento de espécies florestais nessas areas (TAVARES et
al., 2018). Assim, essas alteracdes indicam comprometimento da variabilidade genética
e mudancas estruturais que compdem as espécies florestais.

A temperatura ¢ um componente determinante da ocorréncia de uma espécie em
um bioma pela influéncia em sua germinagdo até o estabelecimento da plantula. A

sensibilidade e vulnerabilidade de espécies as mudancgas climéticas, sobretudo em
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condi¢cdes temperaturas elevadas, tem sido estudada por vérios pesquisadores. As
sementes de Enterolobium contortisuliqguum apresentam 92% de germinacdo quando
submetidas a temperaturas de 20 a 30 °C. Contudo, com redu¢do quando submetidas
além dessas temperaturas (RAMOS et al., 2018). O mesmo padrao ocorre com Prosopis
juliflora (PEREIRA et al., 2018), Schinus terebinthifolius (VITORIA et al., 2018),
Parkia platycephala (SILVA et al., 2017), Gochnatia polymorpha (MACHADO et al.,
2016) e Simira gardneriana (OLIVEIRA et al., 2016) com redug¢do acentuada na
germinagdo quando submetidas a temperaturas acima de 30 °C.

Diante da perspectiva sobre a elevacdo da temperatura, levanta-se o
questionamento como se dard a resposta adaptativa das espécies e como se pode
interferir de modo a preservar e, consequentemente, evitar a extin¢cdo das espécies.

Dentre as espécies florestais nativas de importancia ecolégica e econdmica tem-
se a Melanoxylon brauna, popularmente conhecida como bratna, pertencente a familia
Fabaceae Caesalpinoidea. De ocorréncia natural na floresta pluvial da encosta atlantica
das regides Nordeste e Sudeste, especialmente nos estados da Bahia, Sao Paulo e Minas
Gerais (LORENZI et al., 2008). A espécie é conhecida pela qualidade e durabilidade de
suas madeiras, apresentam caracteristica acastanhada, quase negra nos espécimes mais
velhos, sendo considerada uma madeira de lei de grande valor econdmico (ATAIDE et
al., 2017). No entanto, devido a intensa exploracdo, a espécie se encontra atualmente na
lista de espécies ameacadas de extingao (BRASIL, 2014).

Outra espécie de relevancia para uso € a Cedrela fissilis. Pertencente a familia
Meliaceae, a Cedrela fissilis ¢ conhecida popularmente como cedro-cheiroso, cedro-
fémea, cedro-mogno e cedro-rosa. E uma espécie parcialmente ombrdfila no estddio
juvenil e helidfila no estddio adulto. Ocorre tanto na floresta primaria, sobretudo nas
bordas da mata ou clareiras, como na floresta secunddria, porém nunca em formagdes
puras (AMARAL et al. 2006). Comporta-se como secunddria inicial ou secundéria
tardia (DURIGAN et al., 2002). E distribuida mais frequentemente na Mata Atlantica,
contudo € encontrada também na floreta Amazonica. Segundo LORENZI (et al., 2002),
€ uma espécie decidua, helidfita ou escleridfita, com caracteristicas de florestas semi
deciduas, menos frequente em floresta densa. O amadurecimento dos frutos ocorre entre
abril e novembro. A madeira serrada ou rolica pode ser usada para construcdo civil,
naval e aerondutica, movelaria, marcenaria, confec¢io de instrumentos musicais e

esculturas, entre outros. Como lenha, a madeira de cedro é considerada de boa
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qualidade. No mercado, a madeira de cedro é cotada ao valor de compra R$ 180/m? e
venda de R$ 650/m3. (AUGUSTA et al., 2015).

Visando o uso em Programas de Recuperacio de Areas, a C. fissilis é também
uma espécie importante para recuperacdo florestal de dreas degradadas e de matas
ciliares, onde nao ocorrem inundag¢des (DURIGAN et al., 2002). Esta espécie também ¢é
promissora para a recuperacdo de solos contaminados por metais pesados (SIQUEIRA-
SILVA etal., 2016).

Apesar do aumento considerdvel dos estudos com semente de espécies florestais
nativas, ainda had caréncia de informacdes bdsicas sobre essa espécie de alto valor
econOmico, paisagistico e ecoldogico. Ha poucas informagdes a respeito do
comportamento fisiolégico, bioquimico, anatdmico e protedmico dessas espécies
principalmente quando em condi¢des adversas. Logo, estudos sobre essa condi¢do
podem ser esclarecedoras e, portanto, apresentar resultados essenciais para preservacao
e uso das espécies.

Os compostos de reserva das sementes podem variar entre espécie e dentro de
uma mesma espécie (CORTE et al., 2006). Sao constituidos por carboidratos, amidos,
proteinas e lipidios que sdo hidrolisados durante a germinacdo. Estes compdem a fonte
energética necessdria ao embrido de tal modo que desencadeiam processos metabdlicos
que fornecem energia para a retomada do crescimento do embrido. Dessa forma, os
compostos sdo translocados do cotilédone para o eixo embriondrio, agindo como fonte
energética para a emissdo da raiz primaria.

Do mesmo modo, os compostos de reserva sofrem influéncia da temperatura
durante o processo germinativo. Esse aumento da temperatura pode favorecer ou
prejudicar a germinacao até determinado ponto, auxiliando no processo de translocacao
para o eixo e ativando enzimas que sdo indispensdveis para quebra de compostos
(ATAIDE et al., 2017).

Além disso, o estresse abidtico em sementes pode gerar as espécies reativas de
oxigénio (EROs). Essas sdo formadas, acumuladas e podem causar potencial dano
oxidativo a diversas biomoléculas levando a célula a morte. Por outro lado,
desempenham um papel crucial como sinalizadoras durante o processo germinativo.
Logo, € necessério entender como cada espécie se comporta, mantendo niveis aceitaveis
de EROS, sem causar danos irrepardveis.

De modo a evitar danos irreversiveis, enzimas do sistema antioxidante atuam

quando os niveis de EROs ultrapassam o esperado. As enzimas peroxidase do ascorbato
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(APX), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e peroxidases (POX) té€m
importante papel na remoc¢do do excesso de EROs nos diferentes compartimentos
celulares. A temperatura € um dos fatores que determina capacidade de defesa quanto a
remocgao de tais substancias, tendo em vista que essa determina a ativacgao e velocidade
das enzimas (MATOS et al., 2014).

Diante o rol de enzimas que ocorrem durante o processo germinativo, algumas
como proteases € invertases nao estdo associadas diretamente ao estresse oxidativo. No
entanto estdo associadas a hidrélise de compostos e conversao de agucares redutores
como sinalizadores celulares. A sinalizacdo regula processos essenciais como balanco
hormonal (Acido abiscisico e etileno) e dindmica do agtcar nas plantas. Todavia, em
sementes, a sinalizagc@o estd ligada a formac¢do do endosperma micropilar que cumpre o
papel mediador no fornecimento de glicose e frutose pela Invertase e UDP glicose e
frutose pela Frutose Sintase (SuSy) (SOUZA et al., 2017).

Existe consenso de que a andlise de proteinas e suas respectivas enzimas
retratam de modo mais préximo o comportamento fisiolégico de um sistema biolégico.
Porém, a magnitude, em termos de efeito sobre o fendtipo, ndo pode ser totalmente
predita pela atividade enzimatica isolada, em funcido de eventos regulatdrios que irdo
afetar o fluxo de metabdlitos nas vias. Dessa forma, a caracterizagdo protedmica, pode
fornecer melhor compreensdao dos mecanismos da resposta da germinacdo das sementes
de Melanoxylon brauna sob estresse térmico.

A principal resposta bioldgica analisada através desse método esta relacionada a
reducdo da germinacdo sob condicdoes de alta temperatura com a diminuicdo da
abundancia de proteinas envolvidas no metabolismo da metionina, biossintese de
aminodcidos, degradacdo de reserva (BEWLEY et al., 2013, LIU et al., 2014,
MARTINS et al., 2017). De acordo com Li (2013), as proteinas identificadas em plantas
de alfafa (Medicago truncatula cv.), quando submetidas ao estresse térmico foram
distribuidas nas seguintes categorias funcionais: 1% estrutura celular, 1% sintese de
proteinas, 2% transporte intracelular, 4% transportadores, 6% armazenamento de
proteinas, 7% transdugdo de sinais, 7% metabolismo, 24% doencgas/defesas (chaperonas
e proteinas envolvidas na ligacdo dissulfeto) e 48% relacionadas a energia,
evidenciando as diferentes respostas biologicas em condi¢des de estresse.

Tendo como perspectiva as mudancas climdticas, o consequente aumento na
temperatura que afetard as espécies, alteracdo na diversidade genética de espécies da

Mata Atlantica, comprometimento da ocorréncia de espécies nos biomas atuais, 0s
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impactos negativos nas atividades antrépicas, tornam-se fundamentais estudos
envolvendo os efeitos do estresse térmico na germinacdo de sementes de C.fisslis e
analise protedmica das sementes de M.brauna.

Dessa forma, propde-se neste trabalho analisar as alteragdes anatdmicas,
histoquimicas e bioquimicas que ocorrem durante a germinacdo de sementes de C.
fissilis em diferentes temperaturas. E, através da andlise protedmica, investigar o perfil
proteico e comparar as mudangas de abundincia de proteinas em sementes de M.
brauna submetidas a temperaturas elevadas. Essas informagdes geradas, além de
relevantes para a pesquisa bdsica, sdo essenciais para o melhor entendimento dos
processos ecoldgicos, estabelecimento de plantas, sucessido ecoldgica, formando assim
uma peca chave para conservacdo das espécies, seja com finalidade comercial e

preservacdo das espécies.
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Artigo 1

Temperatura e atividade fisiologica em sementes de Cedrela fissilis.
Resumo: O cedro (Cedrela fissilis Vell. -Meliaceae) possui valor econdmico pela sua
utilizacdo na medicina e pela qualidade da madeira. Sua propagacdo se faz
principalmente pelas sementes, cuja germinac¢do tem sido estudada amplamente em
relacdo aos aspectos ambientais, mas percebe-se limitacdes de conhecimentos
envolvendo a fisiologia e a necessidade de informagdes bioquimicas dos processos que
ocorrem nessa fase. A temperatura influencia a absor¢cdo de 4gua pela semente e as
reacOes fisioldgicas e bioquimicas que regulam todo o processo metabdlico. Nesse
sentido, os objetivos deste trabalho foram avaliar as temperaturas minima, 6tima e
mdxima, o vigor, as alteracdes nos compostos de reserva, o comportamento da
membrana celular e o consumo de oxigénio nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C por 24,
48, 72 e 96 horas. A maior porcentagem de germinagdo e o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) foram obtidos a 25 °C. As maiores taxas de consumo de oxigénio, a
condutividade elétrica e as mudangas nos teores de carboidratos foram observadas na
temperatura de 35 °C. Nao ocorreram alteracdes significativas nos teores de lipidos nas
diferentes temperaturas. A proteina apresentou variacOes distintas em seus conteudos

em cada temperatura a que foram submetidas.

Palavras chave: Cedro rosa, estresse térmico, mata atlantica, espécie nativa, respiracao

1-Introducio

Espécie arborea nativa da Mata Atlantica, a C. fissilis € conhecida popularmente
como cedro rosa. A espécie tem grande importancia no setor madeireiro e na
recuperagdo de dreas degradadas (PEREIRA et al., 2016). Ocorre com baixa densidade
de individuos, desde o sul do Brasil até a Costa Rica, (SANCHES et al., 2017). Devido
a intensa exploragdo, a espécie foi incluida na lista vermelha de espécies ameacgadas, na
categoria vulnerdvel, pela Unido Internacional da Conservacao da Natureza desde 1998
(ARAGAO et al., 2015).

As mudangas climaticas previstas para cendrios futuros, com a temperatura
podendo variar de 0,5 a 4 °C (SALVIANO et al,, 2016), torna necessario entender os
mecanismos fisiolgico e bioquimico do processo germinativo das sementes de cedro,

principal meio de reproducdo. Informacdes a respeito da germinacdo dessa espécie
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tornam-se mais prementes pela baixa densidade das arvores de cedro nos locais de
ocorréncia. Estudos referentes a temperatura e de suas consequéncias na germinagao sao
fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias para conservacdo e
propagacao da espécie.

As espécies florestais apresentam comportamento varidvel em relacdo a
temperatura de germinacdo, sendo o intervalo de 20 a 30 °C recomendado para a
maioria das espécies subtropicais e tropicais (BRACALION et al., 2010). As
temperaturas constantes de 20 e de 25 °C foram as que mais estimularam a germinacao
de sementes de C. odorata (PASSOS et al., 2008) e de C. fissilis (OLIVEIRA et al.
2014). As temperaturas acima ou abaixo da Otima interferem negativamente na
germinagdo, como ocorreu com sementes de M. brauna mantidas em 10 °C e em 40 °C
(ATAIDE et al., 2016). O vigor das sementes de Dalbergia nigra foi reduzida com o
aumento do tempo de exposicdo nas temperaturas de 5 °C, 15 °C, 35 °C e 45 °C
(MATOS et al., 2015).

As sementes utilizam compostos de reserva tais como carboidratos, amido,
proteinas e lipidios para gerar energia e estrutura fisicas durante o processo germinativo.
A proporcio dessas substancias e suas utilizagdes podem variar entre as espécies e
dentro de uma mesma espécie (CORTE et al., 2006). Embora a mobilizacao de reservas
em sementes tenha sido tema de vdrias pesquisas envolvendo diferentes espécies
(BORGES et al., 2002, DANTAS et al., 2008, MAGALHAES et al., 2010, PAULA et
al., 2016, TESFAY et al., 2016, ATAIDE et al., 2017 e ZHAO et al., 2018), percebe-se
que a drea florestal é pouco abordada, especialmente quando envolve fatores
ambientais, como a temperatura.

A temperatura tem estreita relacdo com a permeabilidade das membranas
celulares. Na transi¢do gel-fluida da bicamada de fosfolipidios da membrana constituida
por dimirostoilfosfatidilcolina, a permeabilidade, medida entre 10 e 36 °C, é maxima
proxima da temperatura de fusdo, 24 °C (KRASKE e MOUTCASTLE, 2001).
Segmentos de raiz de plantas de Coffea arabica submetidas as temperaturas de 10, 15,
20 e 25 °C tiveram aumentos no teor de malonaldeido e no de exsudatos de eletrélitos
na temperatura de 11 °C (ALONSO et al.,, 1997). Os autores consideraram essa
temperatura como a de transi¢do. A viscosidade da membrana plasmadtica de plantas de
Arabidopsis thaliana correlacionou negativamente com a temperatura ambiental quando
ela foi constante (MARTINIERE et al., 2011). Houve decréscimo na proporgio de

acidos poli-insaturados quando as plantas foram transferidas da temperatura de 27 °C
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para 12 °C. A semipermeabilidade da membrana em sementes de Dalbergia nigra nao
foi recuperada nas temperaturas de 5 e 45 °C (MATOS et al., 2015), ao contrario do que
foi observado nas temperaturas mais adequadas para a germinacdo. As sementes de
Melanoxylom brauna apresentaram o menor valor de CE na temperatura de 27 °C
(FLORES et al., 2014), préximas de 30 °C, definida como 6tima para a germinacao.
Considerando a auséncia de informagdo a respeito do comportamento das
sementes de C. fissilis frente as mudangas na temperatura ambiental, os objetivos deste
trabalho foram identificar a influéncia da temperatura na germinagdo e as alteracdes

bioquimicas e metabdlicas durante a germinacao em diferentes temperaturas.

2-Material e Métodos

Teste de germinacdo: As sementes foram colocadas em solucdo de Captan
(0,5%) por 2 min e posteriormente dispostas sobre duas folhas de papel germitest
umedecidas com 5 mL de 4dgua destilada, em placas de petri com 9 cm de diametro. As
placas foram incubadas em germinadores do tipo BOD nas temperaturas constantes de
15, 20, 25, 30 e 35 °C sob luz continua proporcionada por quatro lampadas
fluorescentes 40 W tipo luz do dia. Amostras independentes foram incubadas por 24,
48, 72 e 96 horas em 35 °C e posteriormente transferidas para 25 °C sob luz constante
para verificar a viabilidade apds o estresse. Esses periodos foram considerados para
duracdo total do teste de germinagdo, que totalizaram 10 dias. A avaliagdo da
germinagdo foi feita diariamente, sendo considerada como germinada a semente com
protrusdo da raiz primaria. Indice de velocidade de germinaciio (IVG): foi calculado
de acordo com a formula descrita por Maguirre (1962), sendo utilizadas as sementes do
teste de germinag@o. Curva de embebicao: O ganho de peso de dgua (%) foi calculado
em relacdo ao peso inicial das sementes (BRASIL et al., 2009). As sementes foram
pesadas em balanca digital de precisdao de 0,0001 g e colocadas nas temperaturas de 25,
30 e 35 °C conforme descrito no teste de germinagdo. As sementes foram pesadas a
cada duas horas durante as primeiras doze horas de embebi¢do. Em seguida, a cada 12
horas até que atingissem 50% de germinacdo ou até o décimo dia apds o inicio da
embebicdo. Antes de cada pesagem, as sementes foram secadas superficialmente com
papel toalha. Foram utilizadas cinco repeticoes de 20 sementes para todas as trés
variaveis. Condutividade elétrica (CE): Foi avaliada em sementes secas € imersas em
75 ml de 4gua por 24, 48, 72 e 96 horas nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C. Foi

utilizado condutivimetro MICRONAL, modelo B 330, eletrodo com constante 1,0 e os
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resultados expressos em pS cm!semente! (SOARES et al., 2015). Foram utilizadas
cinco repeticoes com 50 sementes para cada temperatura. Quantificaciao de reservas:
As quantificagdes de lipidios, proteinas e carboidratos foram realizadas em sementes
secas e embebidas nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C por 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Teor
de lipidios: A quantificacdo de lipidios foi realizada de acordo com a metodologia
modificada proposta por Folch (1957), que consiste em secar o material em estufa a 50
°C por 48 horas com posterior macera¢ao. Ao macerado adicionou-se 10mL de solucdo
cloroférmio-metanol 2:1 (v/v), sob agitacdo por 10 minutos, seguido de filtragem em
papel filtro. A operacao foi repetida trés vezes. O material filtrado foi mantido em estufa
na temperatura de 50°C por 24 horas e, por diferenca de massa, foi determinada a
porcentagem de lipidios presentes nas amostras. Determinacio de proteinas totais:
Utilizado o método Semi Micro de Kjeldahl (AOAC 1995). Amostras constituidas de
0,2 g de sementes trituradas e desengorduradas foram postas em tubos de ensaios
juntamente com 1 g de mistura de sulfato de sédio (120 g), sulfato de cobre (20 g),
selénio (0,4g) e 5 mL de 4cido sulftirico. As amostras foram digeridas em bloco
digestor, a 180° C, por 60 min, seguida por 350° C, por mais 60 min. Apds a digestdo,
acrescentou-se 10 mL de hidréxido de sédio 0,1N procedendo-se a destilagdo. O
destilado foi coletado em erlenmeyer (75 mL), contendo 10 mL de 4cido bérico (5%). A
titulacdo foi realizada utilizando-se solugdo de &4cido cloridrico 0,02 N. O teor de
proteinas foi estimado através do fator de 6,25 (CECCHI et al., 2003). Os teores foram
expressos em mg.g 'matéria seca. Quantificacdo de aciicares soliveis e amido: A
extracdo dos acucares soliveis foi realizada seguindo a metodologia adaptada de
BLACK et al. (1996). Amostras sem 6leo de 0,1 foram diluidas em 1 mL de alcool 80
% e incubadas em banho maria (75 °C), durante 30 minutos. Os microtubos foram
retirados do banho maria e centrifugados a 10.000 g durante 5 minutos. Este
procedimento foi repetido por 3 vezes. Apds as extracdes as amostras foram levadas a
estufa por 24 horas, a 45 °C, e em seguida ressuspendidas com 1,0 ml de dgua destilada,
que foram utilizadas para as andlises de actucares soliveis totais e amido. Estes foram
quantificados pelo método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956), usando-se a curva de
glicose como padrao. Quantificacio de monossacarideos dos agiicares: As analises
dos monossacarideos foram feitas por cromatografia gasosa. As extragdes de
monossacarideos foram realizadas conforme metodologia descrita por BLACK et al.,
(1996), com modificagdes. O material seco e moido foi homogeneizado com etanol

80%, a 75 °C, por 30 minutos, € entdo centrifugado a 10.000 g, por 5 minutos. O
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sobrenadante foi separado e seco a 50 °C por 24 horas, sendo, entdo, ressuspendido com
I mL de 4gua ultrapura. Retirou-se 0,5 mL, que foi usado para o preparo do alditol
acetato. Foram feitas cinco repeticbes de cada extracdo e quantificacdo. Os
monossacarideos foram quantificados conforme ENGLYST; CUMMINGS (1984),
utilizando cromatdgrafo a gds Shimadzu GC14-A, equipado com detector de ioniza¢do
de chama (FID), acoplado a um registrador e integrador C-R6A chromatopac. Foi
utilizada coluna polar e 50% de cianopropilfenil-dimetilsiloxane. O fluxo de gés foi de
0,25 mL.min!. As temperaturas do injetor, detector da coluna e da coluna foram de 250,
220 e 275 °C, respectivamente. A razao de divisao foi de 1/40, tendo sito injetado 1,0uL
de alditol acetato. Utilizou-se de curva de glicose como padrdo. Quantificacao de
acicares soliveis extravasado: As sementes foram dispostas em placas de petri
contendo 10 ml de dgua destilada e mantidas em camaras tipo BOD nas temperaturas de
25 °C e 35 °C por 24, 48, 72 e 96 horas. Foram retirados 5 mL do exsudado de cada
placa e quantificados os agucares soliveis pelo método Fenol-Sulftrico (DUBOIS et al.,
1956), usando-se a curva de glicose como padrdo. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo 5 repeticbes com 20 sementes
cada. Atividade respiratdria: A atividade respiratdria foi avaliada através do consumo
de oxigénio em camara de reacdo fechada, com agitacdo constante, a 25 °C, com a
capacidade de 1 mL, por 10 minutos. O consumo de oxigénio foi avaliado com eletrodo
tipo Clark (ESTABROOK et al., 1967). O indice de controle respiratdrio foi avaliado
pela razdo entre a velocidade consumo de oxigé€nio, por minuto, por massa fresca de
semente inserida na cadmara de reacdo (CHANCE e WILLIANS, 1956). Os resultados
foram expressos em nmol Oz g! min!. Nessa avaliacdo foram utilizadas 20 sementes,
com 5 repeticOes cada, colocadas para embeber nas temperaturas de 25 e 35 °C. Para
andlises de compostos de reserva utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 3x5x5. Sendo trés temperaturas (25 °C, 30 °C e 35 °C),
cinco tempos (0, 24, 48, 72 e 96 horas), com cinco repeti¢des contendo 20 sementes,
totalizando 100 sementes em cada teste. Os resultados foram submetidos a andlise de

variancia e ao teste de Tukey (P<0,05).

3-Resultados
A germinacdo diferiu significativamente entre as temperaturas de 25 e 35 °C. As

porcentagens médias de germinag@o para os tratamentos foram 71% (20 °C), 98% (25
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°C) e 82% (30 °C). Em 15 °C nao foi observada germinagao ap6s 10 dias, enquanto que
em 35 °C ndo ocorreu germinagdo. Os valores de IVG ndo diferiram significativamente
entre as temperaturas de 20 e 30 °C (1,78 e 2,0 respectivamente), porém apresentaram
diferenga em relagdo a 25 °C (2,46). Os maiores valores de germinacdo (98%) e IVG
(2,46) foram observados em 25 °C. A porcentagem de germinacgdo e o IVG diferiram
significativamente entre as temperaturas testadas (Fig. 1A e 1B), ambas as varidveis
decrescendo a medida que se ampliou o tempo na temperatura de 35 °C (Fig. 1B).

O aumento da massa fresca foi maior nas sementes encubadas nas temperaturas de
30 e de 35 °C nas primeiras 48 h de embebicdo (Fig. 1C), estabilizando a partir de 72 h.
Quando em 25 °C o aumento na hidratagdo foi continuo por 72 horas. Durante a
hidratacdo, a temperatura de 35 °C foi significativamente diferente das demais nos
periodos de 72 horas, havendo também diferencas estatisticas entre 30 e 25 °C nos
tempos de 24 e 48 horas.

Os valores de CE aumentaram continuamente durante a hidratacdo em todas as
temperaturas (Fig. 1D). A condutividade em 35 °C diferiu significativamente das

demais temperaturas em 48 horas, tornando-se similar as demais em 72h.
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Figura 1: Porcentagem de germinacao (A) e indice de velocidade de germinacdo (B) de
Cedrela fissilis, em diferentes temperaturas alternadas (Temperaturas de 35 °C por 24,
48, 72 e 96 horas e retorno para temperatura 25 °C); curva de embebig¢do (C);
condutividade elétrica (D); teores de lipidios (E); quantificagdo de agucares soliveis
presentes em exsudatos durante a germinacdo (F). Média + erro padrdo, n= 5; letras

diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).

As reservas de lipidios ndo apresentaram diferencgas significativas entre as sementes

incubadas nas diferentes temperaturas (Fig. 1E), com varia¢cdes no contetiido ao longo do
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tempo. Os teores de acucares soliveis extravasados aumentaram continuamente em
ambas as temperaturas ao longo do tempo (incremento de 233 % em 25 °C e 346% em
35 °C), diferindo significativamente entre as temperaturas apenas em 72 horas (Fig. 1F).

Os teores de amido reduziram em todas as temperaturas no periodo de 24 horas
(Fig. 2A). Na temperatura de 35 °C a redugdo foi significativamente menor que nas
demais em 72 e 96 horas (Fig. 2A). O teor de amido das sementes submetidas as
temperaturas de 25 e 30 °C ndo diferiram significativamente entre si, mantendo os
valores mais altos. Os teores de agucares soliveis reduziram-se em todas as
temperaturas ao longo do tempo (Fig. 2B), com maior decréscimo em 35 °C e menor em
25 °C. Na temperatura de 35 °C a reducdo foi significativa em relagdo as outras
temperaturas no periodo de 48 a 72 horas. Todas as temperaturas influenciaram
significativamente na utilizacdo dos agucares no periodo de 72 horas, permanencendo
em 25 °C a utilizacdo significativamente menor do que nas demais temperaturas (Fig.
2B).

Houve descréscimo no teor de proteina total em 25 °C diferindo significativamente
das temperaturas de 30 e 35 °C (Fig 2.C). Em 30 °C o teor de proteinas manteve-se
estavel até 72 horas com posterior acréscimo a 96 horas. Houve aumento do teor de
proteinas em 48 e 72 horas com posterior reducdo em 96 horas em 35 °C.

O consumo de oxigénio reduziu nas temperaturas de 25 e 35 °C ao longo do tempo,
tendo o maior consumo em 35 °C. Na temperatura de 25 °C houve estabilidade na
respiragdo nas primeiras 48 horas, vindo a aumentar a seguir, com a mesma tendéncia
de 35 °C. A respiracdo diferiu significativamente entre as temperaturas em todos os
tempos de avaliacdo (Fig. 2D).

Na Figura 2E € apresentada diagrama em que sdo evidenciados diferentes eventos
metabolicos que ocorrem nas células e que estdo envolvidas no crescimento do embrido
durante o processo germinativo. E também mostrada a presenca de espécies reativas do
oxigénio, na forma de superdxido, e algumas das enzimas do sistema enzimédtico que
mantém a concentragdo de tais substancias nos niveis adequados e funcionando como

sinalizadoras do metabolismo.
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Figura 2: Teores de amido (A); acuicares soldiveis (B); proteina total (C); consumo de
oxigénio (D); hipédteses de alteracdes e mobilizacdo de compostos de reserva durante a
germinacdo de Cedrela fissilis em diferentes temperaturas (E). As setas indicam alterag¢des

significativas em diferentes compostos em 72 h. n= 5,0 erro padrao.

A arabinose foi detectada em todos tempos analisados em 25 °C, apresentando
redugdo no teor durante o periodo (Fig. 3A). Os teores presentes nas sementes sob

temperatura de 25 °C diferiram significativamente daqueles das temperaturas de 35 e 30
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°C, nos tempos de 24 e 48 horas, respectivamente, quando, entdo, nio foram mais
detetados.

Os teores de xilose decresceram em todas as temperaturas em 72 horas,
aumentando significativamente na temperatura de 35 °C em 96 horas. Os teores em 30
°C foram significativamente superiores aos demais em 24 h. (Fig. 3B).

Os teores de manose em 25 °C diferiram significativamente dos de 35 °C no
periodo de 72 horas, com incremento em 96 horas. Comportamento semelhante ocorreu
na temperatura de 30 °C, mas em menor propor¢cdo. Na temperatura de 35° C ndo se
detetou presenca desse monossacarideo nas primeiras 48 horas. No intervalo de 48 a 96
horas o seu teor alterou pouco, diferindo significativamente dos demais tratamentos em
96 horas (Fig. 3C).

A elevagdo no teor de glicose ocorreu na temperatura de 35 °C por até 72 horas,
vindo a decrescer para valores significativamente menores em relagdo as outras
temperaturas em 96 horas. Os comportamentos nas temperaturas de 25 e de 30 °C foram
similares. Apds aumento em 24 horas, os teores estabilizaram nas préximas 48 horas.
Em 96 horas ambos decresceram, embora em escala significativamente menor que na

temperatura de 30 °C (Fig. 3D).
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Figura 3: Teores médios de arabinose (A), xilose (B), manose (C) e glicose (D) em sementes
de Cedrela fissilis sob diferentes temperaturas e tempos.

4-Discussao

A maior porcentagem de germinacdo e IVG foram observados na temperatura de
25 °C, similarmente a Aragdo et al. (2015) e Oliveira e Barbosa (2014), embora com
valores discrepantes em relacio aos obtidos nessa pesquisa. Essas diferencas se devem,
provavelmente, ao vigor das sementes desenvolvidas em ambientes com diferentes
condi¢cdes ambientais, como temperatura e umidade relativa. As diferentes temperaturas
utilizadas (15, 20, 25, 30 e 35 °C) permitiram identificar as que inibiram (15 °C),
estimularam (20, 25 e 30 °C) ou resultaram na morte das sementes (35 °C). A
permanéncia das sementes sob alta temperatura por tempo prolongado resulta na morte,
sendo os danos cumulativos, como visto na temperatura de 35 °C. Esta temperatura ou
acima causaram reducdo no vigor de sementes de Myracrodruon urundeuva
(OLIVEIRA et al., 2014), Dalbergia nigra (MATOS et al., 2015), Mimosa
caesalpinifolia (HOLANDA et al., 2015) e Melanoxylon brauna (SANTOS et al.,

2017). Por outro lado, ndo houve danos as sementes de Tabebuia ochracea,
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Melanoxylon brauna e Salvia hispania em temperaturas de 25, 30 e 35 °C (KLEBER et
al., 2012; FLORES et al., 2014; SORANA et al., 2018).

A temperatura, dentro de certos limites, afeta o padrio e a velocidade de entrada de
dgua nas sementes, essencial para a reativacdo do metabolismo e aumento do potencial
de crescimento do embrido (BEWLEY et al., 2013). As sementes de cedro apresentaram
padrdo trifdsico na absorcdo de dgua. A fase I ocorreu em 48 horas (Fig. 1C),
independente da temperatura. Entretanto, a maior hidratagdo nas maiores temperaturas
permite supor que o estimulo do metabolismo seria o componente principal. Uma vez
que a maior mobilizacdo de reservas e a respiracdo foram maiores nas temperaturas
mais elevadas, mesmo que ndo tenham, de modo geral, estimulado a germina¢do. Como
a hidratacdo nessa fase € puramente fisica, a mobilizacdo das reservas estaria sendo
utilizada na manutencdo do baixo potencial hidrico e/ou na disponibilizacdo de
substrato para producdo de energia, na forma de ATP. A fase II estabilizou apds de 48
horas nas temperaturas de 30 e 35 °C (Fig. 1C). Por outro lado, esta fase ndo ocorreu na
temperatura de 25 °C. E provdvel que nas temperaturas mais altas a presenga de
substancias osmoticamente ativas foram disponibilizadas mais rapidamente, resultando
em absorcdo de d4gua em menor espaco de tempo. O consumo e a exudacdo de actcares
redutores podem ter concorrido para a redug¢do do potencial osmético, alterando a curva
de embebic¢do no sentido da estabilizacdo. A 25 °C tal fato pode nao ter ocorrido com a
mesma intensidade que em 35 °C, haja vista que respiragdo foi menor em 25 °C, e o
consumo de reservas foi claramente menor. A emissdo da raiz primaria ocorreu apos 96
horas, caracterizando a fase III e encerrando o processo de germinagao.

O extravasamento de solutos para o meio durante a hidratacdo indica
desorganizacdo dos fosfolipidios das membranas plasmatica e tonoplasto, com
consequente elevacdo do valor de CE e de exsutados de agucares e de fons (BEWLEY
et al., 2013; SORANA et al., 2018). A continua perda de soluto ao longo da hidratacdo
pode ser considerada como embebicdo das diversas camadas de células que compdem
os tecidos da semente. Nas sementes desidratadas a temperatura de fusdo dos
fosfolipidios € modificada, com as membranas alterando da fase liquida para gel. Com a
hidratacdo os diferentes fosfolipidios alcancam as respectivas temperaturas de fusdo e
alternam da fase gel para a fase liquida. Por consequéncia, durante o tempo de
reestruturacdo hd o vazamento, aumentando quando se aproxima da temperatura de
fusdo, decrescendo em seguida, a medida que se alcanga a fase liquida. A temperatura

também exerce influéncia na conformacao das membranas. A manuten¢do de membrana
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desidratada, composta de determinado 4cido graxo, cuja temperatura de fusdo esteja
acima ou na respectiva temperatura de fusio manterd a membrana na fase liquida. E
provdvel que na temperatura de 35 °C, no tempo de 48 horas, as membranas tenham
alcancado a fase liquida em menor tempo, considerando que a temperatura de fusao
tenha sido alcancado mais rapidamente nas camadas mais externas. Por outro lado, o
tempo necessario para que isso ocorra nas demais temperaturas seja maior.

O comportamento claramente diferenciado nos teores de proteinas entre as
temperaturas sugere que na temperatura 6tima ou préxima, 25 e 30 °C, respectivamente,
houve perda para o meio externo ou consumo. Considerando que a 25 °C a respiragao se
manteve estavel por 48 horas e o teor total de proteinas tenha taxa de redugcdo mais
acentuada que as demais, pode-se supor que tenha havido mais extravasamento para o
meio. A 35 °C, a inversdo do comportamento, com provdvel sintese de proteinas
relacionadas ao controle das espécies reativas de oxigénio bem como aquelas
relacionadas a resisténcia ao estresse térmico.

O maior consumo progressivo de oxigénio nas sementes submetidas a 35 °C,
com aumento ao longo do tempo de hidratagdo. O decréscimo acentuado nas primeiras
24 horas, provavelmente esteja relacionado a rehidratacdo dos tecidos de reserva e,
provavel consumo do oxigénio, durante a fase 1. Outra alternativa seria a reativagio da
respiracdo durante as fases subsequentes da germinacdo. Nessa temperatura, a
necessidade de energia, na forma de ATP, é maior pelo aumento da atividade
metabolica. Por outro lado, a respiracdo se manteve estavel em 25 °C, aumentando
somente apds 48 horas. Verifica-se coindéncia nas duas curvas da respiracdo a partir de
48 horas quando adquirem taxas similares e positivas de respira¢do. E provével que
ambas estejam relacionadas a respiracdo preponderante do eixo embrionério devido ao
estimulo do crescimento potencial do embrido.

Os teores de lipidios variaram ao longo do tempo, mas, provavelmente, devido a
amostragem, e ndo por utilizacio para fins metabdlicos ou sintese. Ademais, a elevada
abundancia de agucares pode inibir a degradacio de 4cidos graxos nas primeiras horas
de embebi¢ao (MARTIN et al., 2002; TO et al., 2002; SOUZA et al., 2017). A entrada
de dgua nas sementes, permite a reativacdo metabdlica, como a atividade de diversas
enzimas relacionadas a degradacdo de compostos de reserva (TAIZ e ZINGER, 2015).
A mobilizacdo das reservas inicia-se com a quebra de compostos de alto peso molecular
para formacdo de compostos menores como glicose € a sacarose que sdo translocadas de

estruturas de armazenamento, como o cotilédone/endosperma, para as células do
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embrido em crescimento. A mobilizacdo de reservas lipidicas se torna especialmente
importante no periodo pds germinativo e no estabelecimento de plantulas (SHIMADA
et al., 2018).

As variacdes nos teores de amido nas diferentes temperaturas ocorreram de
forma mais intensa nas primeiras 24 horas, especialmente na temperatura de 35 °C.
Percebe-se, entretanto, que ha decréscimos significativos nos teores de agucares
soliveis, entre eles a glicose, nas temperaturas de 30 e 35 °C, com menor reducdo
desses acgucares em 25 °C, temperatura menor, mas dentro da faixa 6tima de
germinagdo. As variacdes no conteido de reservas nao se adequam, tendo em vista que
os valores de agucares soliveis sdo semelhantes inicialmente, mas alcancam valores
menores do que a decomposi¢do do amido. Dessa forma, estd implicito que héd outras
fontes de carboidratos envolvidos na disponibilizacio de nutrientes, como o0s
oligossacarideos.

Acticares de parede celular poderiam estar sendo disponibilizados,
considerando-se que os quatro tipos detectados nas andlises fazem parte da pectina ou
da hemicelulose. Além disso, a expansdo do eixo embriondrio requer que haja
enfraquecimento da parede celular da regido da micrépila para que ocorra a protrusdo da
raiz primdria. A utilizacdo de cada um deles ocorre de maneira independente e varia ao
longo do tempo e com a temperatura. E notdvel que a arabinose nio é detetada em 35 °C
nas primeiras 48 horas, seguida da temperatura de 30 °C em 72 horas. A xilose
decresceu e a manose tem seu teor aumentado. A manose, por outro lado, somente é
identificada em 48 horas. A glicose é, aparentemente, utilizada somente apds 72 horas
de hidratacdo. Nao h4, pois, comportamento similar entre eles que indicasse o destino de
cada um durante a germinacdo. Tanto poderiam estar sendo usados na respiracao, sendo
extravasado ou incorporado na parede celular na nova sintese. O aumento do
metabolismo celular estimulou a transloca¢do e a assimilagdo mais eficiente dos
carboidratos de reserva, como o amido, na temperatura de 25 °C em sementes de
Dalbergia nigra (CARRIJO et al., 2010) e de Melanoxylon brauna (ATAIDE et al.,
2017). Em temperaturas mais altas, que favoreceram o metabolismo celular, houve
maior degradacdo de agucares, fornecendo substrato para producdo de energia na
germinacdo de sementes de Fagopyrim esculentum (ROSENTAL et al., 2014), Carica
papaya (PARNIAKOV et al., 2015) e Melanoxylon braiina (ATAIDE et al., 2017).

Assim, percebe-se que a temperatura altera o metabolismo das sementes de

Cedrela fissilis, acelerando-o quando submetido a temperaturas elevadas. Como

34



consequéncia, causam alteracdes de reservas como amido, glicose, proteina,
monossacarideos € maior consumo de oxigénio. Entretanto, as temperaturas mais
elevadas ndo estimulam a germinagcdo, mas inibicdo ou morte. A elevacdo na
temperatura ambiental, que jid ocorrem com frequéncia, alcangando aquelas
temperaturas mostradas aqui, interferem negativamente na germinacdo € no

metabolismo.

5-Conclusoes

- 25 °C € a temperatura 6tima para a germinagdo, enquanto 30 °C e 35 °C s@o
prejudiciais a germinacdo das sementes

-Na temperatura de 35 °C ocorre o maior consumo de oxigénio e de carboidratos.

-Nao ha alteragdo significativa nos teores de lipidios; os teores de proteina e de
carboidratos alteram-se de forma distinta em cada temperatura.
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Artigo 2

Alteracdes enzimadticas e anatdmicas na germinacao de Cedrela fissilis em diferentes
temperaturas.

Resumo: Cedrela fissilis Vell, popularmente conhecida como “cedro rosa” no
Brasil, ¢ uma darvore pioneira da familia Meliaceae. A madeira desta espécie €
conhecida por sua alta qualidade, boa trabalhabilidade em serraria e significativo valor
econOmico, fatores estes que tém levado a super exploracdo da espécie através do
extrativismo indiscriminado ou pela perda de habitat florestal. O aumento de
temperatura acarretard mudangas nos cendrios agricolas atuais, pois afetard a
germinacdo e a sobrevivéncia das plantas em seus ambientes de origem. Condi¢des de
estresse durante a germinacdo podem levar a diversas alteragdes metabolicas, afetando a
germinacdo e a producdo excessiva de EROs. O objetivo deste trabalho foi analisar as
alteracdes anatOmicas e enzimdticas que ocorrem durante a germina¢do de sementes de
cedro sob estresse térmico. Foram realizadas analises das enzimas proteases, invertase,
APX, CAT, POX, SOD, assim como avaliado o teor de H>O; e analises anatomicas das
sementes de C. fissilis. Ocorreu maior atividade enzimadtica de protease, invertases a
medida que se eleva a temperatura de 30 °C e o teor de per6xido de hidrogénio
apresentou incremento em temperaturas de 30 e 35 °C. As atividades da SOD e da CAT
foram comprometidas em 35 °C. Nao houve diferenga na atividade da APX e a POX
apresentou reducdo significativa a 30 e 35 °C. O teor de H2O> foi maior em 35 °C.
Ocorreu consumo do endosperma lateral ao longo do processo germinativo em todos
tratamentos avaliados. Houve redu¢do do teor de proteinas durante o processo

germinativo. E a temperatura de 35 °C é prejudicial para germinacao de C. fisslis.

1- Introducao

Cedrela fissilis Vell, popularmente conhecida como “cedro rosa” no Brasil, ¢
uma arvore pioneira da familia Meliaceae, com ocorréncia abrangendo do sul do Brasil
(32°S) até o norte da Costa Rica (12°N). Sua dispersdao é ampla, porém com baixa
frequéncia de individuos, sendo considerada uma espécie rara (NAVROSKI et al.,
2016). A madeira desta espécie € conhecida por sua alta qualidade, boa trabalhabilidade

em serraria e significativo valor econdmico, fatores estes que tém levado a super

exploragdo da espécie através do extrativismo indiscriminado (SANCHES et al., 2017).
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Neste sentido, sdo necessarios estudos para a preservacao e conservacdo da espécie que
tem sua principal propagagdo via seminal.

A adaptacdo das espécies em condigdes ambientais adversas tem sido muito
discutida atualmente devido a intensificacdo das mudangas climdticas que sdo assunto
recorrente sobre a realocagdo da aptiddo agricola dos mais diversos ecossistemas. O
Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climéticas (IPCC) concluiu em seu quinto
relatério de avaliagdo que as mudangas climaticas afetardo a frequéncia, intensidade e
duracdo de eventos extremos, tais como temperaturas e precipitacdes extremas, além de
secas prolongadas (IPCC et al., 2018). Segundo essas projecdes, poderd ocorrer
aumento na temperatura entre 1,2 a 5,4 °C, dependendo do cendrio avaliado (baixo
impacto e alto impacto), até o final do século XXI. Este aumento de temperatura
acarretard mudancas nos cendrios agricolas atuais, pois afetard a germinagdo e a
sobrevivéncia das plantas em seus ambientes de origem (COCHRANE et al., 2014).

A temperatura € um dos componentes determinantes na ocorréncia de
determinada espécie em um bioma. Ela influéncia a germinacdo da semente e o
crescimento da planta. Parte do territério brasileiro estard dentro da faixa que até 2100
podera sofrer com a alteracdo da temperatura, que deverd variar de 0,5 a 5 °C. Essa
alteracdo ja serd suficiente para afetar negativamente a germinagcdo de sementes desta
espécie (KHARIN et al. 2013). Cada espécie apresenta uma temperatura minima,
maxima e 6tima para a germinacao. A temperatura é chamada de 6tima quando ocorre o
maximo de germina¢do no menor tempo. Abaixo e acima dos limites minimo € maximo,
respectivamente, pode ocorrer a morte dos embrides. A faixa de 20 a 30 °C mostra-se
adequada para a germinacdo de grande numero de espécies subtropicais e tropicais
(BRANCALION et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014). Essa faixa de temperatura se
mostra ideal também para as sementes de cedro, que acima a 35 °C ndo apresentaram
taxa de germinagcdo elevada (OLIVEIRA et al., 2014). Melhores resultados de
germinagdo para o cedro foram obtidos em temperaturas de 20 e 25 °C, sendo
temperaturas acima de 30 °C consideradas estressantes (OLIVEIRA et al., 2014).

Condigoes de estresse durante a germinagdo podem causar diversas alteragoes
metabolicas, como, por exemplo, a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), afetando a germinacao e o vigor das sementes (KOOSHKI et al., 2018). Estas
moléculas existem nas células mesmo em condi¢des normais, por agirem em diversos
processos metabdlicos (FUNDO et al., 2017). A ruptura do endosperma e do tegumento

2

durante a germinagdo das sementes € resultado do crescimento do embrido pelo
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alongamento do eixo hipocétilo radicula e do enfraquecimento da regidao da micrdpila.
As EROs agem favorecendo o enfraquecimento da regido micropilar (ZHANG et al.,
2014). No entanto, como esse enfraquecimento ocorre € ainda um mecanismo pouco
explorado, principalmente em sementes de espécies florestais.

O estresse térmico aumenta a producdo e a acumulacdo das EROs em sementes
(SUZUKI et al., 2011, SANTOS et al., 2017). As EROs sdao formadas nos cloroplastos,
nas mitocondrias e nas membranas plasmadticas ou por subprodutos de vias metabodlicas
em diferentes compartimentos celulares (HEYNO et al., 2014). O excesso de EROs é
altamente danoso para planta, pois pode superar a capacidade do sistema antioxidante
de defesa, causando dano oxidativo (SRIVASTAVA et al.,, 2011). O aumento da
temperatura afeta a atividade de enzimas como a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a peroxidase (POX), que constituem um dos principais mecanismos
celulares de combate ao estresse oxidativo (MATOS et al., 2015).

O aumento da temperatura previstas para as proximas décadas, as alteragdes nas
dreas aptas para o cedro e o desconhecimento a respeito do comportamento fisiol6gico
das sementes da espécie frente ao estresse térmico, tornam fundamental estudar o
comportamento germinativo de suas sementes em diferentes temperaturas. Dessa forma,
propde-se neste trabalho analisar as alteracdes anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas

que ocorrem durante a germinagdo de sementes de cedro sob estresse térmico.

2- Material e métodos

As sementes foram coletadas em setembro de 2016 e armazenadas em camara
fria (5 °C), com baixa umidade (60% UR) até utilizacdo. Em seguida, foram
beneficiadas e incubadas em camara tipo BOD em placas de petri (9 cm de didmetro)
nas temperaturas 25, 30 e 35 °C sob luz branca (40 w) constante. As sementes foram
consideradas germinadas quando ocorreu a emissdo da raiz primdria. Foram utilizadas
20 sementes por placa com 5 repeti¢des cada, totalizando 100 sementes por tratamento.
O esquema utilizado foi o delineamento interiamente casualizado (P< 0,5).

Os extratos enzimaticos usados para determinar as atividades da SOD, do
ascorbato peroxidase, da CAT e da POX, foram obtidos pelo método descrito por
Hodges (1997) com adaptagdes. Amostras de 50 mg foram pesadas, maceradas e
homogeneizadas com 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8 e 1% (m/v)
polyninylpolypyrrolidona (PVPP). Este extrato foi centrifugado a 19.000 g por 30 min a
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4 °C e o sobrenadante coletado foi usado como extrato enzimdtico. Todos os
procedimentos foram conduzidos a 4 °C.

Atividade da SOD: A atividade da superéxido dismutase foi determinada pelo
ensaio contendo 30 uL do extrato enzimatico bruto ¢ 2,97 mL de um meio de reacdo
constituido de: 1500 pL de tampao fosfato 100 mM, pH 7,5, 780 uL de metionina 50
mM, 225 uL de azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 1 mM, 60 uL de EDTA 5 mM, 60 uL
de riboflavina 2 uM e 345 pL de agua destilada (DEL LONGO et al., 1993). A reagdo
foi conduzida a 25 °C em camara de reagdo sob iluminacdo de uma lampada
fluorescente de 15 W. Apés cinco minutos de exposicdo a luz, a formazana azul
produzida pela fotorreducdo do NBT foi medida a 560 nm. A leitura obtida em 560 nm
foi subtraida da amostra que recebeu iluminacdo (GIANNOPOLITIS et al., 1977). O
controle foi determinado sob as mesmas condi¢Oes citadas anteriormente, porém
mantendo a reacdo no escuro. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da
enzima necessdria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP et al.,
1971).

Atividade da APX: A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada pelo
ensaio contendo 100 pL do extrato enzimatico bruto ¢ 1400 pL de um meio de reacao
constituido de 700 uL de tampao de fosfato 50 mM, pH 7,8, 400 pL de acido ascorbico
0,25 mM contendo EDTA 0,1 mM, e 300 pL. de H>O> 0,3 mM, adaptado de Ramalheiro
(2009). O decréscimo na absorbancia a 210 nm, a temperatura de 25 °C, foi medido
durante dois minutos com intervalo de 10 segundos entre cada leitura, sendo a atividade
da APX determinada com base na inclinagdo da reta apds o inicio da reacdo. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar de 2,8 mM! cm’!
(NAKANQO et al., 1981). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade

de enzima necessdria para converter 1 nmol de substrato em produto por minuto, por

mL, nas condi¢des do ensaio.

Atividade da CAT: A atividade da catalase foi determinada pelo ensaio
contendo 100 pL do extrato enzimatico bruto e 1400 puL de um meio de reagdo
constituido de 900 pL. de tampao fosfato 50 mM, pH 7,8 ¢ 500 uL de H>O> 0,97 M,
adaptado de Hodges (1997). O decréscimo na absorbancia a 240 nm, a temperatura de
25 °C foi medido durante dois minutos de reacdo a cada 10 s, sendo a atividade da CAT
determinada com base na inclinagdo da reta apds o inicio da reacdo. A atividade

enzimatica foi calculada, utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 36 M cm!
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(ANDERSON et al., 1995). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para converter 1 mmol de substrato em produto por

minuto, por mL, nas condi¢des do ensaio.

Atividade da POX: A atividade da peroxidase de fendis (POX) foi determinada
conforme Kar & Mishra (1976). Aliquotas de 0,02 mL do extrato foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 4,9 mL de tampao fosfato de potdssio 25 mM (pH 6,8),
dcido pirogélico 20 mM e H202 20 mM. A mistura foi incubada a temperatura ambiente
por 1 min e a reacao foi interrompida pela adi¢ao de 0,5 mL de H2 SO4 0,5% (v/v). Em
seguida, as leituras foram realizadas a 420 nm e a atividade de POX foi expressa em

nmol purpurogalina g MS min™.

Atividade da protease: A atividade da protease foi determinada com aliquota de
50 uL de extrato enzimdtico extraidos de 2 mL de tampdo Tris-HCl (pH 6,8)
provenientes de 250 ug de sementes secas e liofilizadas. Foram adicionados 450 pL de
BSA (2%), completando o volume de 500 pL. Esse extrato foi centrifugado 3 vezes a
10.000 g. Foi retirado o sobrenadante, em seguida, levado para incubacio a 37 °C por

20 min. A leitura foi realizada a 280 nm expressa em U por mL consumido de substrato.

Atividade da Invertase: A atividade da invertase foi determinada usando 100
mg de semente seca e liofilizada, maceradas com 2 mL do tampao do Invetase Assay
Kit Mak 118 (Sigma Aldrich). O macerado foi centrifugado duas vezes a 14.000 g por
20 min, retirando o sobrenadante. Foram coletados 500 uL para ependorf com filtro de
10 kDa e centrifugado por 10 min a 10.000 g. Em seguida, coletado 50 uLL de amostra e
adicionado 200 pL de tampao de reacdo. O ensaio de reacdo foi feito com 95 pL do
ensaio de reacdo, 1 uL de mix de enzimas invertase KitMak118 e 1 uL de reagente
corante com posterior reagao por 20 min a 25 °C. A leitura foi realizada em microplaca

de 96 pogos a 570 nm.

Anadlises anatomicas: As sementes foram incubadas nas diferentes temperaturas
de germinacdo, nos diferentes tempos mencionados anteriormente. Em seguida foram
fixadas em FAASO, por 48 h e estocados em etanol 70% (JOHANSEN et al., 1940).
Posteriormente incluidas em metacrilato (Historesin-Leica), segundo as recomendacoes
do fabricante. O material foi seccionado longitudinalmente em micrétomo rotativo de
avanc¢o automdtico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), com 5

um de espessura, corado com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1981). As imagens da
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andlise foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japan), acoplado a camera fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc,
Gottinger, Germany) e microcomputador com o programa de captura de imagens Axion

Vision. As imagens foram avaliadas quanto a alteracdes decorrentes da germinacao.

3- Resultados

As sementes de cedro apresentaram maior de germinacdo (96%) e IVG (1,2)
quando incubados a 25 °C, diferindo significativamente das demais temperaturas. Nao
foi observada germinagdo a 35 °C no periodo avaliado (Fig. 1A).

A maior atividade de protease foi encontrada nas sementes mantidas a 35 °C
(Fig. 1B), enquanto a menor a 25 °C. Houve diferenca significativa na germinagao das
sementes submetidas a 35 °C em 24, 48, 72 e 96 h. A atividade 30 °C apresentou
diferenca das demais temperaturas apenas em 96 horas.

Houve diferencas na atividade da invertase em todos tratamentos e tempos
avaliados. As amostras submetidas a 25 e 30 °C apresentaram reducdo em 48 h com
posterior aumento da atividade em 96 h. A atividade desta enzima a 35 °C manteve-se
estavel em 48 h com posterior redu¢do em 96 h (Fig. 1C).

O teor de H2O: apresentou diferencga significativa entre todas temperaturas e
periodos avaliados. Houve incremento nesse teor nas sementes em todas as temperaturas

em 24, 48 e 72 h, e reducdo apenas em 35 °C no periodo de 96 h (Fig. 1D).
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Figura 1: (A) Porcentagem de germinacdo, (B) Atividades especificas de protease, (C) invertase e (D)
Teor do peroxido de hidrogénio em sementes de Cedrela fissilis, durante o periodo de germinacdo em

diferentes temperaturas. * Indica diferenca significativa pelo teste Tukey (P< 0,05), n= 5, & erro padrao.

Nao houve diferenca significativa na atividade da APX nas diferentes
temperaturas e tempos (Fig. 2 A), diferente das atividades especificas das enzimas POX,
SOD e CAT nas temperaturas e tempos avaliados.

A atividade da POX reduziu ao longo do periodo em todas temperaturas,
contudo, mostrou diferenca significativa apenas na temperatura de 25 °C em 24, 48 ¢ 72
h de incubagcdo. As sementes submetidas as temperaturas de 30 e 35 °C nao
apresentaram diferencas na atividade da POX, apesar de apresentarem acentuada
reducdo (Fig. 2 C).

Quando encubadas aa 35 °C, a atividade da SOD aumentou até 48 h nas

sementes com posterior reducdo até 96 h, sendo diferente apenas em 48 h. Em 30 e 25
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°C nao houve diferenca significativa e a atividade foi decrescente durante o periodo

avaliado (Fig. 2 D).

A CAT apresentou maior atividade em 30 °C e 35 °C, com atividade crescente
nos tempos, ndo havendo diferencas significativas entre essas duas temperaturas, mas

ambas diferiram significativamente de 25 °C em 96 h.
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Figura 2: Atividade especifica de (A) ascorbato peroxidase (B) catalase, (C) peroxidase e (D)
superoxido dismutase em sementes de Cedrela fissilis durante o periodo de germinacdo em diferentes

temperaturas. * Indica diferenga estatistica pelo teste Tukey (P< 0,05), n= 5, £ erro padrdo.

Alteragdes na atividade enzimdtica e mobilizacdo de reservas também foram

percebidos quando avaliados anatdmica e histoquimicamente as sementes (Fig. 3).
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24h

Figura 3: Cortes longitudinais de sementes de Cedrela fissilis durante a embebicdo coradas com azul
de toluidinaem A, C, D, E, G, I, J, K de 250 um; regido micropilar em B, F, H, L, N e R com barras de
500 um. As setas indicam alongamento do embrido. Sendo: T1: 25 °C/24 h, T2: 25 °C/48h, T3:
25C°/72h, T4: 25 °C/96h, T5: 30 °C/24h, T6: 30 °C/48h, T7: 30 °C/72h, T8: 30 °C/96h, T9: 35 °C/24h,
T10: 35°C/48 h, T11: 35 °C/72 h, T12: 35 °C/96h.
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Figura 4: Cortes transversais de sementes coradas para proteina com Xiluidine Ponceo durante a
embebicdo em de sementes de Cedrela fisslis. Barras= 250 pum. T1: 25 °C/24 h, T2: 25 °C/48h, T3:
25C°/72h, T4: 25 °C/96h, T5: 30 °C/24h, T6: 30 °C/48h, T7: 30 °C/72h, T8: 30 °C/96h, T9: 35 °C/24h,
T10: 35°C/48 h, T11: 35 °C/72 h, T12: 35 °C/96h.

As sementes mantidas a 25 e 30 °C apresentaram desgaste dos tecidos do
tegumento e estreitamento do endosperma micropilar (Fig. 3 A, B, C, F, G, H, Ke L).

As sementes mantidas a 35 °C, ainda que apresentassem desgaste das células dos
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tecidos do tegumento, apresentaram modificacdes, como alongamento do eixo
hipocétilo/radicula que sinaliza para uma germinacao positiva.

As sementes mantidas na temperatura de 25 °C apresentaram maior integridade
de proteinas durante todo periodo avaliado (Fig. 4 A — D), semelhante as sementes
mantidas a 30 °C (Fig. 4 E - G), com excec¢do do ultimo tempo de embebi¢do, no qual
observa-se coalescéncia das proteinas (Fig. 4H). Por outro lado, nas sementes mantidas
a 35 °C observa-se coalescéncia dos corpos proteicos e grande consumo dessa reserva

ao final do tempo avaliado (Fig. 4 I-L).

4- Discussao

As diferencas nas porcentagens de germinagdo de sementes de cedro nas
diferentes temperaturas estdo de acordo com o descrito por Flores (2018) e por Aragdo
(2015). Esses autores verificaram germinagdo de 94 e 87%, a 25 °C, respectivamente,
sendo esta a faixa Otima para esta espécie. Contudo, houve redu¢do na germinagdo
quando submetidas as temperaturas de 30 e 35 °C. A atividade das proteases foi
superior em 35 °C (Fig. 1B), podendo estar atuando como reguladora na germinagdo e
no alongamento da raiz primaria (WILSON et al., 2018). Por outro lado, a atividade
dessa enzima pode estar relacionada a degradacdo das sementes e quebra acelerada de
proteinas, conforme visto em 30 e 35 °C (Fig.4).

A presenca de proteases € essencial para formacao de enzimas glicoliticas, ATP
sintases mitocondriais, aldolases redutases, metionina sintases, moléculas chaperonas
estimulam a germinacdo e podem proteger a célula contra os efeitos negativos das
EROs (WOJTYLA et al., 2016). Essa regulacdo proteolitica foi estudada em arroz, na
qual a expressdo dos genes responsdveis pelo alongamento e tamanho celular (OTS1-
RNAI), foram inibidos, comprometendo as atividades de proteases e mostrando ser a
funcdo regulatéria dessas enzimas determinante para o crescimento da cultura.
(SRIVASTAVA et al., 2016).

A invertase hidrolisa a sacarose em frutose e glicose para que esses aguicares
sejam utilizados como substratos respiratérios para geracdo de energia. Esta enzima ¢é
mais ativa durante o inicio da germinacdo para suprir a demanda energética (KOCH et
al., 2004). Outro fator relevante é o aumento da disponibilidade de glicose

proporcionado pela invertase. A glicose e os demais agucares redutores sao moléculas
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sinalizadoras (NOCTOR et al., 2017; SOUZA et al., 2017), que atuam em diferentes
rotas metabdlicas e diversos processos, como a germinacao.

Além disso, os carboidratos afetam a expressdo de diversos genes (BLASSING
et al., 2005; KUMAR et al., 2015). A invertase possibilita alteragdes das concentracdes
locais de carboidratos e da razdo sacarose/monossacarideos, favorecendo a germinacgdo
a 25 °C. Na temperatura de 35 °C a atividade da invertase inicialmente maior pode estar
relacionada a reativacdo metabdlica e a germinagdo. No entanto, apés um maior periodo
sob essa temperatura a atividade enzimatica foi afetada drasticamente, comprometendo
a germinacdo, possivelmente ligada a reduc@o da disponibilidade de agucares para a
germinagdo. Isso provavelmente ocorreu com finalidade de manter a homeostase
celular, com a ndo conversdo de substratos e sinalizacdo relacionada ao estresse térmico.

Outro fator que influenciou a germinacdo das sementes mantidas a 25 e a 30 °C
foi a producao de H>O2 sempre crescente, porém em niveis menores que o produzido a
35 °C (Fig.1 D). O H20O2 também ¢é considerado molécula sinalizadora e desempenha
papel importante na germinacdo, enfraquecendo as ligacdes entre os componentes da
parede celular e sinalizando para a sintese e atividade de enzimas hidroliticas,
favorecendo a germinagdo (BEWLEY et al., 2013; KUMAR et al., 2015). Porém, em
quantidades altas causa a morte celular, o que ocorreu provavelmente com as sementes
encubadas a 35 °C. O aumento da concentra¢ao de H>O> pode também estar relacionado
a retomada da respiragdo e de atividades metabdlicas. Essa molécula é responsavel por
sinalizacdo celular, ativacdo de canais de Ca*, inibidora de fosfatases, ativacdo da
traducdo de MAPKSs, apoptose (PCD) e ativacdo da expressdo de genes que estdo
ligados a sistema antioxidativo (AWASTHI et al., 2016). Porém, podem causar dano as
membranas celulares quando encontram-se em elevadas concentragdes, levando a sua
desestruturacdo.

Em elevadas temperaturas o aumento da concentracdo de H>O> pode levar a
peroxidacdo lipidica e ao aumento da producido de malonaldeido, que é um indicador de
elevadas taxas de peroxidacdo. Assim, a elevada atividade de peroxidagdo lipidica,
associada a radicais livres e per6xidos é uma possivel causa da perda de viabilidade das
sementes de cedro submetida a 35 °C. Sementes de C. fissilis mantidas a 20 °C em
baixa umidade (34% UR), apresentaram maiores quantidades de malonaldeido e maior
condutividade elétrica, portanto maior perda da integridade da membrana e perda da
viabilidade das sementes (FLORES et al., 2017), confirmando que as sementes de C.

fissilis sdo susceptiveis a peroxidacao lipidica em condicdes de estresse.
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A APX pode atuar como antioxidante celular usando o ascorbato como um
doador de elétrons para a reacdo (ASADA et al., 2006; ALI et al., 2016). Esta enzima
age em conjunto com a SOD e a CAT modulando o teor de H>O», evitando o estresse e
favorecendo a germinacdo em temperaturas 6timas, pois a SOD dismuta o H>O2 que é
utilizado pelo ciclo da glutationa-ascorbato para eliminar o H,O2 sem causar danos
oxidativos a célula (FLORES et al., 2014). Neste sentido, sugere-se que a APX é
dependente em temperaturas proximas a Otima para a germinacdo de cedro. A atividade
da APX em todos tratamentos avaliados indica que ascorbato peroxidase estd funcional
€ mantem o sistema antioxidante mesmo em condi¢des de estresse térmico. Semelhante
a baixa germinacao de sementes de arroz (Oryza sativa), quando submetidas ao estresse
térmico estd associada a queda da atividade a SOD, APX e CAT com elevados teores de
H>0;, comprometendo o sistema antioxidante e impedindo a germinagdo devido ao
dano oxidativo (ALI et al., 2016).

A primeira barreira ao excesso de EROs nas células € a atividade da SOD que
desmuta o O2” em Oz e H>0», gerando o substrato para acdo da CAT (AKTER et al.,
2017). As maiores atividades dessas enzimas a 35 °C indicam maior produ¢do de EROs.
Como resultado, ndo houve germinac¢do. A produgdo de H>O; estd envolvida com danos
causados a germinacdo, conforme foi observado no eixo embriondrio de sementes de
Melanoxylon braiina, onde a atividade da SOD e da CAT tiveram maiores alteracdes ao
longo da germinacdo a 15 e a 40 °C, demonstrando que temperaturas estressantes
provocam danos oxidativos (FLORES et al., 2014). Em sementes de Dalbergia nigra, o
teor de H>O» decresceu em todas as temperaturas, com excec¢ao a 5 °C (MATOS et al.,
2014). Isso porque na temperatura de 40 °C, provavelmente ocorreu desnaturacdo de
enzimas importantes no processo metabolico. Em sementes de Dalbergia nigra, o
aumento da temperatura também causou aumento na produgdo de superdxido e as
sementes nao germinaram (MATOS et al., 2014; ATAIDE et al., 2015).

As POXs estdo envolvidas no processo de lignificacdo de parede celular,
catalisando o ultimo passo enzimatico da biossintese de lignina (HIGUCHI et al., 1985).
Esta enzima apresenta um carater bifuncional no metabolismo oxidativo, pois podem
utilizar o H20 para oxidar varios substratos por meio do seu ciclo catalitico
peroxidativo e também podem produzir OH™ a partir de H>O> por intermédio do seu
ciclo catalitico hidroxilico (SOUZA et al., 2018). Assim, as POXs de parede mantém a
viabilidade, o alongamento celular devido a produgdo de OH™ e a clivagem ndo

enzimatica dos polissacarideos de ligacdo cruzada (MAIA et al., 2012). Por outro lado,
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estas enzimas também podem restringir o crescimento por meio do espessamento da
parede celular em decorréncia da eliminacdo do H>O» associada a polimerizagdo dos
precursores da lignina. Como consequéncia, as POXs podem estar envolvidas na
regulacdo do crescimento celular envolvendo o metabolismo do H20». Adicionalmente,
ja foi relatado que a peroxidase Classe III (guaiacol peroxidase) ndo apenas age como
sistema antioxidante, mas também cumpre papel na formacdo da lignina, suberina,
regulacdo de auxinas durante a germinacdo de sementes de arroz em baixas
temperaturas (BAEK et al., 2018), mantendo assim a viabilidade de sementes. Neste
sentido, as EROs também agem favorecendo a germinacao, atuando no enfraquecimento
do endosperma ou tegumento das sementes, assim como na protecdo da raiz primdria
contra microrganismos patogénicos e sinalizadores celulares (SCHOPFER et al., 2001;
SOUZA et al., 2018).

Através do papel da H;0O; a atividade de enzimas hidroliticas facilitam a
expansdo celular, regulam a turgidez, promovem o enfraquecimento do endosperma
micropilar de C. fisslis durante a germinacdo. Assim, a reducio deste compartimento €
visivelmente percebido durante o processo germinativo (Figura 3). Também € possivel
observar o consumo do endosperma lateral, que serve como fonte de energia para
crescimento embriondrio (Figura 3 F, L, R). O padrao de consumo de microsperma
lateral também foi relatado em sementes de bratina submetidas a 25 °C (SANTOS et al.,
2017).

O teor de proteinas presentes no tegumento e endosperma foi reduzido ao longo
do processo germinativo (Figura 4). Nota-se que em 96 h em todos tratamentos ocorreu
a reducdo do teor em comparacao em 24 h e o mesmo correu com relacio a temperatura.
Sabe-se que, de forma geral, os teores proteicos de reservas de sementes servem,
principalmente, como fonte de aminoacidos para a sintese de novas proteinas ou como
fonte de esqueleto de carbono para sintese de energia (BEWLEY et al., 2013).

Estes resultados indicam que a 25 °C ocorre baixa concentracdo de EROs e a
atividade antioxidante € suficiente para manutencdo das atividades celulares,
favorecendo a germinacdo. Por outro lado, as sementes a 35 °C, provavelmente em
condicdo de estresse, t€m o sistema antioxidante e de membranas comprometidos,
resultando no aumento da producio de H>O: que leva a perda de vigor e da germinagdo

de Cedrela fissilis.
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5- Conclusoes

A temperatura 6tima de germinac¢do de cedro € 25 °C.

Ocorre maior atividade enzimdtica de protease e invertases a medida que se

eleva a temperatura até 30 °C.

A atividade da SOD e da CAT é comprometida em 35 °C, levando a morte da
semente. Nao houve diferenca na atividade de APX em todos tratamentos avaliados. E a

atividade da POX teve reducdo significativa a 30 e 35 °C.
O teor de H>O> é maior em 35 °C.

Ocorre consumo do endosperma lateral ao longo do processo germinativo em
todos tratamentos avaliados. Ha redugdo no teor proteico das reservas das sementes ao
longo do processo germinativo. As sementes submetidas as 35 °C tiveram reducgdo

acentuada do teor de proteinas.

A temperatura de 35 °C € prejudicial ao processo germinativo das sementes de

Cedrela fisslis.
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Artigo 3
Andlise qualitativa de proteinas de Melanoxylon brauna por espectrometria de massas
em diferentes temperaturas

Resumo

A crescente emissdo de gases de efeito estufa e a elevacdo da temperatura global
afetam a fisiologia das sementes tropicais devido a mudancas no perfil proteico pelas
alteracdes pos transcricionais. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar o
perfil proteico expresso em sementes de Melanoxylon brauna em trés temperaturas.
Foram utilizados trés géis SDS PAGE com short run para cada temperatura utilizada (0,
25 e 40 °C), feita digestdo triptica e realizada a leitura em UPLC nanoAcquity MS.
Foram encontradas 69 proteinas no perfil expresso. A presenca de proteinas em TO estdao
relacionadas a protecdo e ao desenvolvimento inicial da semente. Em 25 °C as proteinas
pertencem a sintese de ATP, ao sistema antioxidante, a protecdo celular e a sintese de
novo. As proteinas em 40 °C integram vias ligadas ao estresse oxidativo, ao sistema

antioxidante e a manuteng¢ao celular.

1-Introducao

A crescente industrializacdo, destrui¢ao das florestas e o uso indiscriminado do
solo e de seus recursos impactam negativamente o clima do planeta. Os aumentos nas
concentracdes de mondxido e de didxido de carbono na atmosfera possivelmente
alterardo o clima e a vida no planeta. Como consequéncia, prevé-se mudangas na
precipitacdo, no aumento da temperatura global e alteragdo do nivel do mar (BEGUN et
al., 2018; TAVARES et al., 2018). E estimado aumento em torno de 1 a 5 °C para a
regido tropical sul americana (IPCC et al., 2018). O segundo relatério da FAO (2016)
informa que a taxa de desmatamento no periodo de 2010-2015 foi de 2,2 milhdes de
hectares por ano para a América Latina, correspondente a 14% da degradacdo mundial
de solos. Tal situacdo coloca em risco a Mata Atlantica e o Cerrado, dois biomas
brasileiros que estdo na lista de hotspots da biodiversidade (FERRERO et al., 2017). Os
cendrios criados a partir dos modelos que projetam alteracdes na precipitacio e na
temperatura alertam para consequéncias negativas, especialmente para o bioma Mata
Atlantica devido a sua pequena e fragmentada cobertura florestal (PBMC, 2017).

As sementes e mudas das espécies florestais nativas poderdo apresentar

diferentes niveis de sensibilidade a estas oscilacdes, mesmo sendo selvagens,
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dependendo de fatores como interacdes bidticas, genotipo, plasticidade fenotipica, ciclo
evolutivo, localizacdo geografica, nicho ecoldgico e magnitude das variacdes climéticas
(DAWSON et al., 2011; NEALE et al., 2011; COCHANE et al., 2016). De acordo com
Penedo (2015), 23% das espécies da flora brasileira encontram-se na categoria de risco
proxima da extingdo (Extintas ou Extintas na natureza). Tal fato demonstra a
importancia de estudos que visem a conservagdo, o entendimento do comportamento
fisiologico e bioquimico frente ao estresse bidtico ou abidtico e a preservacdo em
diferentes biomas brasileiros.

Dentre as espécies da Mata Atlantica, a brauna (Melanoxylon brauna) esta
classificada como vulnerdvel na lista de espécies brasileiras ameacadas de exting¢do
(BRASIL - MMA, 2008). A bratina € uma espécie arbdrea, secunddria tardia, familia
Fabaceae: Caesalpinioideae, que tem ocorréncia nos estados de AL, BA, DF, ES, MG,
RJ e SP, principalmente em &reas de fitofisionomias do dominio atlantico, mas também
pode ser encontrada em dreas do dominio do cerrado. Esta espécie apresenta elevado
interesse econdmico devido a sua trabalhabilidade e rentabilidade da madeira, tornando-
a alvo da predacdo e do uso indiscriminado (LORENZI et al., 2008). Tendo em vista o
risco de extingdo da bratina e sua importincia para uso antropico, € urgente a
necessidade de estudos para sua preservacio e conservacgao.

A semente é a via de propagacdo da bradna, seja para fins de restauracdo ou
producdo de madeira. Logo, a qualidade da semente é um fator importante para
producdo e preservacao desta espécie. Um dos fatores que afetam a germinabilidade das
sementes € a elevacdo da temperatura, seja na sua amplitude maxima ou média. Essa
influéncia estd relacionada as alteragdes na velocidade das reacdes enzimdticas, bem
como ao controle da cinética de absorcdo de dgua (OLIVEIRA et al., 2017). Estudos
apontam que 25 °C € a faixa de temperatura Otima para a espécie, com até 98% de
germinacdo. Porém, em temperaturas mais elevadas (30, 35 e 40 °C) a porcentagem de
germinagdo tende a ser nula (FLORES et al., 2014). Temperaturas de 35, 40 e 45 °C
elevam a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs), com maiores danos ao
sistema de membranas (ATAIDE et al., 2018), maior acumulo de H>O,,
comprometimento do sistema antioxidante e posterior morte das sementes (SANTOS et
al., 2017).

E fundamental entender como a temperatura influencia a base molecular dos
processos de adaptacdo das sementes. Para isso, o rdpido desenvolvimento das técnicas

denominadas “dmicas” tem favorecido novas perspectivas. Dentre as quais vale citar a
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genOmica, transcriptomica, metabolomica e protedmica sdo combinadas com linhas de
pesquisas tradicionais t€ém possibilitado o conhecimento da base funcional e molecular
de adaptacdo e evolugdo de culturas com interesse econdmico (FAROOQ et al., 2009,
SMOLIKVA et al., 2018). A protedmica € uma area da bioquimica que estuda as
proteinas contidas numa amostra biolégica em uma dada célula, tecido ou organismo
(AGRAWAL et al, 2015). Esses estudos podem abordar o desenvolvimento, a
tolerancia a dessecacdo, a germinagdo, a dorméncia, vigor das sementes assim como
condicdes de estresses (WANG et al., 2015). Para elucidar os mecanismos de resposta
das sementes aos diferentes estresses abidticos, técnicas pds-gendmicas como a
protedmica tém se mostrado valiosas para ajudar na compreensio de tais fendmenos,
como a sinalizacdo e vias metabdlicas envolvidas (TAN et al., 2013).

Sdo incipientes os trabalhos realizados com sementes de espécies arboreas
nativas do Brasil com base na anélise protedmica. Foram identificadas em sementes de
Hevea brasiliensis, a beta glucosidase, a giberelina, a rubisco e o dcido 1-carboxilico-1-
amino ciclopropano (ACC), precursor imediato do etileno, antes e apds a germinagao
(WONG et al.,, 2005). Proteinas como BiP (membro de heat shock 70 protein),
endopeptidase, ATP sintase e ascorbato peroxidase durante o desenvolvimento de
sementes de Ocotea catharinensis (DIAS et al., 2010). Vicilina, aldolase, gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase e ATPase em embrides secos e germinados de Araucaria
angustifolia (BALBUENA et al., 2011). “Legumin”, proteina de reserva durante estudo
de tolerancia a dessecacdo, em sementes de Magnolia ovata (J OSE et al., 201 1). Ainda
sd0 escassos no Brasil os trabalhos que investigam o efeito da temperatura na
germinagdo das sementes florestais utilizando a ferramenta protedmica. Sementes de
Eucalyptus urophylla osmocondicionadas e sob estresse térmico (45 °C) tiveram maior
abundancia de proteinas associadas a regulacdo do ciclo celular, sugerindo que 22
proteinas estariam envolvidas na protecdo contra o efeito térmico e EROs (MARTINS
et al., 2017). Identificou-se 48 proteinas diferencialmente abundantes em sementes de
Cariniana legalis, na temperatura Otima de germinacdo (25 °C), relacionadas a
oxirredugdo, processos de regulacdo, enovelamento e via de carboidratos, além de
quantificar atividades de enzimas do sistema antioxidante (catalase, peroxidase,
superdxido dismutase e flavanona-3-hidroxilase) (TRINDADE et al., 2018).

Dessa forma, estudos que envolvem a andlise protedmica podem contribuir
significativamente para desvendar as possiveis relagdes entre a regulacdo diferencial de

proteinas das plantas ao estresse térmico (KOSOVA et al., 2011). No cendrio das
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mudancas climdticas em curso, torna-se de grande importancia a elucidacdo dos
mecanismos que ocorrem nas plantas sob estresse térmico. Sendo assim, 0s objetivos
foram avaliar o efeito térmico no proteoma de sementes de Melanoxylon brauna e
entdo, identificar e qualificar funcionalmente o perfil proteico expreso que € relevante

para as sementes em diferentes temperaturas.

2-Material e métodos

Tratamento e excisdo do eixo embriondrio: As sementes foram coletadas,
beneficiadas e posteriorimente armazenadas em camara fria (5 °C/ 60% umidade
relativa) até utilizacdo. As sementes foram imersas em captan 1% por trés minutos e
colocadas em placas de petri (9 cm @) sobre duas folhas de papel germitest umedecidas
com agua destilada. Os tratamentos consistiram em tempo 0 (semente que ndo foi
embebida, TO), sementes mantidas a 25 °C por 48 h (T1) e a 40 °C por 48 h (T2). O
eixo embriondrio foi retirado com ajuda de bisturi e pinga para as andlises. Foram
colocadas 100 sementes por tratamento distribuidas em 5 repeti¢des bioldgicas de 20
sementes cada.

Extracdo e quantificacdo das proteinas: As quantificagdes de proteinas das
amostras do extrato bruto dos diferentes tratamentos foram realizadas pelo método de
Bradford, em triplicata (BRADFORD et al., 1976). Uma curva padrdo foi preparada
com concentragdes crescentes de soro albumina bovina (BSA) na faixade 0 e 15 pg pL°
1.

Eletroforese desnaturante SDS-PAGE: A eletroforese foi realizada em condi¢des
desnaturantes, de acordo com o método de Laemmli (LAEMMLI, 1970). O gel de
separacdo utilizado teve 1,5 mm de espessura e concentragdo de 10% de poliacrilamida
tamponada em 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8. Foram utilizados 3 géis de corrida, um para
cada tratamento com 5 repeti¢des técnicas, considerando a canaleta uma repeti¢do. Cada
canaleta recebeu 50 pg de proteinas totais, derivadas das amostras previamente
desnaturadas com temperatura e tampado de amostra composto por 62,5 mM Tris-HCl,
pH 6,8, 25% glicerol, 2 % SDS e 0,01% azul de bromofenol. Na corrida do gel foi
utilizada a corrida de menor tempo ou “Short Run”, que consiste na migracdo das
proteinas por aproximadamente 1 centimetro no gel de separagcdo. Alcancando essa
marca a corrida € interrompida (LIEBLER; HAM 2009; RESJO et al., 2017). A

imobilizacdo das proteinas totais do gel de separacao foi utilizada visando a reducao do

64



nimero de interferentes e a perda de proteinas (SILVA et al., 2018b). A corrida
eletroforética foi executada a 200 V para, em seguida, o gel foi fixado em solugdo
aquosa de 10% metanol e 5% dacido acético por 2 horas sob agitacdo. A coloracdo foi
realizada em solu¢do de coomassie G250 até o aparecimento das bandas
correspondentes as proteinas. Em seguida foi realizada a descolora¢do até o gel ficar
translucido.

Digestdo triptica: As bandas constituidas com as proteinas de interesse foram
retiradas do gel com o auxilio de um bisturi, fragmentadas e colocadas em microtubos
devidamente identificados. Os fragmentos de gel foram descorados por meio de
sucessivas lavagens em solucdo de acetonitrila 50% e bicarbonato de aménio 25 mM
(SHEVCHENKO et al., 2006).

Os géis foram desidratados com acetonitrila 100% por 5 min (2 vezes) e secos
em speed vac por 15 min. As proteinas foram reduzidas em solu¢do de 65 mM DTT e
100 mM bicarbonato de amonio por 30 min a 56 °C. Em seguida, as proteinas foram
alquiladas em solucao 200 mM de iodoacetamida e 100 mM bicarbonato de amdnio por
30 min a temperatura ambiente e protegido da luz. Os géis foram lavados com 100 mM
bicarbonato de amo6nio durante 10 min por 2 vezes, desidratados em acetonitrila 100%
durante 5 min. Apds repetir esse ciclo de lavagem por mais 3 vezes, os géis foram
concentrados e secos em sistema de centrifugacio a vacuo durante 15 min.

Para a digestdo enzimadtica, os géis foram reidratados com solu¢do contendo
tripsina (Trypsin, from porcine pancreas, Proteomics grade) 25 ng mL! em solucdo de
40 mM bicarbonato de amodnio pH 8,0 e acetonitrila 10%. Foram adicionados 20 pL da
solucdo com enzima a cada microtubo contendo os géis e submetidos a banho de gelo
durante 45 min para penetragdo no gel. Decorrido esse tempo, 50 pL de solugdo de
bicarbonato de amonio (50 mM) foram adicionadas e as amostras foram incubadas a 37
°C por 20 h (overnight). Posteriormente, os géis foram submetidos a banho ultrassdnico
durante 10 min, centrifugados a 200 g por 2 min e a solu¢do removida para novos
microtubos. Foram adicionados 40 pL de solugdo de acido férmico 5% e acetonitrila
50% nos géis restantes para recuperar maior quantidade de fragmentos tripticos. Os
microtubos contendo fragmentos de géis foram novamente submetidos a banho
ultrassonico durante 2 min, centrifugados e a solu¢do transferida aos novos microtubos.
As solucdes contendo os fragmentos tripticos foram concentradas a vicuo até secagem

total e armazenados a -20 °C.
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Identificacdo, classificacdo de proteinas homologas por espectrometria de
massas: Os peptideos digeridos foram dessalinizados por meio de micro colunas do tipo
Zip-Tip (Millipore®), contendo resina de fase reversa (C18) previamente ativada com
acetonitrila 100% e equilibrada com 4cido trifluoroacético 0,1%. Os peptideos
constituintes das réplicas oriundas do short-run foram solubilizados em 40 puL de
solucdo aquosa de 4cido formico 0,1% (grau de pureza LCMS) e acondicionados em
recipientes “vial total recovery” para a aplica¢do no sistema nano LC-MS/MS. Apés o
preparo da amostra, 1 pL da solucdo foi analisado por nano LC-MS, utilizando o
sistema UPLC nanoAcquity (Waters, EUA), contendo uma coluna trap modelo
nanoAcquity UPLC® 2G-V/M Trap 5 um Symmetry® C18 180 pm x 20 mm, em uma
taxa de fluxo de 7 pL min™!, durante 3 min. A separacdo dos peptideos ocorreu por uma
coluna nanoAcquity UPLC® 1.7 um BEH130 100 pm x 100 mm, operando com taxa de
fluxo de 0,4 uL min™'. A fase mével do processo cromatogrifico teve como solventes a
dgua acidificada com 0,1% de acido férmico (solvente A) e acetonitrila (ACN)
acidificada com 0,1% de 4cido férmico (solvente B). A separacdo cromatografica
ocorreu conforme a seguinte programac¢do de B: 2% por 1 min; gradiente de 2 a 30% de
B por 209 min; gradiente de 30 a 85% de B por 10 min; manuten¢do em 85% de B por 5
min; gradiente de 85 a 2% por 5 min e manuten¢do em 2% por 10 min, totalizando 240
min de andlise cromatogréfica. Os peptideos eluidos foram automaticamente injetados
em espectrometro de massas modelo MAXIS 3G (Bruker Daltonics, Alemanha),
atuando no modo online, com fonte de ioniza¢do CaptiveSpray. A andlise dos peptideos
foi realizada por meio do método IE_GCF_01-02-2017, com o fluxo de gis de secagem
de 3 L min!, temperatura da fonte de ionizacdo de 150 °C e voltagem de transmissdo de
2 kV. Os dados brutos foram convertidos em listas de massas na extensao .mgf (Mascot
Generic Format), e na extensdo .mzXML (Extensible Mark-up Language), as quais
foram submetidas aos softwares Mascot Daemon, versio 2.4.0 (Matrix Science,
London, UK) e PEAKS, versio 7.0 (Bioinformatics Solutions Inc., Canadai),
respectivamente, para a comparacdo contra as sequéncias de proteinas da familia
Fabaceae (download em 12/03/2019, com 757.885 entradas) com depositadas no banco
de dados UniProt Knowledgebase (The UniProt Consortium, 2017). Os parametros
usados para a pesquisa no Mascot Daemon foram: digestdo enzimadtica pela tripsina com
uma clivagem perdida; carbamidometilagdo da cisteina como modificacdo fixa e
oxida¢do da metionina como modificacdo varidvel, carga de ions variando entre +2 e

+4, tolerancia de erro de 30 ppm para o fon parental e 0,5 Da para os fragmentos,
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excluindo os peptideos monocarregados (+1). Os parametros usados para a pesquisa no
PEAKS foram os mesmos acima descritos, acrescentando como critério de aceitacdo
para a identificacdo das proteinas, pelo menos, dois peptideos identificados com FDR
(False Discovery Rate) < 1% e a proteina identificada ter sua presenca comprovada em,
pelo menos, duas réplicas. Os resultados obtidos pelo MASCOT Daemon foram
validados estatisticamente pelo aplicativo SCAFFOLD, versio 3.6.4 (Proteome
Software INc., Portland, OR). Para a validacdo dos peptideos identificados foi aplicado
o algoritmo Peptide Prophet (KELLER et al., 2002) e para as proteinas o algoritmo
Protein Prophet (NESVIZHSKII et al., 2003), como critério de aceitagdo para a
identificacdo das proteinas foram adotados os parametros com o minimo de 90% de
probabilidade de identificacdo para ambos, peptideos e proteinas, com a presenca de
pelo menos dois peptideos encontrados em cada proteina identificada e a presenca dessa
proteina ter sido comprovada em, pelo menos, duas réplicas.

Os dados de pl tedrico, massa e cobertura foram obtidos com uso do Expasy
Proteomics utilizando a ferramenta ProtParam utilizando da sequencia FASTA obtida
no Uniprot de cada proteina identificada.

As proteinas identificadas em ambos os softwares como “Uncharacterized”
foram analisadas usando o software BLAST, versdo 2.4.0 (ALTSCHUL et al., 1990).
Nessa anélise, foi possivel identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados
protein non-redundant (nr) do NCBI que apresentaram maior identidade com as
sequéncias das proteinas ‘“Uncharacterized”.

A classificacdo funcional das proteinas identificadas e validadas foi realizada
por meio da comparacdo de suas sequéncias com as proteinas ortélogas de eucariotos
disponiveis no banco de dados KOG (TATUSOV et al., 2003). Nessa classificagdo, um
ID do KOG fo1 atribuida a cada proteina que alinhou significativamente (E-value <
10E-10) com aquelas depositadas nesse banco de dados, usando o Reverse Position
Specific BLAST (RPS-BLAST) (MARCHLER-BAUER et al., 2002; SCHAFFER et al.,
1999).

As redes de interacdo entre as proteinas identificadas foram reconstruidas
utilizando o aplicativo STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes,
versao 11.0 (http:// http://string-db.org/) (SZKLARCZYK et al., 2015). Nessa andlise,
as redes foram obtidas usando a espécie Glycine max como organismo de referéncia
para as buscas nas bases de dados por meio das estratégias de textmining, experiments,

database e co-expression, dentro de um nivel de confianga acima de 0,90 e no méximo
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20 interagdes na primeira chamada. O grafico da rede de interacdes foi gerado no modo
confidence view, no qual os ndés maiores representam proteinas com estrutura 3D
conhecida e a espessura da linha entre os nds indica o nivel de confianca entre as

proteinas de determinada interagao.

3-Resultados
Foram identificadas 69 proteinas homologas, sendo 27 distintas em cada
abordagem (PEAKS e Mascot Scaffold) e 15 proteinas homologas que s@o expressas em

ambas abordagens (Fig. 1).

Peaks (42) Scaffold (42)

27 15 27

Figura 1: Proteinas homologas identificadas de acordo com as abordagens PEAKS e

Mascot/Scaffold em sementes de Melanoxylon brauna em diferentes temperaturas.

As proteinas foram separadas de acordo com cada tratamento sendo expressas 49
proteinas homologas no TO e 6 e 12 proteinas para as temperaturas de 25 °C (T1) e a 40

°C (T2), respectivamente (Fig. 2).
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TO (51)

49

T1(7)

12

T2 (13)

Figura 2: Proteinas homologas identificadas conforme cada tratamento térmico em

sementes de Melanoxylon brauna.

Os resultados das identificacdes das 69 proteinas expressas estdo descritas na

tabela 1, explicitando seus respectivos nomes, IDs, scores, coberturas, PI, massas e

abordagens utilizadas.
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Tabela 1: Identificagdao de proteinas do embrido de sementes de Melanoxylon brauna submetidas a diferentes temperaturas, identificadas por
QTOF, algoritmo MASCOT e softwares SCAFFOLS e PEAKS.

Cobertur 1 , Grupo
1D Nome Score p . Massa | Abordagem Peptideo Tratamento p
a teorico KOG
17853.0 HSNIPAHISPCFR
AOA1S3UMV1 40S ribosomal protein S11 134 25 10,57 3 ’ Peaks VKEGDHVIIGQCRPLSK T2 J
SIGLGFKTPR
40S ribosomal protein S14 16263,6 IGRIEDVTPIPSDSTR
AOA151SCUO (Fragment) 140 18 10,73 5 Peaks TPGPGAQSALR TO J
40S ribosomal protein S15a- FDVGVKEIEPWTAR

AOA1S3UNE2 like 219 19 10,05 14855 Scaffold VRVSVLNDALK TO J

. . 27810,4 GGLGVGAFQR
AOA1S2YWLI1 40S ribosomal protein S19-3 78 15 10,10 6 Peaks TVKDVSPHEEFVK TO J

LSVIPVRR
AOA151SUX4 40S ribosomal protein S2-4 187 15 10,32 29927 Scaffold KVLQFAGIEDVFTSSR TO J
SPFQEYTDLLAKPTGK

. . 27810,4 SRECLPLILILR

AOAOB2P1D1 40S ribosomal protein S4 222 13 10,08 6 Peaks MGNVFIIGKGTKPWYVSLPK T1 J
. . NIKTIAECLADELINAAK
AOAOB2NSC6 40S ribosomal protein S5 163 16 9,62 22524.0 Peaks RVNQAIYLLTTGAR TO J
IFEGEALLR
AOAOB2R8J9 40S ribosomal protein S9-2 45 16 10,41 21916 Scaffold VDSQKHIDFSLTSPLGGGRPGR T1 J
HIDFSLTSPLGGGRPGR
5.
. KYTEVKPALTNMVAAAK

AOA371EPF6 methyrllfzgahgf;g’cter?ﬂt“gl‘“a 792 6 6,51 889;’2’7 Peaks EGVKYGAGIGPGVYDIHSPR T2 E

N ystene FLFAGVVDGR

methyltransferase (Fragment)
GDLKEVSEEVAK
C6TGAG6 60S acidic ribosomal protein 157 11 5,02 34225 Scaffold VGSSEAALLAK T2 J
GTVEIITPVELIK
HGSLGFLPR
AO0AO0B2SI69 60S ribosomal protein L3 160 7,2 10,16 44654 Scaffold KVACIGAWHPAR TO J
VSFTVAR
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Cobertur 1 , Grupo
ID Nome Score p . Massa | Abordagem Peptideo Tratamento p
a teorico KOG
VACIGAWHPAR
RAGHQTSAESWGTGR
IPRVPGGGTHR
. . 44640,7 ASIRPDIVTFVHDNISK
AO0AO0A6ZDS3 60S ribosomal protein L4/L1 354 21 10,44 3 Peaks KGPLIVYGTEGAK T2 A
NIPGVEVANVER
MALLAEAQRVK
781293 ASGDYAIVISHNPDNDTSR
AOAOB2RR69 60S ribosomal protein L8-3 160 21 10,72 6 ’ Peaks AMIGQVAGGGRTEKPLLK TO J
GVVTDVIHDPGRGAPLAK
. 37173,5 AGFAGDDAPR
Q96440 Actin (Fragment) 21 6 5,38 5 Peaks AVEPSIVGRPR TO Z
41096.1 IIGVDLVSSRFEGAK
Q684J9 Alcohol dehydrogenase 329 9 5,92 3 ’ Peaks GQTPLFPR T1 Q
TLKGTFYGNYKPR
. 45819,3 LNLGVGAYRTEEGKPLVLNVVR
Q40108 Aspartate aminotransferase 420 9 8,36 3 Peaks TVPHLADAIHAAVTRVV T2 E
Aspartic proteinase SVVPIASGRQIIQSPTYIVR
T2DNA5 nepenthesin- 1 103 6,5 9,22 47462 Scaffold LGPVAQPIR TO (@)
TAVVEGLAQR
AOA072USG1 ATP-dependent chaperone 620 4 615 | 248D Peaks AGLGRPQQPTGSFLFLGPTGVGKT TO o)
ClpB 3
ELAK
GPIQISWNYNYGQCGR
.. TALWFWMTPQSPKPSCHDVITGR
P94084 Class I chitinase 882 20 7,79 35927 Scaffold LSGYGTVTNIINGGLECGR TO R
IGFYKR
. 49397.,0 IGGIGTVPVGR
C6EVF9 Elongation factor 1-alpha 254 5 9,03 1 Peaks STTTGHLIYK TO J
AMKFSVSPVVR
92596.4 RVFYASQLTAKPR
AOA151S2W2 Elongation factor 2 774 15 5,77 9 ’ Peaks LLEPVYLVEIQAPEQALGGIYSVLN TO J
QKR
AYLPVIESFGFSSTLR
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ID

Nome

Score

Cobertur
a

pl
tedrico

Massa

Abordagem

Peptideo

Tratamento

Grupo
KOG

STLTDSLVAAAGIIAQEVAGDVR
NATLTNEKEVDAHPIR
RGHVFEEMQRPGTPLYNIK

AOA151TIF2

Eukaryotic initiation factor 4A-
10 (Rubisco)

341

5,37

46681,4

Peaks

GLDVIQQAQSGTGK
VLITTDLLAR
GIVPFCK

Tl

I11M561

Fructokinase-2

107

5,29

35397.,6
3

Peaks

TALAFVTLR
APGGAPANVAIAVSR

TO

T2B9MO

Fructose-bisphosphate aldolase

1560

25

7,73

38587

Scaffold

ANSEATLGTYK
VAPEVVAEHTVR
EGGVLPGIKVDK

GILAADESTGTIGKR
GKKPWSLSFSFGR
YHDELIANAAYIGTPGK
AQEAFLTR

TO

V7D036

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

509

25

6,97

36991

Scaffold

IGINGFGR
EYKPELDIVSNASCTTNCLAPLAK
GGRAASFNIIPSSTGAAK
VLPALNGK
GILGYTEEDVVSTDFVGDSR
AVGKVLPALNGK
SSIFDAK

T2

AOAOL9UHF2

GTP-binding nuclear protein

173

10

9,22

46217,8
9

Peaks

VCENIPIVLCGNK
SNYNFEKPFLYLAR
IRFYCWDTAGQEK

T2

AO0A1S2YP37

Heat shock 70 kDa protein

992

16

7,98

71565

Scaffold

TTPSYVAFTDTER
NQVAMNPQNTVFDAKR
NAVVTVPAYFNDSQR
DAGAISGLNVLR
[INEPTAAAIAYGLDKK
NSLENYAYNMR
IDKSNVHEVVLVGGSTR
VQQLLQDFFNGKELCK

T2
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Cobertur

pl

Grupo

ID Nome Score . . | Massa | Abordagem Peptideo Tratamento
a tedrico g P KOG
N CAGVALSR .
Q9SMJ4 Legumin-like 199 3,6 6,2 56251 Scaffold LSAEFGSLHK TO No hit
VAVLGAAGGIGQPLSLLMK
VAVLGAAGGIGQPLSLLMKLNPLV
AOA151SWU6 Malate dehydrogenase 65 14 8,22 35771 Scaffold SSLSLYDIAGTPGVAADVSHINTR T2 C
TQDGGTEVVEAK
GLIGEIISR
AOA371E6Z3 | Nucleoside diphosphate kinase 509 24 7,98 17863 Scaffold KIIGATNPAQSEPGTIR TO F
GDFAIDIGR
Phenylcoumaran benzylic ether VVILGDGNPK .
G71743 reductase-like protein Fi 188 8 8,37 | 34636 Scaffold AVFNKEEDIATYTIK T0 No hit
AAVPTIK
VILSSHLGRPK
AOAI151QRU3 Phosphoglycerate kinase 531 14 5,97 42549 Scaffold YSLKPLVPR TO G
LASLADLYVNDAFGTAHR
ELDYLVGAVANPK
- . 24176,0 GIVYGRPTNG
AOAO0S3T5C9 GTP-binding nuclear protein 96 9 11,53 3 Peaks GVTQLKFQR Tl J
o ALEQLQDAIAK
AOAOB2ROP9 Superoxide dismutase 138 11 8,56 26690 Scaffold LVVETTANQDPLVTK TO, T1 P
T-complex protein 1 subunit 57126,8 SLAIEAFSR
AOA1S3TL68 beta 436 5 5,44 9 Peaks GREVTVTNDGATILK Tl 0
GVTSNPAIFQK
LADDTEGTIEAAKWLHK
AOAOB2QY64 Transaldolase 121 14 6,05 | 479444 Peaks TVLHDLYEKEGQSPWYDNLCRPVT T2 G
DL
Triosephosphate isomerase, VSNWDNVVLAYEPVWAIGTGK
AOA1S2XBZ0 cytosolic 108 13 5,48 27256 Scaffold FEVGGNWK TO G
C 194572 DLGISIDDENNRR .
P86451 Trypsin inhibitor 169 14 5,83 5 Peaks DGDPLAVREVK TO No hit
. . 49903,3 LAVNLIPFPR
AOA2K3NE8N3 Tubulin beta chain 276 5 4,78 6 Peaks LHEEMVGFAPLTSR TO Z
AOA371EZDS8 40S ribosomal protein S14 316 13 11,02 22512 Scaffold TPGPGAQSALR TO J
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Massa
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Peptideo

Tratamento

Grupo
KOG

(Fragment)

IGRIEDVTPIPSDSTR

AOAOB2P9E6

40S ribosomal protein S5

127

9,2

9,57

22826

Scaffold

IGSAGVVR
RVNQAIYLLTTGAR
VNQAIYLLTTGAR

TO

AOA1J7THOYS

40S ribosomal protein S6

192

11

10,71

28596

Scaffold

KGDNDLPGLTDIEKPR
IQRLVTPLTLQR

TO

AOQAO0B2QW44

60S ribosomal protein L10

403

15

10,26

25419

Scaffold

FAGKDAFHLR
GAFGKPQGTCAR
VAIGQVLLSVR

TO

AOA1S2YKJ4

60S ribosomal protein L12-3-
like

272

22

8,96

18006

Scaffold

VTGGEVGAASSLAPK
IGPLGLSPK
VAVVPSAAALVIK

TO

C6TOES

60S ribosomal protein L18a

69

12

10,44

21381

Scaffold

VTFRFHQYQVVGR
IKFPLVFQK
TATIPAKLCK

TO

AOAOB2SWLS

60S ribosomal protein L23

174

19

10,74

15174

Scaffold

KVLPAVIVR
GSAITGPIGKECADLWPR

TO

AOA1S3TDSO

60S ribosomal protein L4

416

17

10,43

44717

Scaffold

AGHQTSAESWGTGR
AGQGAFGNMCR
KGPLIVYGTEGAK
SAFEKLDSIYGSFDKPSEK
KGYLLPR

TO

AOA371HWK3

Adenosylhomocysteinase
(Fragment)

432

10

5,95

54055

Scaffold

IVGVSEETTTGVKR
SKFDNLYGCR
KVYVLPK
VAVVCGYGDVGKGCASALK

TO

AOAO072UQAS

ATP-dependent chaperone
ClpB

72

7.3

5,85

101462

Scaffold

TKNNPVLIGEPGVGK
TAVVEGLAQR
GDVPSNLADVRLIALDMGALVAG
AK
VVGQDQAVNAVAEAVLR

TO

AOA151SGI9

Cell division cycle protein 48
isogeny

214

6.3

5,19

85215

Scaffold

GILLYGPPGSGK
AFEEAEKNSPSIIFIDELDSIAPK

TO
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a
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Massa

Abordagem

Peptideo

Tratamento

Grupo
KOG

QSAPCVLFFDELDSIATQR
SPISKDVDLAALAR

AO0A371FOK4

Chaperonin CPN60-2,
mitochondrial (Fragment)

134

5,99

61712

Scaffold

NVVIEQSFGGPK
AGIIDPLKVIR

TO

WOTSAO

Chitinase

126

9,9

591

35706

Scaffold

DNFNQMLKHR
AIGVDLLNNPDLVATDPVISFK

TO

AQA1J7IST3

Elongation factor 1-alpha

461

4,7

9,15

49614

Scaffold

STTTGHLIYK
IGGIGTVPVGR

TO

AOAOLO9VP84

Formate dehydrogenase,
mitochondrial

48

4,8

5,61

43971

Scaffold

EGQLASQYR
KGVLIVNNAR
ILILIR

TO

AOAI151TV39

Fructose-bisphosphate aldolase

973

22

6,62

38930

Scaffold

LASINVENVETNR
YAAICQENGLVPIVEPEILVDGPHDI
NK
GILAADESTGTIGKR
EGGVLPGIKVDK
KPWSLSFSFGR

TO

AO0A151U689

Heat shock protein 83

417

8,6

4,98

80778

Scaffold

LDAQPELFIR
ADLVNNLGTIAR
GVVDSDDLPLNISR
SGDEMTSLKDY VTR
AVENSPFLER

TO

AOA151TDIO

Lactoylglutathione lyase

92

6,8

8,26

25843

Scaffold

VRIALAEK
LIAWAKR
SPLLLQMNPIHK

TO

AOAIS2XBN2

Lipoxygenase

157

3.5

5.85

97717

Scaffold

DTMNINALAR
TITPKLQTLIDLSVIEILSR

TO

No hit

AOA371HCS5

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase (Fragment)

275

19

7,68

18445

Scaffold

IVMELFADTTPR
ALCTGEKGIGR
FADENFIKK

TO

AOAI1S2YLSI

Protein SLE2

521

26

5,53

10618

Scaffold

GGLSTMDKSGEER
SLEAQEHLAEGRSK

TO

No hit

AOA151UBS50

Pyruvate kinase

78

4.8

8,15

54785

Scaffold

TKIVCTLGPASR

TO
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Cobertur 1 , Grupo
ID Nome Score P’ | Massa Abordagem Peptideo Tratamento P
a teodrico KOG
GLVPILSAASAR
AALILVLTR
. . Scaffold (Blast TLKGTFYGNYKPR
AOAOL9UFIJ2 Uncharacterized protein 364 3,4 5,88 41650 P) GTFYGNYKPR TO Q
. . Scaffold (Blast WGTGRAVSRI
AOAOQLI9T8US 60S ribosomal protein L4-1 50 100 65 41,41 P) HGIRPGKGKM TO A
AMIGQVAGGGRTEKPLLK
AOAOLITNS3 Uncharacterized protein 181 21 10,72 281;‘ 37 S"aff";d) (Blast ASGDYAIVISHNPDNDTSR TO J
GVVTDVIHDPGRGAPLAK
PREDICTED: actin, Scaffold (Blast DLAGRDLTDA
AOALITI33T cytoplasmic 2 isoform X2 35,4 100 58,87 41,71 P) EVLFQPSMIG T0 z
. . Scaffold (Blast TVPNVFIGGK
AO0A1J7GCZ1 Uncharacterized protein 391 20 8,79 13500 P) AKEIASSSPVVVFSK TO O
. . Scaffold (Blast AGSYAANVIIQR
AO0A1J7FWG3 Uncharacterized protein 164 7 5,11 37994 P) SGCTYPEKPDFH T2 G
. . Scaffold (Blast ALHIVGPDKK
AOA371FRW2 Uncharacterized protein 166 8.3 6,06 28826 P) LSFLYPATTGR TO, T2 O
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As proteinas foram classificadas de acordo com suas func¢des anotadas no
Eukaryotic Orthologous Groups (KOG), recuperadas do UNIPROT. As categorias

funcionais abordadas foram Classificacdo Funcional e Grupos (Figuras 3 e 4).

Functional Classffication

= INFORMATION STORAGE
AND PROCESSING

s CELLULAR PROCESSES
AND SIGNALING

26%

s METABOLISM

POORLY
CHARACTERIZED

= No Hit

Figura 3: Classificacdes funcionais (%) das proteinas identificadas em sementes de
Melanoxylon brauna pelo KOG.

Eukaryotic Orthologous Groups - KOG

Trandation, ribosomal structure and biogenesis IEEEEEEEEEEEGEG——————————— )
Posttranslational modification, protein turnover,. . NEEE———— ]2
Carbohydrate transport and mefabolism IEE————— O
NoHit m—— 3
RNA processing and modification

L W

Cytoskeleton
General function prediction only
Energy production and conversion
Secondary metabolites biosynthesis, transportand..

[ SR S SV )

Amino acid transport and metabolism
Coenzyme transport and metabolism MW 1
Nucleotide transport and metabolism M 1
Intracellular trafficking, secretion. and vesicular. M 1
Inorganic ion transport and metabolism M 1

Figura 4: Classificacdo funcional das proteinas identificadas em sementes de
Melanoxylon brauna pelo KOG — Fung¢des versus nimero de proteinas.
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De acordo com a classificacdo funcional das proteinas identificadas (Figura 3),
41% pertencem ao processamento € armazenamento de informacdes celulares, 23% a
sinalizacdo celular, 26% relacionam-se ao metabolismo, 3% foram pouco caracterizadas
e 7% nao houve alinhamento das proteinas com o banco de dados (no hit). A andlise de
agrupamento no KOG (Figura 4) demonstrou que o maior grupo identificado (36%),
pertence a traducdo e a biossintese de ribossomos, seguida da modificacdo pds
transcricional e turn over de proteinas com 18% dos grupos. O metabolismo de
carboidratos e transporte representa 14% dos grupos encontrados. Esses trés grupos em
conjunto correspondem a 68% das fungdes realizadas pelas proteinas nas condig¢des
deste trabalho.

A andlise String (Figura 5) demonstrou que existe forte interacio no
agrupamento de 18 proteinas ribossomais e 4 nio caracterizadas. H4 interacdo em um
pequeno grupo de 5 proteinas da glicdlise/gliconeogenese. Quatro proteinas pertencente

ao ciclo do &cido citrico se mostraram desconexas das demais, mas com interacoes

apenas entre Si.

A NS A ‘F"/"‘\
/'/r"‘ N
z

) NN ——
N =
A "

y /P

Figura 5: Andlise de string de sementes de Melanoxylon brauna submetidas a
diferentes temperaturas.
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4-Discussao

A expressdo de proteinas encontradas em TO (49), pode estar associada ao
processo de maturacdo. Sendo assim, a semente se encontra com todas as reservas
acumuladas durante seu desenvolvimento, nas diferentes fases de embriogénese,
histodiferenciacdo, maturacdo, dispersdo até a germinacdo (TAN et al., 2017). De
acordo com XU (2012), um grupo de 10 proteinas relacionadas as peroxidases, sintese
de amido, defesa contra patégenos, tolerancia a dissecacdo (LEAs) e pds maturacdo
foram encontradas em sementes de arroz sem embebicdo, relacionando-as a
embriogénese. Por outro lado, foram identificadas proteinas ligadas a funcao energética,
metabolismo de carboidratos e regulagdo hormonal, abundantemente presentes nas fases
de dispersdo, dorméncia e embebicdo de sementes. Pesquisas t€ém buscado entender os
mecanismos da embriogénese através do processo biologico (MA et al., 2012,
CANGAHUALA et al., 2014), expressao génica (VESTMAN et al., 2012, GE et al.,
2012) e alteracdes no perfil proteico expresso (ALMEIDA et al., 2012, RODE et al.,
2012). A andlise protedmica associada a embriogénese de culturas t€ém sido aplicadas
em milho (SUN et al., 2013, VARHANIKAVA et al., 2014), arroz (XU et al., 2012,
ZHANG et al., 2012), laranja (PAN et al., 2010), entre outas espécies de interesse
econdmico e, neste sentido, € necessdrio aplicar as mesmas técnicas frente ao estresse
ambiental como a temperatura.

Segundo Bulgakov (2019), ha correlagdo positiva com as mudangas no perfil
proteico e os diferentes estresses sofridos pelas plantas como a temperatura acima da
6tima (25 °C), associando o aumento de proteinas ao sistema antioxidante, regulacdo
hormonal de etileno e sintese de proteinas precursoras de vias energéticas em diferentes
etapas da formagdo até a dispersdo de sementes de Arabidopsis. Ao caracterizar o perfil
proteico de sementes ortodoxas de Pinus occidentalis verificou-se diferenca na
abundancia de proteinas entre a fecundacdo e a maturacdo das sementes. Aquelas
envolvidas em desenvolvimento estdo associadas ao grdo de pdlen e sdo relacionadas a
oxirredugdo, resposta ao estresse e expressao génica. Enquanto as proteinas relacionadas
a dissecacdo (LEA7-4 e LEA 7-2), e tolerancia ao dano oxidativo, como catalase e
metabolismo de carboidratos, estdo presentes nas sementes de pinus (FRANCISCO et
al., 2016).

A classificagao funcional (Figura 3) demonstrou que 41% das atividades das
proteinas homologas identificadas estdo classificadas na categoria de processamento e

armazenamento de informacdes, que envolvem atividades como tradugdo,
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processamento e modificacdo do RNA, replicagdo, recombinacdo e reparo de DNA,
assim como estrutura e dindmica da cromatina durante a fase de mitose - necessarias
para o crescimento da célula (SREEHASHA et al., 2016). A presenca dessas proteinas
em TO, T1 e T2 sugere que grande parte das atividades essenciais para manutencdo da
viabilidade e tolerdncia ao estresse de bratina ocorre indistintamente em todos
tratamentos. A variacdo sazonal alterou a expressdo do gene H3K4me3 responsavel pela
dorméncia (DOG1) em Arabidopsis, implicando menor tolerincia a mudanca de
temperatura e regime hidrico JOHNOVA et al., 2016). A menor expressdo de genes
ligados a cromatina (H2B), resultou na perda da dorméncia e, consequentemente, a
morte de sementes expostas a condi¢cdes desfavordveis a germinacdo (ZANTEN et al.,
2012). Da mesma forma, a expressdo de genes H3K79me3 ligados a acetil-trasnferase
de histonas (Lys-79) esta positivamente relacionada ao aumento da temperatura de 25
para 30 °C com finalidade de manutencdo da dorméncia para sobrevivéncia das
sementes (FOOTITT et al., 2015).

Cerca de 23% das proteinas homologas identificadas nesse estudo correspondem
a categoria processamento e sinalizacdo celular. Essa categoria estd agrupada em
atividades que correspondem ao controle celular, mecanismos de defesa,
sinalizacdo/modificacdo pds transducional, biossintese de membrana e parede celular,
citoesqueleto, transporte intracelular e secrecdo de vesiculas. Sugerindo que a
sensibilidade e a sinalizacdo da elevacdo de temperatura sdo fatores importantes para a
tolerancia ao estresse. Pelo menos quatro sensores desse tipo de estresse sdo utilizados
pelas células: canais de cdlcio da membrana, histonas nucleares e chaperonas presentes
no reticulo endoplasmatico e no citosol (MITTLER et al., 2012). De acordo com Wang
(2017), esse aumento de temperatura levou a redugdo na sinalizag@o celular e mudancgas
pOs transcricionais em proteinas relacionadas a fotorrespiracdo (glutamina sintase,
glicina desidrogenase), foto reacdo (foto sistema I e II, clorofila a/b), ciclo de Calvin
(rubisco ativase, fosfoglicerato quinase, gliceraldeiro-3-fosfato), sintese de ATP (ATP
sintase, ATP sintase subunidades 3 e y, proteina do citocromo C oxidase, plastocianina
e ferridoxina-NAPH oxidase) e sinalizacdo (fosfolipase C, ATP-ase de transporte de
Ca, nucleosideo difosfato quinase e proteinas de canais de calcio). Tais alteracOes
causam danos ao sistema fotossintético, sinalizador e reduz a tolerancia ao estresse de
plantas em elevadas temperaturas (WANG et al., 2017).

As atividades que envolvem a categoria metabolismo representaram 26% das

funcdes celulares, identificadas exclusivamente em T1 e T2. Essas envolvem produgdo
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e conversdo de energia, metabolismo de carboidratos, aminodcidos, lipidios,
nucleotideos, transporte e catabolismo de metabolitos secunddrios. De acordo com
Dong (2015), a atividade de metabolismo é evidente a partir da fase 2 do processo
germinativo em que a hidrdlise de reserva e a mobilizacdo para o eixo embriondrio é
essencial como fonte de carbono e energia (via glicélise ou ciclo do TCA), para
crescimento e emissdo da raiz primdria. As categorias poorly characterized e no hit (3 e
7% respectivamente), representaram proteinas que ndo foram caracterizadas ou que
ainda nao houve alinhamento das proteinas do banco de dados com a classificacao
funcional realizada no KOG.

As proteinas legumin-like (Q9SMJ4) sdao membros da familia 11S ou 11-13S
globulinas, presentes em vdrias espécies de Fabaceae, e representam umas das mais
abundantes e principais fontes de reservas em sementes de dicotiledoneas (DURANTI
et al., 1997, SHEORAN et al., 2005; FOLEY et al., 2015). Proteinas de reserva em
sementes tém papel fundamental durante a germinacao e o estabelecimento de plantulas,
sendo fonte de aminoécidos e nitrogénio (YACOUBI et al., 2011). Esses aminoécidos
sdo destinados ao desenvolvimento do eixo embriondrio e utilizados para sintese de
outras proteinas estruturais e enzimas ap0s a fase de embebicdo das sementes. (TAN et
al., 2013). A bratina apresenta decréscimo no teor de compostos de reserva durante o
processo germinativo em 25 °C, porém, em 30 e 35 °C esse declinio é mais acentuado,
levando a répida hidrélise de compostos de reservas das sementes quando submetidas a
estresse térmico (ATAIDE et al., 2017).

O processo germinativo € um evento complexo e requer grande quantidade de
energia (NONOGAKI et al., 2010, WEITBRECHT et al., 2011). Os resultados deste
trabalho apontam que as proteinas homologas frutoquinase 2 (I1M561) e gliceraldeido-3
fosfato desidrogrenase (V7D036) estdo presentes nos trés tratamentos, sugerindo que
essas proteinas podem estar diretamente relacionadas a via da glicdlise ou a via da
pentose fosfato e e a hidrolise de compostos de reserva, como o amido. Essas proteinas
estdo envolvidas na producdo de energia e na geracdo de estruturas de carbono. A
presenca de frutoquinase (YANG et a., 2007, HE et al.,2011), frutoquinase-1 (SANO et
al., 2012), frutoquinase-2 (KIM et al., 2009) e gliceraldeido-3-fosfofato desidrogenase
(KIM et al.,, 2009) foram observadas em sementes de Oryza sativa durante a
germinacdo. Nas sementes de bratina houve reducado dos teores de amido e elevacdo dos

acucares totais durante o processo germinativo em temperaturas de 25 e 30 °C,
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sugerindo a mobilizacdo de reservas dos cotilédones para geragdo de energia ao eixo
embriondrio utilizando a rota da glicélise (ATAIDE et al., 2017).

A malato desidrogenase (AOA151SWU6) € uma das enzimas do ciclo de Krebs
que catalisa a conversao do malato em oxalacetato (usando NAD+). A piruvato
carboxilase converte o piruvato em oxalacetato na mitocondria. O oxalacetato €
reduzido pela malato desidrogenase a malato, que depois atravessa a membrana
mitocondrial. Em seguida, o oxalacetato ¢ oxidado pela malato desidrogenase e
fosfoenolpiruvato carboxiquinase converte o oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, que
age como fonte de energia usando o GTP como doador de fosfato. A piruvato quinase
(AOA151UBS50) € uma enzima que participa da décima etapa da glicélise, catalisando a
transferéncia de um grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para o ADP, gerando uma
molécula de piruvato e uma de ATP. A presenca de ATP depented chaperone
(AOAO072UQAS), também estdo envolvidas na sintese de novo e no enovelamento de
proteinas da via glicolitica e gliconeogénese das sementes.

A nucleosideo difosfato quinase (AOA371E6Z3) € uma proteina inter membrana
mitocondrial. Ela desempenha papel de reduzir o GTP a GDP com auxilio da proteina
transmembrana translocase. A enzima succinil-CoA sintetase converte succinil-CoA em
succinato nas cristas mitocondriais, gerando o substrato para geracdo de energia do ciclo
de Krebs (YE et al., 2016). Essa proteina apresenta-se conservada em todos os grupos
de plantas, principalmente por estarem ligadas a transformacdo de proplastideos
fotossintéticos em cloroplastos ativos, sendo essencial para desenvolvimento de
cloroplastos e seu funcionamento. Além disso, mant€m a regulacdo de nucleosideo
trifosfato e nucleosideo difosfato celular e medeia indiretamente o balanco de
fitocromos (WANG et al., 2016). Logo, a presenca dessas proteinas demonstra a
geragdo de energia, mas também todo o preparo fotossintético que a semente reorganiza
préximo a emissao da radicula e proximo da emissdo de folhas cotiledonares da bratna.

A presenca e abundancia de proteinas estruturais como tubulin beta chain
(AOA2K3N8N3), elongantion factor alpha (AOA1J715T3) e cell division cycle protein
(AOAT51SGI9) ocorrem indistintamente em TO, T1 e T2, sugerindo que a formacao
tubulina age como precursor da protrusao radicular durante a germinacao assim como a
preparagcdo para alongamento celular, estruturando e mantendo a homeostase da célula
em crescimento (LIU et al., 2014). Os mesmos resultados foram encontrados com A.
thaliana embebidas por um dia, em que tubulina a-3,5 (GALLARDO et al., 2002,
RAJJOU et al., 2006), tubulina a-2, 4 e tubulina B-2 (GALLARDO et al., 2002)
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apresentaram incremento em condi¢des de osmocondicionamento, atuando na estrutura,
manutenc¢do e preservando a integridade da parede celular.

O grupo das proteinas do ciclo de divisdao celular que englobam as CDKs
(CKS1, CYCAL1, CDKA1), heat shock (HSP1) e auxinas (dcido 3-indoloacetico, dcido
1-naftalenoacetico, dacido 3-indol-bitirico e 4acido 2,4-diclorofenoxiacético)
desempenham papéis no desenvolvimento da raiz primdria, prote¢cdo ao dano causado
pelo crescimento e manutencdo das células. A diferenca em expressdo de genes e
abundancia de proteinas ligadas ao ciclo celular foi demonstrada em sementes de Zea
mays durante a germinagdo, com aumento de HSP e CKDs pelas auxinas em condicdes
de temperaturas 6timas e elevadas (CRUZ et al., 2015). Esses resultados indicam que a
presenca de proteinas nos T1 e T2 demonstram o estimulo a arquitetura da raiz primaria
pelas auxinas assim como sua protecao durante a germinagdo de bratna, que ocorre em
72 h.

A actina (Q96440), cumpre papel importante na morfogénese das células das
plantas, envolvendo o transporte de organelas, vesiculas, membranas de células
componentes da parede como pelos radiculares, tricomas e tubos polinicos (LI et al.,
2005). Tal como a iniciacdo rapida da proliferacdo, expansao e diferenciacdo celular,
que sao fundamentais para o crescimento das plantas (KANDASAMY et al. 2001). Ao
avaliarem a expressdao conservada de actina em Arabidopsis, verificaram variabilidade
na atividade da ACT1-GUS em tecidos vasculares jovens (AN et al.,, 1996). Ao
analisarem a expressdo da actina (GhACT) em Gossypium hirsutum, Li et al. (2005)
verificaram maior atividade na fibra, especialmente na fase de elongacdo das células.

A actina é conhecida em niveis de expressdo por aumentar a exposicdo de
auxinas (KANDASAMY et al., 2001). O controle da germinacdo das sementes € o
crescimento da raiz envolve hormonios, como acido abscisico e 4cido giberélico para
germinacdo e também auxina e citocinina para o crescimento da raiz (LOVEGROVE et
al., 2000 e RASHOTTE et al.,, 2000). Li et al. (2005) propdem que expressdes
funcionais especializadas de genes que codificam para actina s@o necessdrios para o
desenvolvimento adequado das células e podem refletir a evolucdo divergente no
desenvolvimento da planta. Dessa forma, a presenca de actina em sementes de bratna é
explicado pela proximidade da protrusdo da raiz primdria em 72 h, assim como pela
ativacdo das auxinas.

A germinacdo € um processo por si sO estressante para as sementes (KIM et al.,

2009). Logo, a presenca de proteinas como heat shock 83 (AOA151U689) e heat shock
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70 kDa (AOA152YP37) cumprem papel de defesa durante todo processo germinativo. O
grupo das heat schok protein (HSPs) age como chaperonas moleculares, reparando e
auxiliando no enovelamento de proteinas e evitando o dano por estresse (SUN et al.,
2002). Esse grupo de proteinas pode ocorrer em todas as fases de processo germinativo,
devido ao estresse causado pela rdpida hidratagao das células durante a embebigao até o
rompimento do tegumento (HUANG et al.,, 2012). Neste trabalho identificou-se a
presenca de HSP em Tle T2, na medida em que a temperatura aumentou, elevando-se a
abundancia e a atividade de proteinas contra o estresse térmico na célula. Esses dados se
correlacionam com a presenca de tubulina em todos tratamentos aplicados, onde a HSP
atua na protecdo celular e a tubulina confere rigidez e forma da célula para os eventos
metabdlicos.

Identificou-se proteinas homodlogas do sistema antioxidativo como a superoxido
dismutase (AOA1S3TL68) e a lipoxigenase (AOA1S2XBN2), que atuam na redugdo do
dano oxidativo. Essas proteinas auxiliam na reducdo dos danos causados pela
degradacdo oxidativa de 4cidos graxos e altos niveis de peréxido de hidrogénio (H20,),
durante todo processo germinativo. Trabalhos com lipoxigenases em soja tém
demonstrado que as isoenzimas de LOX apresentam funcdo de sintese de hidro
peréxidos de dcidos graxos poli-insaturados. Esses agem catalisando a incorporacio do
oxigénio molecular que contém o grupo 1,4-pentadieno, atuando assim como
intermedidrios chaves de varias rotas metabdlicas, além de agir como reguladora sob
estresse bidtico e abidtico (CORDEIRO et al., 2018). Além disso, a peroxidase pode ter
papel na modulacdo de H>O» via sistema antioxidante em reposta ao estresse abidtico
(QIAO et al., 2009). A lipoxigenase também atua na manutencido baixa dos niveis de
H>0, (GORECKA et al.,2005; CLARK et al., 2012). A abundancia dessas proteinas nos
T1 e T2 esta de acordo com o que foi descrito por Santos (2017), uma vez que foi
verificada incrementos de H>O> em 48 h de embebicao, nas temperaturas de 25, 35 e 45
°C.

A quitinase (WOTSAOQO) e a classe I quitinase (P94084) foram identificadas
apenas em TO, ou seja, sem embebicdo das sementes. As quitinases sdo um grupo de
enzimas hidroliticas envolvidas na quebra da ligacdo B-1-4-N acetil-D-glicosamina de
quitina e estdo associadas a resisténcia a patégenos como fungos (SHARMA et al.,
2012) e ataque de insetos (DOWD et al., 2018). Pesquisas sugerem que a menor
expressdo de quitinases podem estar relacionadas a maior suscetibilidade de sementes a

pragas (Callosobruchus maculatus) e menor longevidade das sementes de feijao ao
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armazenamento (SILVA et al.,, 2017). A presenca de quitinase apenas em TO
corresponde ao mecanismo de defesa durante o repouso fisiolégico das sementes de
bratna, uma vez que ndo foi durante o processo germinativo.

Nos T1 e T2 ocorreram abundancia de proteinas eukaryotic initiation factor 4A-
10—Rubisco- (AOA151T9F2), que € a principal enzima da fotossintese com capacidade
oxigenativa e carboxilativa (KUMAR et al., 2019). Essa enzima é responsdvel pela
utilizacdo de CO; atmosférico como doador de carbono e O2 como aceptor de elétrons
para producdo de actcares nas plantas (SCAFARO et al., 2019). A regulagdo da rubisco
¢ feita via substrato pela utilizacdo da ribulose-1-5-bifosfato (RuBP) ou via rubisco
activase (RCa) como fonte de energia para quebra de compostos de reserva usados na
germinagdo de plantas (SHIVHARE et al., 2017). Em temperaturas elevadas a rubisco é
limitada pela maior reacdo enzimdtica de RCa ou pela disponibilidade de substrato
presentes até certo nivel miximo, de forma que, apds esse limite, ndo ocorre
incremento. Em Triticum aestivum (SCAFARO et al., 2019), Oryza sativa (SCAFARO
et al., 2016) e Agave tequilana (SHIVHARE et al., 2017) foram relatadas que a
termorregulacdo de RCa pode auxiliar na manutencao da capacidade fotossintética das
primeiras folhas cotiledonares e assim estabelecimento e sobrevivéncia de cultivares
quando colocadas em temperaturas proximas 35 °C. Porém, em casos em que a
termorregulacdo € comprometida com reducdo da atividade de RCa, a germinacdo e o
estabelecimento de espécies ndo tolerantes € prejudicado, principalmente por danos
relacionados a EROs (SCAFARO et al., 2019). Assim, a presenca de proteinas
termorreguladoras indica a tolerancia da semente quando submetida em temperatura
alternada (45 e 25 °C) conforme descrito por Santos (2017).

Foram identificadas as proteinas ribossomais 40S, relacionadas ao metabolismo
proteico. Essas sdo componentes do ribossoma e fazem parte de um grande complexo de
ribonucleoproteinas responsaveis pela sintese proteica na célula (RAMAKRISHNAN et
al.,, 1998). Esse grupo ribossomal tem caracteristica citoplasmitica e pertencente a
familia S24E. Participam da regulacdo da transcricdo de genes e da regulacio de células
de proliferacdo e apoptose, através de funcdes extra-ribossomicas (HSU et al., 2014).
Syversen e Kaur (2012) sugerem alteracdes conformacionais em proteinas ribossomicas
ocasionadas pelo estresse térmico, indicando sua tolerancia ao estresse até certos niveis.
Esse grupo de proteinas tem fungdes essenciais no metabolismo, divisdo celular, sintese
e regulacdo a estresse abidtico em sementes de Ricinus comunis (WANG et al., 2019),

logo s@o indispensdveis para manutencdo de estruturas, organelas e sintese de novo de
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proteinas em sementes como a bratna. Esse grupo de proteinas ribosssomais ¢
visualmente descrito na figura 5. Percebe-se uma forte interacdo provavelmente
destinada a sintese de proteinas devido ao processo germinativo das sementes de
M.braiina.

De acordo com TUC (2017), o conhecimento sobre proteinas tem crescido
rapidamente em todo o mundo, elucidando os processos biolégicos. Mas sdo necessarios
estudos e buscas por caracterizacdes de proteinas ndo descritas, de forma a melhorar a
utilidade e eficiéncia em beneficios de todos. Dessa forma, a baixa quantidade de
proteinas alinhadas com o banco de dados disponiveis indicam que ainda existem
grupos de proteinas que precisam ser estudadas e incluidas no banco de dados.
Ressaltando a necessidade de informagdes e a importancia de estudos com espécies
florestais como a bratna.

Nota-se a integracio de diferentes mecanismos envolvidos durante a
germinagdo. Para quitinases, HSPs, actinas, legumins em condicdes livres de estresse, a
regulacdo € coordenada por mecanismos pré-formados. Apds o fornecimento de energia,
mobilizacdo de reservas, a fase de transicdo entre semente e plantula é mediada pela
atividade de enzimas do sistema antioxidante. Ja sob estresse térmico, rubisco,
tubulinas, cromatinas, fatores de divisdo celular, HSPs, superdxidos, lipoxigenase,
malato desidrogenase, frutoquinases, fofosglicerato quinase, gliceraldeido-3-fosfato
fazem a regulacdo de processos como a divisdo celular, fornecimento de energia,
mobilizacdo de reservas, sinalizacdo para controle dos niveis de EROs e manutencao do
redox celular sob estresse. Em algum momento destas rotas ocorre a interrupcao de um

dos seus reguladores, evitando que o embrido cresca em condi¢des de estresse.

5-Conclusoes
Houve diferenca em niumero e diversidade das proteinas identificadas nas

sementes submetidas a 25 e 40 °C.
Foram identificadas 69 proteinas em sementes de brauna.

A presenca de proteinas restritas ao tratamento TO (sem embebic¢do) podem estar

relacionadas a protec¢do e processo germinativo inicial da semente.
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Em 25°C as proteinas identificadas de forma mais expressiva aprensetam
correlagdo com a sintese de ATP, sistema antioxidante, protecdo celular e sintese de

novo.

As proteinas identificadas no tratamento de 40 °C podem estar correlacionadas
com a integracdo entre as vias ligadas ao estresse oxidativo, sistema antioxidante,

manutencao celular.
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Conclusoes Gerais

A faixa de temperatura 6tima de germinac¢do do cedro € 25 °C.

Em 35°C ocorre maior respiragdo, translocagdo de reservas, alteragdes na

membrana plasmadtica e maior quantidade de exsudatos em cedro.

As sementes de cedro sofrem maior dano oxidativo quando em temperaturas de

30e 35 °C.

Ocorre consumo do endosperma lateral e reducdo no teor de proteinas durante a

germinagdo do cedro.
A elevacdo da temperatura € fator determinante para germinacdo de cedro.

A analise protedmica de braina encontrou um perfil de 69 proteinas nas

temperaturas avaliadas.

Destas as proteinas sem embebicdo estdo relacionadas a protecdo e processo
germinativo inicial da semente. Em 25°C as proteinas presentes pertencem a sintese de
ATP, sistema antioxidante, protecdo celular e sintese de novo. As proteinas em 40 °C

integram vias ligadas ao estresse oxidativo, sistema antioxidante, manutenc¢ao celular.
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