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RESUMO

SEKITA, Marcelo Coelho, D.Sc., Universidade Federal\Migosa, agosto de 2013.
Efeito do nitroprussiato de so6dio na germinagcdo deementes de ervilha Risum
sativumL.). Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Coasrientadores:
Fernando Luiz Finger e Fabio Murilo da Matta

O o6xido nitrico (ON) tem sido estudado por ser um#&ouva multifuncional, que age
diversos eventos fisioldgicos tanto em animais cemoregetais. A aplicacdo de ON em
sementes tem se mostrado promissora, uma vez quaTERtss em contato com a
solucéo de nitroprussiato de sédio (SNP), doador dee@Ngeral, germinam mais e com
maior velocidade, tolerando melhor tanto estresses aisa@mo a deterioracédo natural
ocasionada pelo armazenamento. Assim, na presente ggEstpve-se como objetivo
avaliar as principais alterag6es que ocorrem na dueagErminagcdo de sementes de
ervilha devido a aplicacdo do ON. Para tanto, foram wzidds dois experimentos. No
primeiro experimento, trés lotes de sementes de ereiita diferentes niveis de
qualidade fisiol6gica foram semeados em substrato witdedeom agua (controle) ou
com solucdo de SNP (50 uM). Adotou-se o delineamatgoamente casualizado, com
quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a analisidacia e as médias foram
analisadas pelo teste F a 5% de probabilidade. No segxp&oimento, sementes de
ervilha foram semeadas em substrato umedecido com (@gun&ole), solucdo de
polietilenoglicol [PEG 6000 (-0,15 MPa)] e solu¢a@REG 6000 + SNP (-0,15 MPa; 50
pM). O delineamento estatistico adotado foi inteiramemtualizado com quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise d@nciar e as médias foram
analisadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Geeciue o ON ndo aumenta a
germinacdo das sementes de ervilha, entretanto hd aumenigor. Sementes com
menor potencial fisiologico respondem melhor a apdioago ON. O estresse hidrico
diminui a germinacéo e o vigor das sementes de ewitfzaisa desbalango das espécies
reativas de oxigénio. A aplicagdo do SNP promoveu mg&minagdo e maior
velocidade de germinacdo em sementes sob estresse hitisuve maior atividade das
amilases, das enzimas antioxidativas e menor contdgl#O2, menor liberacdo dexO

e menor peroxidagdo de lipideos em sementes tratadadoamiores de ON.
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ABSTRACT

SEKITA, Marcelo Coelho, D.Sc., Universidade Federal \dcosa, August, 2013.
Sodium nitroprusside effects on the germination of pegPisum sativumL.) seeds.
Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Diasd@seas: Fernando Luiz Finger
and Fabio Murilo da Matta

The nitric oxide (NO) has distinguished itself as a muigtional molecule, acting in
various physiological events in animals and plante NO application in seeds has
shown promising, because the seeds in contact with thensonitroprusside (SNP)
solution, NO donor, usually germinates more and fastdrare more tolerant to abiotic
stresses such as natural deterioration caused byetdrhus, it is interesting to know
how the NO acts on the seeds germination to improveaty sedling development.
Therefore, the research aimed to evaluate the maingebkatihat occur during the
germination of pea seeds due the NO application. eftwe, two experiments were
conducted. In the first one, three lots of pea seedsdifiterent physiological potential
levels were sown in a substrate with water (control) or &i? solution (50 pM). It was
adopted the completely randomized design with four cepdins. The data were
subjected to variance analysis and the means welyzaddy F test at 5% of probability.
In the second experiment, pea seeds were sown ibsiraie with water (control),
polietilenoglicol [PEG 6000 solution (-0,15 MPa)] aBG 6000 + SNP solution (-0,15
MPa; 50 uM). It was adopted the completely randomdesign with four replications.
The data were subjected to variance analysis anché¢lages were analyzed by Tukey test
at 5% of probability. To conclude, the NO does notease the germination of pea seeds,
but increase the seeds vigor. Seeds with lower phgsaabpotential gives a better
response to the NO application. Water stress dectkasgermination and vigor of pea
seeds and cause reactive oxygen species imbalancé&SNmeapplication promoted a
higher and faster germination in seeds under water sirhese were higher activity of
the amylases, higher activity of the antioxidative enzyrtess HO. content, less ©

liberation and consequently less lipid peroxidation imsdeeated with NO.
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INTRODUCAO GERAL

O 6xido nitrico (ON) € um radical livre diatdmico, gaspinorganico e incolor
composto por um atomo de oxigénio e um de nitrogénis¢® et al., 2003). Na década
de 80, o ON era considerado apenas como mais unéauitdxica na lista de poluentes
ambientais. Capaz de destruir a camada de ozOnipeitusie ser carcinogénico e
precursor de chuvas 4cidas, esse gas possuia umgputacdo. Alguns anos depois, 0
ON foi introduzido na lista das moléculas mensageinasiigersos artigos publicados,
provando sua atividade no sistema nervoso e imuréjaat figado, pancreas, Gtero, e
pulmdes de mamiferos (Culotta e Koshland, 1992).

Com a descoberta de diversas outras funcdes fisiaBgia molécula, como a
capacidade neurotransmissora, vasodilatadora, antieiamibacteriano, o ON foi eleito
a molécula do ano pefscienceem 1992 (Koshland, 1992). Posteriormente, em 1998, o
prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina foi concedids pesquisadores Ferid Murad,
Robert Furchott e Louis Ignarro pela descoberta dedfusnalizadora do éxido nitrico
para o sistema cardiovascular (Nobelprize.org, 2013).

A presenca do ON em plantas foi constatada em uralkra pioneiro realizado
por Klepper (1979) no qual observou que havia umeamio gradual da produgéo de ON
em plantas de soja tratadas com herbicidas dependaendosé aplicada. Houve uma
rapida evolucéo nas pesquisas envolvendo o ON detde.

Estudos recentes demonstram que o ON é uma molécltifunuional, tendo
acao em diversos processos celulares na planta. elngue age no crescimento do tubo
polinico (Prado et al., 2004), na divisdo, expansdideeenciacdo celular (Pagnussat et
al., 2002; Otvos et al., 2005; Gabalddn et al., 2d@fiificacéo da parede celular (Bohm
et al., 2010) e na morte celular programada (Yamarmb., 2004). Outros processos
fisiologicos como movimento estomatico (Neill et al., 200®yacdo (He et al., 2004),
senescéncia de folhas e cotilédones (Hung e Kao, 2@8#} et al., 2009), crescimento
vegetativo de parte aérea (Zhang et al., 2003), f@mde raiz e desenvolvimento de
raizes adventicias e pelos radiculares (Correa-Aragendé, 2004; Lombardo et al.,
2006; Tewari et al., 2008) também sao influenciados peio do ON.

Além dos processos celulares, o ON também estd edoohd aumento da
toleréncia de plantas a estresses bitticos (Delleda@ie £998) e abitticos, por meio do
aumento da tolerancia a estresse por seca, caloneladé (Garcia-Mata e Lamattina,
2001; Uchida et al., 2002; Zhao et al., 2007) e edresglativo pela exposicdo a



concentracdes toxicas de oz6nio (Velikova et al., 2@@kerli et al., 2006), aluminio
(Wang e Yang, 2005) e metais pesados (Kopyraweo@dz, 2003).

Muito pouco se sabe da forma como o ON age nas plateém o seu efeito sob
0 processo germinativo de sementes ja foi comprovadodieersos trabalhos,
demonstrando que o ON é eficiente na superacédo deédoia de varias espécies, entre
elas a alface (Beligni e Lamattina, 2000), cevada (Bethka.,e2004),Arabdopsis
(Bethke et al., 2006; Libourel et al., 2006p&ulownia tomentosgGiba et al., 1998).

A aplicagdo de doadores de ON também faz com gsenasntes germinem mais
e mais rapido (Sarath et al., 2006; kiual., 2007), aumenta a atividade da a-amilase
(Beligni e Lamattina, 2000; Beligrit al., 2002) ¢ da p-amilase (Zhang et al., 2005),
promovendo uma conversdo maior e mais rapida de ardgdacares sollveis (Zhang et
al., 2003).

O ON também é capaz de diminuir os efeitos do envietieeto das sementes
armazenadas (Pereira et al., 2010) assim como aunteigsaémcia da semente a diversos
estresses abidticos, como estresse salino (Zheng20@8), hidrico (Zhang et al., 2003)
e por metais pesados (f@a e Gowozdz, 2003; Singh et al., 2013). O estresse oxidativo,
provocado pelo aumento da concentracdo de superopetoxido de hidrogénio e
peroxidos de alquila, pode ser combatido pelo 6xitica, uma vez que 0 mesmo possuli
propriedades antioxidantes (Lamattina et al., 2003).

O ON pode participar de diversas reacdes quimicaso qitrosilar grupos tidis
de cisteina de proteinas. Na presenca do anion sigerda rapida formacdo de
peroxinitrito (ONOO) que pode levar a formacao de didxido de nitrogédio,) e um
potente oxidante, o radical hidroxila (QHAIém disso, o ONOOpode reagir com
tirozinas pelo processo de nitracdo ou com o residaitislpela oxidacdo. Na presenca
de metais de transicdo, como ferro, cobre ou zindONopode interagir para formar
complexos metal-nitrosil. Estes complexos podem estiacioeados aos efeitos
regulatdrios dos fatores de transcricdo do ON e cemAsas (Lamattina et al., 2003).
A tolerancia se d& pelo estimulo & atividade de uma ais nzimas do sistema
antioxidativo como superoxido dismutase (SOD), catal@AT), peroxidase (POX) e
peroxidase do ascorbato (APX), diminuindo a agdo gpeades reativas de oxigénio
(EROs) (Liu et al., 2010; Singh et al., 2013). Contudm hé relatos da acdo do ON no
sistema de defesa de sementes com diferentes nivagode

Diante do exposto, o0 objetivo no presente trabalho faliarvo efeito do 6xido

nitrico nas alteracdes fisiolégicas de sementes de edtiltzante a germinagéo.
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Capitulo I. EFEITO DO OXIDO NITRICO NO POTENCIAL FIS 10LOGICO DE
SEMENTES DE ERVILHA ( Pisum sativumL.)

RESUMO - O 6xido nitrico (ON) tem agdo em diversos s celulares nas plantas,
além de envolvimento no aumento da tolerancia a diserswesses biodticos e abidticos.
Nas sementes, o ON também possui importante acéo paow@itninuindo os efeitos da
deterioragdo ocasionado pelo armazenamento. Apesarrelatos dos beneficios
oferecidos pelo ON, n&do ha informacgdes a respeitespista desempenho das sementes,
com diferentes niveis de qualidade, quando tratadasessa molécula. Assim, nessa
pesquisa teve-se como objetivo avaliar os efeitos do duitico na germinagdo e no
vigor de sementes de ervilha com diferentes niveisudédade fisioldgica. Para tanto,
trés lotes de sementes de ervilha foram semeadas etnasnhumedecido com agua
(controle) ou solucdo de SNP (50 pM) para detergdimados seguintes parametros:
germinacéo, primeira contagem de germinacgéo (PC), iddigelocidade de germinagéo
(IVG), germinacao pelo teste de frio (TF), compriteede hipocdtilo (CH) e radicula
(CR) e massa seca de hipocétilo (MSH) e radicula (M&&) de quantificar a atividade
da a ¢ da B-amilase, das enzimas antioxidativas, superéxido digsayBOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidases t@RaDX), peroxidacéo de lipideos
através conteddo de malonaldeido (MDA), de peroxidohiirogénio (HO2) e a
liberagédo de anion superoxido(0 Os dados foram submetidos & anélise de variancia e
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo tasiéorle probabilidade. O ON
ndo promoveu aumento significativo na germinacéo dbeura dos lotes; contudo houve
acréscimo significativo no vigor das sementes dos b8 pelo teste de PC e de todos
os lotes pelos testes de IVG e TF, além de aument@idade das amilases, das enzimas
do aparato antioxidativo e diminuir a liberacdo dg, @ quantidade de 2, e a

peroxidacao de lipideos.

Palavras-chave: SNP, vigor, germinacgéo, sistema aohitivo, deterioracao.



Chapter I. NITRIC OXIDE EFFECT IN THE PHYSIOLOGICAL POTENCIAL
OF PEA SEEDS Pisum sativunL.)

ABSTRACT - The nitric oxide (NO) acts in several cebbgess in the plants, in addiction
to increase the tolerance to several biotic and abivgsss In the seeds, the NO has an
important protective action, decrease the deterioratiogctsficaused by the storage.
Despite reports of the benefits offered by the NO, ligtlenown how the defense system
of seeds, with different quality levels, respond#ie molecule. Therefore, the research
aimed to evaluate the NO effect in the germination anolragdifferent lots of pea seeds
with different physiological potential. Therefore, thleés of pea seeds with different
physiological potential levels were sown in a substrate wétter (control) or with SNP
solution (50 puM) to determine the following parameteesngnation (G), first count of
germination (PC), speed germination index (IVG), deation on the cold test (TF),
hipocotyl length (CH), radicle length (CR), dry mas$ipocotyl (MSH) and dry mass
of radicle (DMR). It were quantifying the o and B-amylase activity, the antioxidative
enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAMylmte peroxidase (APX) and
total peroxidase (POX) activity, lipid peroxidation by thalonaldehyde content (MDA),
hydrogen peroxide (¥D.) and superoxide anion liberation D It was adopted the
completely randomized design with four replicates. @a& were subjected to variance
analysis and the means were analyzed by F test at olodbility. The NO did not
increase significantly the germination of no seeds lots,there were a significantly
increased in the vigor of the seeds from lots 2 and Bhétest PC and all of lots for the
tests IVG and TF. The NO increase the amylases ac#inlythe antioxidative enzymes
activity, beyond decreasing the liberation of,Qhe content of kD, and the lipid

peroxidation.

Keywords: SNP, vigor, germination, antioxidative systeetedoration.



INTRODUCAO

O potencial fisiologico das sementes € representads peas caracteristicas de
viabilidade e vigor. O baixo potencial fisiologico dasmentes pode influenciar
indiretamente a produgdo da lavoura, ao afetar a deldei de germinacdo, a
percentagem de emergéncia das plantulas e o estaatj®t diretamente, por meio da
influéncia no vigor da planta (Marcos Filho 2005).

O vigor das sementes esta associado com variaszaksraelulares, metabdlicas
e quimicas, incluindo-se a perda da integridade celeldncéo da energia metabdlica e
sintese de proteinas. Essas alteracfes sdo causaditgrai@acao natural das sementes
e também por diversos fatores de estresse que acgdramdo espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Bewley et al., 2013). A formacéo B&Os acontece principalmente
durante fungBes metabdlicas normais nos peroxissaraosplastos e mitocdndrias ou
induzidas por estimulos ambientais aos quais as sesrestf® constantemente expostas
(Breusegem et al.,, 2001; Kranner et al., 2014). EROs ocorrem normalmente no
metabolismo celular, porém, quando acumuladas tornagxisas.

A producédo de EROs em condi¢Bes adequadas de gedimiddaixa; entretanto,
sementes de baixo vigor possuem menor eficiéncia dereapessas moléculas, podendo
assim gerar um estresse secundario, o estresse axitiBavy, 2004).

O estresse oxidativo € resultado da perda da capaddassEmente em manter a
homeostase celular das EROs, ou seja, hd um aumeeiperoxidacao de lipideos e um
declinio na atividade das enzimas sequestradoras das EFRO et al., 2012). A
intensidade dos danos celulares € determinada pdlal&aé das sementes de eliminar
essas espécies reativas pelo sistema enzimatico ou r@matro. O sistema
antioxidativo enzimético requer varias enzimas quespodliminar o excesso de EROs
produzidas pela semente. A superéxido dismutase (E&&lase (CAT) e as peroxidases
(APX e POX, por exemplo) séo algumas das enzimasxatdtivas existentes no reino
vegetal. A SOD catalisa a conversdo do radical superd¢&id) a peréxido de hidrogénio
(H202). A CAT remove o HO2 convertendo-o a 4gua e oxigénio. As POX sdo um grupo
de enzimas oxirredutases que oxidam substratos oogami@scorbato no caso da APX,
tendo o peroxido de hidrogénio como molécula recapde elétrons. A peroxidacdo do
substrato orgénico resulta na liberagédo de agua (MROE2).

Para que haja a ativacdo das enzimas antioxida#vascessario que ocorra a
embebicdo da semente, que contribui para a reativagheetsas atividades metabdlicas
que, naturalmente, geram e acumulam EROs. Contud®@s &etam negativamente o
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processo germinativo, ou seja, a germinacéo € fortendependente dos mecanismos
antixidativos que operam durante todo o processo gelimanat

Estudos demonstram que o ON é uma molécula multifnatieendo acdo em
diversos processos celulares na planta, uma vezageena divisdo, expansao e
diferenciacdo celular (Pagnussat et al., 2002; Gav@d, 2005; Gabaldén et al., 2005),
lignificacédo da parede celular (Bohm et al., 2010)sa@meento vegetativo de parte aérea
(Zhang et al., 2003), formagéo de raiz e desenvohinde raizes adventicias e pelos
radiculares (Correa-Aragunde et al., 2004; Lombaida., 2006; Tewari et al., 2008).

Além dos processos celulares, o ON também estd edwohd aumento da
toleréncia de plantas a estresses bidticos (Delledohe E228) e abibticos por meio do
aumento da tolerancia a estresse por seca, caloneladé (Garcia-Mata e Lamattina,
2001; Uchida et al., 2002; Zhao et al., 2007) e esresglativo pela exposicdo a
concentracdes toxicas de ozo6nio (Velikova et al., 2@@terli et al., 2006), aluminio
(Wang e Yang, 2005) e metais pesados (Kopyravéz@, 2003; Singh et al 2013).

Muito pouco se sabe como o ON age nas plantas, poréeu @feito sob o
processo germinativo de sementes ja foi comprovado pearsds trabalhos,
demonstrando que o ON é eficiente na superacdordeédoia de varias espécies como
a alface (Beligni e Lamattina, 2000), cevada (Bethké ,e2@04),ArabdopsigBethke et
al., 2006; Libourel et al., 2006)Raulownia tomentoséGiba et al., 1998).

A aplicagdo de doadores de ON também faz com gsenasntes germinem mais
e mais rapido (Sarath et al., 2006; kiual., 2007), aumenta a atividade da a-amilase
(Beligni e Lamattina, 2000; Beligrit al., 2002) e da p-amilase (Zhang et al., 2005),
proposcionando uma conversao maior e mais rapidaniti a acicares soltveis (Zhang
et al., 2003).

O ON também é capaz de amenizar os efeitos do enirath@o das sementes no
armazenamento (Pereira et al., 2010), assim comoraarme tolerancia da semente a
estresses abibticos como estresse salino (Zheng28@9), e hidrico (Zhang et al., 2003).
A tolerancia a esses estresses se da pelo estimul@dadgivle uma ou mais enzimas do
sistema antioxidativo diminuindo a agéo das EROs.

Diversos estudos demonstram o efeito positivo do ON maerges. Contudo,
ndo ha relatos a respeito da resposta do sistemaeadids sementes com diferentes
niveis de qualidade fisiol6gica & essa molécula.

Diante do exposto, o objetivo no trabalho foi avaliarfeias do éxido nitrico na

germinacéo e vigor de sementes de ervilha com difereiveis de qualidade fisiologica.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Anélise deéntes do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa — Bevam utilizadas trés lotes de
sementes de ervilha Itapua 600, produzida por ISLA Semé&tda. com diferentes niveis
de germinacgao e vigor. As sementes de cada lote feuametidas a testes para avaliagédo
da qualidade fisiologica (germinacgéo e vigor) e detegdes bioquimicas, que foram
conduzidos com sementes embebidas em agua e seracsdk nitroprussiato de sodio

(SNP; 50 uM) conforme descrito abaixo para cada teste.

Teste de germinagéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes. A®nsesn foram
distribuidas em rolos de papel filtro, tipo Germftesimedecido com &gua (controle) ou
com solugéo de SNP 50 puM na proporgéo de 2,5 vepeso do papel seco. Os rolos
foram mantidos em germinador na temperatura d€.20@ resultado consistiu na
percentagem de plantulas normais obtidas no oitavgpdmasemeadura, como descrito

nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Primeira contagem de germinacgéo

Foi realizado juntamente com o teste de germinacéo, tiadsisia percentagem
de plantulas normais obtidas no quinto dia ap6s aaduma como determinado nas

Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

indice de Velocidade de Germinagéo

Adotou-se a metodologia descrita acima para o tesgemaeinagéo, realizando-
se avaliacdes diarias, a mesma hora, a partir dadgue surgiram as primeiras plantulas
normais. As plantulas normais foram computadas edetirdo rolo até o oitavo dia apos
a semeadura (Brasil, 2009). Foi calculado o indlee velocidade de germinacgao
empregando-se a férmula proposta por Maguire (1962).

IVG = (Gi/N1) + (G/N2) + ... + (G/Nn)

Onde: IVG = indice de velocidade de germinagéo;
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G1, Gz, Gy = nimero de plantulas normais computadas na prirceitiagem, na
segunda contagem e na Ultima contagem;
N1, N2, Nn = NUmero de dias da semeadura a primeira contagesagunda

contagem e a Ultima contagem.

Teste de Frio

As sementes foram distribuidas em papel toalha, tipoi@&sf e umedecidas
conforme descrito acima para o teste de germinacaml@sforam colocados em sacos
plasticos e mantidos em incubadora BOD a temperatut0d€, durante sete dias.
Depois removeu-se 0 saco plastico e os rolos foransferidos para germinador €20
onde permaneceram por cinco dias, quando foi detadaia porcentagem de plantulas

normais (Barros et al., 1999).

Comprimento de hipocotilo e radicula

As sementes, em quatro repeticdes de 10 sementes) $eraeadas de forma
linear e equidistante em linha tragada no ter¢co superigragel toalha, umedecido
conforme descrito acima para o teste de germinaga&amnfFoonfeccionados rolos que
foram mantidos em germinador a 20 °C. No oitavo piés @ semeadura, foram efetuadas
as medi¢bes do comprimento de hipocétilo e de rad@adaplantulas normais com o
auxilio de uma régua graduada em cm. Os resultadas fexpressos em centimetros por

plantula (Nakagawa, 1999).

Massa seca de hipocétilo e radicula

Foi realizada conjuntamente com a determinagdo do amemo de hipocdtilo e
radicula. As plantulas normais utilizadas na deterp@imalo comprimento do hipocétilo
e da radicula tiveram os seus cotilédones removidedigdcotilos e radiculas foram
colocados separadamente em sacos de papel e colqgma@dosecar em estufa de ar
forcado, a 70C, até atingirem peso constante. Foram efetuadas pesagsmesultados
foram expressos em miligramas de hipocotilo por plare em miligramas de radicula

por plantula (Nakagawa, 1999).
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Obtencéo do extrato bruto para determinagéo da atividde das amilases

As sementes foram colocadas para germinar como tbeaciina para o teste de
germinacao. A0, 24, 48,72,96,120, 144 e 168shapas a semeadura, foram retiradas
amostras para a realizacdo das determinacdes enasatic

As amilases foram extraidas e quantificadas pelos m&tpdopostos por
Kishorekumar et al. (2008) e Térrado e Nicolas (19Céyca de 1 g de material vegetal
foi macerado em 10 mL de 4gua gelad®j4 O extrato foi centrifugado a 15.090a
4°C, durante 30 minutos. O sobrenadante foi coletadoggtemntificacdo da atividade

da o e da B-amilase.

Determinacao da atividade dar-amilase

Cinco mililitros do extrato enzimético foram misturadosc3 mL de cloreto de
calcio (CaCl) 3 mM, e incubados a 70, durante 5 minutos. Colocou-se em um tubo de
ensaio, 0,7 mL do extrato ainda quente e 2 mL de tamgpéato 0,1 mM (pH 5,0)
contendo 2% de amido (p/v). Os tubos foram incubad@¥C, por 5 minutos e,
posteriormente, a reacao foi paralisada pela adicdamede um reagente contendo 1,0
g de acido 3’,5-dinitrosalicilico em 20 mL de hidréxide sédio (NaOH) 2 M, e 30 g de
tartarato de sodio e potassio, em 100 mL de agua destfamistura foi aquecida a %D
durante 5 minutos acrescentando-se,entdo, agua deat#adampletar 10 mL. A leitura

da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro as40

Determinacao da atividade dg-amilase

A atividade da B-amilase foi mensurada depois da inativagdo da atividade
amilase, por meio de pH &cido (pH 3,4), com EDTA 0,10dis mL de tamp&o citrato
(pH 3,4), contendo 2% de amido (p/v) foram adiciasaa 0,7 mL do extrato enzimético
tratado com EDTA mM em um tubo de ensaio. Os tub@srfancubados por 5 minutos
a 30°C. Foram adicionados 2 mL de reagente contendoelagido 3',5-dinitrosalicilico,
em 20 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 2 M, e 3Gedattarato de sodio e potassio em

100 mL de &gua destilada, para a paralisacéo deoreAgaistura foi aquecida a 5D
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durante 5 minutos e entdo acrescentou-se agua dasitédompletar 10 mL. A leitura
da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro as40

A atividade da a e da B-amilase foram expressas em unidades ohg proteina,
sendo que, uma unidade equivale a liberagdo de ligrama de maltose do amido, por
minuto pela enzima. A quantidade de proteinas solUasisementes foi determinada de

acordo com Bradford (1976), utilizando-se albuminaite{BSA) como padréo.

Obtencdo do extrato bruto para determinagcdo da atividde de enzimas

antioxidativas

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos brutos padetesminagbes da
atividade da catalase (CAT), da peroxidase (POXpetaxidase do ascorbato (APX), da
superoxido dismutase (SOD), as sementes foram liafdgae, posteriormente,
macerados cerca de 0,3 g de sementes. Foram entdonados 2 mL de meio de
homogeneizagdo, tampdo fosfato de potassio 0,1M, ,8pH6 &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fem@tilsulfonico (PMSF) 1 mM
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et ,al1999), seguido de
centrifugacéo a 12.0afpor 15 min, a 4 °C.

Determinacao da atividade da superdxido dismutase (SQEC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 3@quéxtrato enzimatico
bruto a 2,97 mL de meio de reacgdo, constituido dedarfgsfato de sdédio 50 mM, pH
7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdNiBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM
e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A readdicconduzida a 25°C, numa camara
de reacao sob iluminacdo de uma lampada fluoresdert® W, mantida no interior de
uma caixa coberta com papel aluminio. Ap6s 5 min desiggo a luz, a iluminacgéo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pelafedoicéo do NBT, foi determinada
pela medi¢cdo da absorvancia a 560 nm. O brancobiido nas mesmas condigdes,
porém, sem a presenca de luz (Giannopolitis e RBA7). Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necesséria fiaireeim 50 % a fotorreducédo do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

Determinacao da atividade da catalase (CAT, EC 1.116).
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A aticidade da catalase foi determinada pela adicddOfle uL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reagédo, coidtitde tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e ED212,5 mM (Havir e McHale, 1987). Durante o primeirmuto de
reacdo, mantida a 25°C, foi medido o decréscimo saraéncia a 240 nm. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente dengxo molar de 36 M cnrt

(Anderson et al., 1995) e expressa em umoi'mig* de proteina.

Determinacao da atividade da peroxidase (POX, EC 1.1117)

A atividade da peroxidase foi determinada pela add@#@d00 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constitdédtmampé&o fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidnoig&20 mM (Kare e Mishra, 1976).
O incremento da absorvancia durante o primeiro minatoed¢éo a 420 nm, a 25 °C,
determinou a producdo de purpurogalina. A atividade eniien foi calculada,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 i\ (Chance e Maehley,

1955) e expressa em pmol nhimg? de proteina.

Determinacao da atividade da peroxidase do ascorba{@PX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pela adi¢cdo de 108quextrato enzimético
bruto a 2,9 mL de meio de reagéo constituido de @&sdérbico 0,8 mM e #D.1,0 mM,
em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Foiemlaslo o decréscimo na
absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiratmide reacdo (Nakano e Asada,
1981; Koshiba, 1993). A atividade enzimética foi caldal utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mi¢m™ (Nakano e Asada, 1981) e expressa em pmot mat

de proteina.

Liberacdo de anion superdxido

Amostras de 0,2 g de sementes foram cortadas em @=gEsegmentos e
incubadas em 2 mL de meio de reagdo constituido dodisabdico do &cido
etilenodiaminotetracético (MBDTA) 100 uM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20 pM, e tampéo de fosfato de s6@ion, pH 7,8 (Mohammadi e
Karr, 2001) em tubos, tipo “penicilina”, hermeticamemtehfados. A reagéo foi iniciada

pela introdug&o de 100 pL de epinefrina 25,2 mM enh (HC N, utilizando-se seringa
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cromatogréafica. As amostras foram incubadas a 28%€ agitacdo, por 1 minuto. Os
segmentos foram removidos e, a partir do segundaitmininiciou-se a leitura da
absorvancia a 480 nm, durante 1 minuto. O branae#&tizado sob as mesmas condi¢oes,
mas sem material vegetal. A producéo de anion suiderfi avaliada pela determinacéo
da quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fi@goi971), utilizando-se o

coeficiente de absortividade molar de 4 X W0' (Boveris, 1984).

Quantificagdo do perdxido de hidrogénio

Amostras de 0,2 g de sementes, trituradas em nitrogioigdo, foram
homogeneizadas em 2,0 mL de tampéao fosfato de poBsioM, pH 6,5, contendo
hidroxilamina 1 mM, seguido de centrifugacéo a 10@0@or 15 min, 4°C, e coleta do
sobrenadante (Kuo e Kao, 2003).

Aliquotas de 30 pL do sobrenadante foram adicionadasm meio de reacéo
constituido de sulfato ferroso amoniacal 28@, acido sulfarico 25 mM, laranja de
xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000)
homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 mintelndi@eacdo da absorvancia a 560
nm e a quantificacdo de>B: foi realizada com base em curva de calibragdo, @om
utilizagdo de concentracfes de peroxido como padraoc@sgpara 0s reagentes e 0s

extratos vegetais foram preparados em paralelo e sulstidadamostra.

Avaliacdo da peroxidagdo de lipidios

Amostras de 0,3 g de sementes foram homogeneizade® ool de TCA 0,1%
(p/v) e centrifugadas a 12.0@0por 15 min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante
foi adicionado a 1,5mL de TBA 0,5% (p/v) em TCA 2086mistura foi incubada em
agua fervente por 30 min, e a reagao foi interrompidéanho de gelo por 10 minutos.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.@@@ante 10 min. A leitura da
absorvancia foi realizada a 532 nm e 600 nm. Foi utdizacbeficiente de extingdo molar
de 155 mM cm! para quantificar a concentragdo dos perdxidospieidis, sendo os

resultados expressos em nmol MDA (geath e Packer, 1968).

Analise estatistica
O experimento foi montado em delineamento inteiramenseiatizado com

quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a an&isariéncia. As médias dos
16



tratamentos foram comparadas pelo teste F a 5% debjiidade e as médias dos lotes

foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probalelidad
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de ervilha dos lotes 1, 2 e 3 apresentarammgcao inicial de 95,
86 e 70%, respectivamente. O ON ndo promoveu auns@nidicativo na germinagao
de nenhum dos lotes (Figura 1A). Contudo, quando rasrges foram embebidas em
solucdo de SNP, houve acréscimo significativo de 16% Bos valores de primeira
contagem de germinacao das sementes dos lotes RiguBa(1B), de 12, 10 e 26% no
indice de velocidade de germinacéo para os loteg B, 2espectivamente (Figura 1C) e
de 11% paraos lotes 1 e 2, e de 20% para o lotaesteode frio (Figura 1D).

Verifica-se, entdo, que o ON apesar de ndo ter prom@uideento significativo
na germinacdo das sementes de ervilha, contribuiu ipaiborar a velocidade de
germinagéo (Figuras 1B e 1C) e o desempenho dasisssrseibmetidas a condigdes de
estresse sob baixa temperatura, conforme resultadésstiode frio (Figura 1D). A
aplicacdo de ON também aumentou a velocidade de gertirem Fabaceae como a
Plathymenia reticulateem que, a pré-embebi¢cdo das sementes durante 2¢ dmra
solucéo de nitroprussiato de sédio (SNP; 10uM), proma@wemento de 155% no IVG
(Pereira et al., 2010). Kopyra ¢ Gwozdz (2003) observaram que em sementes Lupinus
luteus a aplicagdo do ON aumentou em 20 a 40% a germimbepins de 18 e 24 horas.
Contudo, apds 48 horas a germinacao se igualou emasdascentracfes testadas, com
excegdo da maior concentragéo (1000 pM).

Na Figura 2A e B, verifica-se que ndo houve difegersignificativa no
crescimento de hipocétilo e de radicula entre os tratamaotdste 1. Entretanto, o
hipocétilo das plantulas oriundas de sementes tratzmlasSNP do lote 2 e 3 foram
respectivamente 8% e 46% maiores que as do contraiey asmo a radicula das
plantulas oriundas do lote 3 foi 48% maior para ases&s tratadas. As sementes
tradadas com SNP originaram plantulas com maior raatéca no hipocétilo em todos
os lotes, sendo o acumulo, em média, 20% maior quemaiparadas ao controle, assim
como a quantidade de matéria seca na radicula nes2ae3 que também obtiveram
maior acimulo de massa seca (14 e 41%, respectivgmente

Segundo Amooghaie e Nikzad (2013), o ON induziu saimeento das plantulas
de tomate devido ao provavel aumento da divisdo egalnento celular. Porém,
Fernandez-Marcos et al. (2012), estudando diretamsreéeitos do ON no crescimento
de Arabdopsis constataram que o ON afeta o meristema apical engatoento das

células radiculares, inibindo o crescimento dascrda$, sugerindo que, o maior
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desenvolvimento das plantulas nédo foi devido ao efeitoO#o sobre divisdo e

alongamento celular.
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*Médias seguidas pela mesma letra mailscula ndcedifentre os lotes pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O tratamento com ON aumentou significantemente a atividadeenzimas
antioxidativas ao longo da germinagao das sementesdes @s trés lotes. As sementes
tratadas apresentaram, no sétimo dia de germinacgaar, atigidade de todas as enzimas
estudadas, quando comparadas ao controle. Houve auti@eatividade da SOD de 20,
40 e 37% (Figura 3A, B e C), da CAT de 19, 28 e FP¥%jura 3D, E e F), da APX de
34, 47 e 47% (Figura 4A, B e C) e da POX de 35e Z6% (Figura 4D, E e F) nas
sementes dos lotes 1, 2 e 3, respectivamente.

O conteudo de ¥D; e a liberagdo de Oforam menores ao longo da germinagao
nas sementes tratadas. A liberagdo glde€®e um comportamento diferente ao longo do
tempo. Em geral, houve aumento até o quarto dia e gueddir de entdo. O tratamento
com SNP reduziu a liberacdo de €m 34, 39 e 63%, no quarto dia e em 60, 65 e 33%
no ultimo dia de germinagdo para os lotes 1, 2 e 2céspmente. (Figura 5A, B e C).
Durante a germinagéo, @® foi crescente. Contudo, a aplicacdo de SNP fez emnoq
conteudo dessa ERO fosse reduzido, se comparadordamle. No sétimo dia de
germinacao, a redugéo no conteudo d@:Hoi de 32, 34 e 35% para os lotes 1, 2 e 3
respectivamente (Figura 5D, E e F).

Assim como o contetdo dexBp, o conteido de MDA foi crescente durante o
processo de germinacdo das sementes em todos opdoten, houve maior peroxidacao
de lipideos nos lotes menos vigorosos (2 e 3), tardosementes tratadas como no
controle. Sementes ndo tratadas dos lotes 1, 2 e 8mivearmento de 165, 240 e 306%,
respectivamente, no conteido de MDA, durante todariogee avaliado. O tratamento
com SNP foi capaz de diminuir a peroxidagéo de lipidesssementes de todos os lotes,
apresentando valores crescentes durante todo o pevildala de 140, 175 e 211% para
os lotes 1, 2 e 3, respectivamente. A aplicagédo def@Mkais eficiente na conservacgao
das membranas das sementes dos lotes de menor \pgeser@ando diferengcas no
conteudo de MDA de 25, 65 e 95 pontos percentuaiekmaio ao controle nos lotes 1,
2 e 3 respectivamente (Figura 6A, B e C).

Segundo Zheng et al (2009), a aplicacdo de doader&iNdpode ser efetivo na
protecdo de sementes em germinacdo, devido & maiorcfmot®mntra o0 estresse
oxidativo. Yao et al (2012) observaram que ha quegtéfisiativa na germinagdo e no
desenvolvimento inicial das plantulas oriundas de stmete ervilha envelhecidas.
Estes pesquisadores relacionaram a queda da germiealid desenvolvimento inicial
das plantulas ao substancial decréscimo na transcrigignds relacionados a sintese de

enzimas do aparato antioxidativo.
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Xu et al (2011) e Zheng et al (2009), estudando atosfdo ON em sementes de
trigo, observaram que houve maior atividade das esziamioxidativas e menor
conteudo de EROs, além de menor peroxidacdo dedpirlgque favoreceu a germinacgéo.
Lin et al (2012) observaram maior crescimento do Hiploce da radicula de plantulas
de abdbora em presenca de ON devido a maior ativitl@AT, SOD e APX e reducdo

da concentracdo de:B: e de peroxidacéo de lipideos.
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Os acucares sollveis sdo carboidratos prontamententlisfgoque servem como
fonte energética e fonte de carbono para o perfeiidnamento metabdlico que ocorre
durante a embebicdo das sementes, estimulando a ggiminks sementes e o
desenvolvimento inicial das plantulas. Para que oaamaornecimento adequado de
acUcares soluveis para o eixo embriondrio € negesgée haja a hidrolise do amido por
meio da atividade das amilases (Kumari et al., 20Xi-&ousbih et al., 2010).

A atividade das enzimas a ¢ a f-amilase apresentaram comportamento semelhante
em todos os lotes e tratamentos; porém, os maioragsdtram obtidos nos lotes 1 e 2,
tanto no controle, como nas sementes tratadas quandam@@iap ao lote 3. A aplicacdo
de SNP promoveu maior atividade da a-amilase em todos os lotes, apresentando aumento
de 19% nos lotes 1 e 3, e de 16% para, o lote Ztmoosdia de avaliacdo (Figura 7A, B
e C). O tratamento com SNP também foi eficaz no auntmttividade d@-amilase,
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acrescendo 20, 39 e 32% no sétimo dia de avaliacalotessl, 2 e 3, respectivamente
(Figura 7D, E e F).

O aumento da atividade da o e da B-amilase devido a aplicacéo de liberadores de
ON durante a germinacdo também foi observado emo®trtabalhos realizados com
sementes de trigo (Hu et al., 2007 e Zheng et al9)280de tomate (Amooaghaie e
Nikzad, 2013), o que confirma a hip6tese de que o @heata a atividade das amilases

nas sementes, facilitando a conversdo do amido emaras(gnliveis.
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Figura 7. Atividade enzimatica da-amilase ¢ da B-amilase durante a germinacao de
sementes dos lotes 1, 2 e 3 (A, B e C e D, E e fecasamente) d€isum
sativumsubmetidos ou ndo a aplicacdo de SNP 50 uM

Observa-se que os lotes com menor potencial fismddpte 2 e 3) apresentam
melhor resposta a aplicacdo do SNP, fato esse, coagqwelos valores mais altos
obtidos nos testes de PC, IVG, TF, CH, CR e MSR (Figg&), nos tratamentos com

SNP em relagdo ao controle. Diferencas mais pronuaiactre os tratamentos também

foram encontradas na atividade das enzimas antioxidaB@i3, CAT e APX (Figura 3
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e 4), na liberagdo de-Ono contetdo de 4. (Figura 5) e no contetdo de MDA (Figura
6) nos lotes de menor vigor, 0 que sugere que ses@at@aior vigor apresentam sistema

antioxidativo mais eficiente.
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CONCLUSOES

N&o houve aumento na germinacdo das sementes de eositha aplicacdo do
nitroprussiato de sodio, contudo, houve aumento rar.vig

A aplicacdo de nitroprussiato de sodio € mais eficazsementes de menor
potencial fisioldgico.

O oOxido nitrico promove maior atividade das enzimasf-amilase, além das
enzimas do aparato antioxidativo, favorecendo o procgesminativo das sementes
devido & menor peroxidacao de lipideos.

O oxido nitrico apresenta potencial para ser utilizzaldratamento de sementes

de ervilha visando aumento do vigor das sementes.
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Capitulo Il. EFEITO DO OXIDO NIiTRICO DURANTE A GERMI NACAO DE
SEMENTES DE ERVILHA ( Pisum sativurrL.) SOB ESTRESSE HIDRICO

RESUMO - A embebicdo das sementes é essencial paetormaada das
atividades metabdlicas e inicio dos eventos celulgrés @ maturidade, desempenhando
papel fundamental no processo germinativo. A restric@loichi as sementes pode
acarretar diversos processos naturais como aumestespécies reativas de oxigénio
(EROs), consequentemente aumentando o estresse oxidathado nitrico (ON) tem
acdo em diversos eventos nos vegetais. Nas semen@Q, é capaz de aumentar a
atividade das enzimas antioxidativas e das amilasestl®ncia do ON em sementes
sob estresse hidrico ainda ndo esté elucidada, asshijetivo deste estudo foi verificar
a influéncia do ON na germinacdo de sementes de esalhastresse hidrico. Para tanto,
sementes de ervilha foram semeadas em substrato udwed®sn agua (controle),
solucéo de polietilenoglicol (PEG 6000; -0,15 MPsplkeicédo de PEG 6000 + SNP (-0,15
MPa; 50 pM). Foram determinados os seguintes par&najgyminagdo, primeira
contagem de germinacéo (PC), indice de velocidadem&irtacédo (IVG), comprimento
de hipocatilo (CH) e radicula (CR) e massa secapmtechitilo (MSH), radicula (MSR) e
cotilédone (MSC), além de quantificar avatade da o e da B-amilase, das enzimas
antioxidativas, superdxido dismutase (SOD), catalaseT{CAscorbato peroxidase
(APX) e peroxidases totais (POX), peroxidacdo déddips através conteudo de
malonaldeido (MDA), de perdéxido de hidrogénio-@) e a liberacdo de &nion
superoxido (@). Os dados foram submetidos & andlise de varianag& reédias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5%batplidade. O estresse hidrico
reduz a germinagao e o desenvolvimento inicial das péé&n@ssim como a atividade das
amilases e das enzimas do aparato antioxidativo. Oudi¢r@tou a germinagéo, a PG e
o IVG das sementes de ervilha sob estresse hidriesafglo ON ndo aumentar CH e o
CR, houve maior acimulo de MSC e MSR. A atividade elda -amilase, das enzimas
antioxidativas foi aumentada com a aplicacdo de OMrserjuentemente, diminuiu a

liberacdo @, a quantidade de28: e a peroxidacéo de lipideos.

Palavras-chave: SNP, germinacao, EROs, estressdivxjdastricdo hidrica.
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Chapter II. NITRIC OXIDE EFFECT DURING THE GERMINAT ION OF PEA
SEEDS @isum sativurmL.) UNDER WATER STRESS

ABSTRACT - The seeds imbibition is essential for thetabelic activities
resumption and the early cellular events after the seatlsity, playing a fundamental
function in the germination process. Water restriction the seeds can lead several
natural process like increase the reactive oxygen sp@@S), consequently increasing
the oxidative stress. The nitric oxide (NO) acts in sey@alts events. In seeds, the NO
can increase the antioxidative and amylases enzymegyadtdow the NO influence the
seeds under water stress is not yet elucidated, so.etesrch aimed to evaluate the
influence of NO in the germination of pea seeds undégvetress. Therefore, pea seeds
were sown in a substrate with water (control), polietiggicol solution (PEG 6000; -0,15
MPa) and PEG 6000 + SNP solution (-0,15 MPa; 50 umMjvere determined the
following parameters: germination (G), first count of gewation (PC), speed
germination index (IVG), hipocotyl length (CH), radiclength (CR), dry mass of
hipocotyl (MSH) and dry mass of radicle (MSBysides qualifying the o and f-amylase,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascobatexidase (APX) and total
peroxidase (POX) activity, lipid peroxidation by the mallolehyde content (MDA),
hydrogen peroxide (¥D.) and superoxide anion liberation D It was adopted the
completely randomized design with four replicates. @& were subjected to variance
analysis and the means were analyzed by Tukey t8%% af probability. The water stress
decrease the seed germination, the initial seedling davelot, the amylases and the
antioxidative enzymes activity. The NO increase theseeals germination, the PC and
the IVG, under water stress. The NO does not incré@s€Id and CR, but increase the
MSC and MSRThe a and B-amylase and antioxidative enzymes activity were irsgda
in the NO presence and consequently there were leblseation, less kD, content and

less lipid peroxidation.

Keywords: SNP, germination, ROS, oxidative stress, watriction.

34



INTRODUCAO

A embebicdo das sementes € essencial para a retdasmdtvidades metabodlicas
e inicio dos eventos celulares apos a maturidademgesdando papel fundamental no
processo germinativo (Marcos Filho, 2005; Bewley et2al13).

O processo de embebicdo das sementes em agua, ment&l apresenta um
padrdo trifasico. Em geral, ha uma fase de rapidargds de agua (fase 1), que é regida
pelo potencial matricial (¥m) da semente seca e dependente apenas da ligagaa entre
adgua e a matriz da semente (Bewley et al., 2013).

O potencial osmotico¥(s) € responsavel pelo continuo ganho de &gua pela
semente ap0s as matrizes atingirem a hidratacdo plermmbebicdo é total ou
parcialmente paralisada quando o potencial hidrico dargensementy € balanceado
pelo turgor, ou potencial de press8)( Nessa etapa, o conteido de 4gua na semente
atinge um platd, mantido relativamente constante por unodeertonhecido como
intervalo ou fase de preparacéo e ativacdo metabdisa if) (Castro et al, 2004; Marcos
Filho, 2005).

Durante a fase Il, sdo ativados os processos metabdlenueridos para o
crescimento do embrido e a conclusdo do processuirggivo. Nessa fase, ha a
restauracdo da integridade celular, reparo mitocondamainento significativo da
respiracdo, reparo e sintese de DNA, digestdo dasvasse sintese de mRNAs
associados a germinacgéo (Bewley et al., 2013).

A disponibilidade hidrica € um dos fatores de maiorvéeleia para uma
germinacdo bem sucedida. A medida que a disponibilidadégua para a semente é
reduzida, ha reducéo da velocidade de germinagétaelamento do desenvolvimento
das plantulas. Restricbes mais severas passam alipaejla porcentagem final de
germinacéo devido ao atraso ou a ndo ocorréncigrdeessos metabdlicos necessarios
para a germinacdo (Rosseto et al., 1997; Braccini #098; Rahimi, 2013). Geralmente,
a exposicdo das sementes ao estresse hidrico gexsa na¢des naturais nas sementes.
Uma das consequéncias dessa exposicdo é a geragdpéties reativas de oxigénio
(EROs), que, consequentemente, podem causar esixdatvo afetando as estruturas
e 0 metabolismo celular (Bartels e Sunkar, 2005; Wagag,&009).

O estresse oxidativo se d& devido a perda da capedidasemente em manter a
homeostase celular das EROs, ou seja, hd um aumeiperoxidacdo de lipideos e um
declinio na atividade das enzimas sequestradoras das [¥BOst al., 2012). Um dos

mecanismos de defesa contra o estresse oxidativistema de antioxidante que pode
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ser enzimatico ou ndo enzimatico. O sistema antioxidaiamatico requer varias
enzimas que podem eliminar o excesso de EROs pdatugela semente. A superéxido
dismutase (SOD, catalase (CAT) e as peroxidases (AFOXepor exemplo) sdo algumas
das enzimas antioxidativas existentes no reino veget8lOB catalisa a conversao do
radical superoxido (£) a peroxido de hidrogénio £8,). A CAT remove o HO»
convertendo-o a 4gua e oxigénio. As POX sdo um gilepenzimas oxirredutases que
oxidam substratos org&nicos como o ascorbato nodastPX, tendo o peroxido de
hidrogénio como molécula receptora de elétrons. lxi@acdo do substrato organico
resulta na liberagdo de agua (Zhang e Kirkham, 19&@er, 2002).

O oxido nitrico (ON) é um radical livre de formacdo @yeha em diversos
sistemas bioldgicos, possui variadas funcdes fisiolégikca, por si s6, uma espécie
reativa de nitrogénio, podendo afetar diferentes tiposélldas tendo caracteristicas
protetoras ou toxicas, dependendo da concentracagidlemas em que a toxicidade é
predominantemente devido a presenca e a¢do das ERID6age quebrando a cadeia e
limitando os danos causados por estes radicais livip®(Let al., 1993; Delledone et
al., 1998; Beligni e Lamattina, 1999).

A aplicacdo de doadores de ON em vegetais vem sarslanite explorada pela
pesquisa, pois 0 ON € uma importante molécula sinaliaacnvolvida em diversas
funcBes fisiologicas nas plantas, mediando diverssgostas dos vegetais a estresse
bidticos e abidticos (Delledonne, 2005). O tratamentm ON € capaz de aumentar a
germinagéo de sementes de trigo sob estresse salinog(2hal., 2009), estresse por
metais pesados como arsénio (Singh et al., 2013)e dbtu et al., 2007), chumbo e
cadmio (Kopyra e @06zdz, 2003), além de aumentar o acimulo de matéria seca em
plantulas de milho (Zhang et al., 2006), e de abolsotaestresse salino (Fan et al., 2013),
de trigo, sob estresse hidrico (Zhang et al., 2008 eitros, sob niveis toxicos de
aluminio (Yang et al., 2012).

A acdo do ON no aumento da toleréncia dos vegetafsramtes tipos de estresses
vem sendo fortemente correlacionada a sua capacidageoteger as células vegetais
de danos decorrentes da oxidacdo. O ON promove mnaisformagéo das EROs pelas
enzimas do aparato antioxidativo, além de aumentaisgomibilidade de agucares
solliveis para o eixo embrionéario, devido a maiordlise do amido pela acao das
amilases. A influéncia do ON em sementes sob estresgstdthda ndo esta elucidada,
logo, o objetivo neste estudo foi verificar a influérd@ON na germinagdo de sementes

de ervilha sob estresse hidrico.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de SementesDdpartamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa — UF\fafoutilizadas sementes de
ervilha Itapua 600, produzidas pela empresa ISLA &t¥ed tda. As sementes foram
distribuidas em rolos de papel filtro, tipo Germitestedecido com agua (controle),
solucéo de polietilenoglicol (PEG 6000; -0,15 MPa) eselucéo de PEG 6000 com SNP
(-0,15 MPa + 50 uM) na proporgéao de 2,5 vezes o gepapel seco. Foram realizadas

0S seguintes testes e determinagdes:

Teste de germinagéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes. A®nsesn foram
distribuidas em rolos de papel filtro, tipo Germftesimedecido com &gua (controle) ou
com solugéo de SNP 50 puM na proporgéo de 2,5 vepeso do papel seco. Os rolos
foram mantidos em germinador na temperatura d€.20 resultado consistiu na
percentagem de plantulas normais obtidas no oitavgpdmasemeadura, como descrito

nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Primeira contagem de germinacgéo

Foi realizado juntamente com o teste de germinacéo, tiadsisia percentagem
de plantulas normais obtidas no quinto dia ap6s aaduma como determinado nas

Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)

Adotou-se a metodologia descrita acima para o tesgemaeinagéo, realizando-
se avaliacdes diarias, a mesma hora, a partir dadgue surgiram as primeiras plantulas
normais. As plantulas normais foram computadas @detirdo rolo até o oitavo dia apos
a semeadura (Brasil, 2009). Foi calculado o indlee velocidade de germinacao
empregando-se a férmula proposta por Maguire (1962).

IVG = (Gi/N1) + (G/N2) + ... + (G/Nn)

Onde: IVG = indice de velocidade de germinagéo;
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G1, Gz, Gy = nimero de plantulas normais computadas na prirceitiagem, na
segunda contagem e na Ultima contagem;
N1, N2, Nn = NUmero de dias da semeadura a primeira contagesagunda

contagem e a Ultima contagem.

Comprimento de hipocotilo e radicula

As sementes, em quatro repeticbes de 10 sementes) $eraeadas de forma
linear e equidistante em linha tragada no tergo superiqragel toalha umedecido
conforme descrito acima para o teste de germinaga&amnfFoonfeccionados rolos que
foram mantidos em germinador a 20 °C. No oitavo dia agemeadura foram efetuadas
as medi¢bes do comprimento de hipocétilo e de rad@tadaplantulas normais com o
auxilio de uma régua graduada em cm. Os resultadas fexpressos em centimetros por

plantula (Nakagawa, 1999).

Massa seca de hipocétilo e radicula

Foi realizada conjuntamente com a determinagdo do amemo de hipocdtilo e
radicula. As plantulas normais utilizadas na deterp@imalo comprimento do hipocétilo
e da radicula tiveram os seus cotilédones removidedigdcétilos, as radiculas e os
cotilédones foram colocados separadamente em sapapelke colocados para secar em
estufa de ar for¢cado, a 7G, até atingirem peso constante. Foram efetuadas pssagen
os resultados foram expressos em miligramas de Hifmod radicula por plantula
(Nakagawa, 1999).

Obtencéo do extrato bruto para determinagéo da atividde das amilases

As sementes foram colocadas para germinar como tbeaciina para o teste de
germinacgdo. As 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168sapds a semeadura, foram retiradas
amostras para a realizacdo das determinacdes enasatic

As amilases foram extraidas e quantificadas pelos m&tpdopostos por
Kishorekumar et al. (2008) e Térrado e Nicolas (19Céyca de 1 g de material vegetal
foi macerada em 10 mL de agua gelad&)40 extrato foi centrifugado a 15.090a
4°C, durante 30 minutos. O sobrenadante foi coletadoggtmntificacdo da atividade

da o e da B-amilase.
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Determinacao da atividade dar-amilase

Cinco mililitros do extrato enzimético foram misturadosc3 mL de cloreto de
calcio (CaCl) 3 mM, e incubados a 70, durante 5 minutos. Colocou-se em um tubo de
ensaio, 0,7 mL do extrato ainda quente e 2 mL de tamgpéato 0,1 mM (pH 5,0)
contendo 2% de amido (p/v). Os tubos foram incubad@¥C, por 5 minutos e,
posteriormente, a reacao foi paralisada pela adicdamede um reagente contendo 1,0
g de acido 3’,5-dinitrosalicilico em 20 mL de hidréxide sédio (NaOH) 2 M, e 30 g de
tartarato de sodio e potassio, em 100 mL de dgua destfamistura foi aquecida a %D
durante 5 minutos acrescentando-se,entdo, agua deat#adampletar 10 mL. A leitura

da absorvancia foi realizada através de espectrofotd@&#0 nm.

Determinacao da atividade dgf-amilase

A atividade da B-amilase foi mensurada depois da inativagdo da atividade
amilase por meio de pH &cido (pH 3,4), com EDTAN,1Dois mL de tamp&o citrato
(pH 3,4), contendo 2% de amido (p/v) foram adici@saa 0,7 mL do extrato enzimético
tratado com EDTA mM em um tubo de ensaio. Os tub@srfancubados por 5 minutos
a 30°C. Foram adicionados 2 mL de reagente contendoelagido 3',5-dinitrosalicilico,
em 20 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 2 M, e 30 gattarato de sédio e potassio, em
100 mL de &gua destilada, para a paralisacéo deoreAgaistura foi aquecida a 5D
durante 5 minutos e entdo acrescentou-se agua dasitédompletar 10 mL. A leitura
da absorvancia foi realizada por meio de espectrofettona 540 nm.

A atividade da a e da B-amilase foram expressas em unidades ohg proteina,
sendo que uma unidade equivale & liberacdo de um miigde maltose do amido por
minuto pela enzima. A quantidade de proteinas soluasisementes foi determinada de

acordo com Bradford (1976), utilizando-se albuminaite{BSA) como padréo.

Obtencdo do extrato bruto para determinagcdo da atividde de enzimas

antioxidativas

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos brutos padetesminagbes da
atividade da catalase (CAT), da peroxidase (POXpetaxidase do ascorbato (APX), da

superoxido dismutase (SOD), as sementes foram liafdgae, posteriormente,
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macerados cerca de 0,3 g de sementes. Foram entionados 2 mL de meio de
homogeneizacao, tampdo fosfato de potassio 0,1M, ,8pH6 acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fem@tilsulfonico (PMSF) 1 mM
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et ,al1999), seguido de
centrifugacéo a 12.0afpor 15 min, a 4 °C.

Determinacao da atividade da superdxido dismutase (SQEC 1.15.1.1)

Foi determinada a atividade da SOD pela adicdo dd_3fbextrato enzimatico
bruto a 2,97 mL de meio de reacgdo, constituido dedarfgsfato de soédio 50 mM, pH
7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdiBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM
e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A readdicconduzida a 25°C, numa camara
de reacao sob iluminacdo de uma lampada fluorescerid @V, mantida no interior de
uma caixa coberta com papel aluminio. Ap6s 5 min desiggo a luz, a iluminacgéo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pelafedoicéo do NBT, foi determinada
pela medi¢cdo da absorvancia a 560 nm. O brancobiio nas mesmas condic¢des,
porém, sem a presenca de luz (Giannopolitis e RBA7). Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necesséria fiairaeim 50 % a fotorreducédo do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

Determinacao da atividade da catalase (CAT, EC 1.116).

Foi determinada atividade da catalase pela adicao del100 extrato enzimético
bruto a 2,9 mL de meio de reacdo, constituido dpdanfosfato de potassio 50 mM, pH
7,0 e HO212,5 mM (Havir e McHale, 1987). Durante o primeirinmto de reacao,
mantida a 25°C, foi medido o decréscimo na absoi®aa 240 nm. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente dang&o molar de 36 M cni?

Anderson et al., 1995) e expressa em pmoitmig! de proteina.
p H g p

Determinacao da atividade da peroxidase (POX, EC1.1117)

A atividade da peroxidase foi determinada pela add@#@d00 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constitdédtmampéo fosfato de potéssio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidnoig&20 mM (Kare e Mishra, 1976).

O incremento da absorvancia durante o primeiro minatoed¢éo a 420 nm, a 25 °C,
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determinou a producdo de purpurogalina. A atividade enien foi calculada,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 e (Chance e Maehley,

1955) e expressa em pmol mimg* de proteina.

Determinacao da atividade da peroxidase do ascorba{@PX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pela adi¢céo de 108qiextrato enzimético
bruto a 2,9 mL de meio de reagéo constituido de @&sdérbico 0,8 mM e ¥D,1,0 mM,
em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Foiemlaslo o decréscimo na
absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiraitmide reacdo (Nakano e Asada,
1981; Koshiba, 1993). A atividade enzimética foi clelda utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mi¢m™ (Nakano e Asada, 1981) e expressa em pmot mat

de proteina.

Liberacdo de anion superdxido

Amostras de 0,2 g de sementes foram cortadas em @sgEsegmentos e
incubadas em 2 mL de meio de reagdo constituido dodisabdico do &cido
etilenodiaminotetracético (MBDTA) 100 uM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20 pM, e tampéo de fosfato de s6@ionM, pH 7,8 (Mohammadi e
Karr, 2001) em tubos, tipo “penicilina”, hermeticamemtehfados. A reagao foi iniciada
pela introducdo de 100 pL de epinefrina 25,2 mM erh®{C N, utilizando-se, seringa
cromatogréafica. As amostras foram incubadas a 28%I€ agitacdo, por 1 minuto. Os
segmentos foram removidos e, a partir do segundaitminniciou-se a leitura da
absorvancia a 480 nm, durante 1 minuto. O branae#&tizado sob as mesmas condicdes,
mas sem material vegetal. A producéo de anion suiderfoi avaliada pela determinacéo
da quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fi@goi971), utilizando-se o
coeficiente de absortividade molar de 4,0 X MIE (Boveris, 1984).

Quantificacdo de perdxido de hidrogénio

Amostras de 0,2 g de sementes, trituradas em nitrogioigdo, foram
homogeneizadas em 2,0 mL de tampéo fosfato de poB@sioM, pH 6,5, contendo
hidroxilamina 1 mM, seguido de centrifugacdo a 10@08or 15 min, 4°C, e coleta do

sobrenadante (Kuo e Kao, 2003).
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Aliquotas de 30 pL do sobrenadante foram adicionadas meio de reacéo
constituido de sulfato ferroso amoniacal 28@, acido sulfrico 25 mM, laranja de
xilenol 250 uM e sorbitol100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000),
homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 mintelndieacéo da absorvancia a 560
nm e a quantificacdo de;B: foi realizada com base em curva de calibragdo, @om
utilizagdo de concentracfes de peroxido como padraoc@sgpara 0s reagentes e 0s

extratos vegetais foram preparados em paralelo e sulstidadamostra.

Avaliacdo da peroxidagdo de lipidios

Amostras de 0,3 g de sementes foram homogeneizade® oo de TCA 0,1%
(p/v) e centrifugadas a 12.0@(®or 15 min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionado a 1,5mL de TBA 0,5% (p/v) em TCA 20%. Atora foi incubada em agua
fervente por 30 min, e a reacao foi interrompida enhbale gelo por 10 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10g0@0rante 10 min. A leitura da
absorvancia foi realizada a 532 nm e 600 nm. Foi utdizacbeficiente de extingdo molar
de 155 mM cm? para quantificar-se a concentracdo dos perdxidos idékp sendo os

resultados expressos em nmol MDA (geath e Packer, 1968).

Andlise estatistica
O experimento foi montado em delineamento inteiramenseiatizado com
quatro repeticfes. Os dados foram submetidos a anéligeridecia e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% odalpiidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de ervilha germinaram com taxa de 98%, eaicoes 6timas (0,0
MPa), e de 63% sob restricdo hidrica (PEG 6000 -0,Ra)MCom aplicacdo de SNP,
mesmo sob restricdo hidrica, a germinacéo foi de 84%lantulas normais, no oitavo
dia apds a semeadura (Figura 1A).

Pelos testes de vigor, PCG e IVG, observou-se qué&resgs hidrico, além de
afetar negativamente o vigor, diminui também a velocidadgerminagdo. Em condigcdes
ideais, a PCG foi de 96% e o IVG de 12,89, apresdnt@mjuedas significativas sob
estresse hidrico, apresentando valores de 10,5% edspéctivamente. O ON foi capaz
de reverter parcialmente a queda na PCG e no IVGopaola pelo estresse hidrico,
obtendo-se valores superiores aos observados no tratacem PEG a -0,15 MPa
(Figura 1B e C).

A restricdo hidrica reduziu a germinacdo das sememetesvilha; entretanto, a
germinagéo foi estimulada na presengca do ON. Aparemntemno ON aumentou o vigor
das sementes e acelerou a emergéncia do hipocotilaazdarimaria. Outros estudos
também comprovaram o eficaz efeito do ON em promagarminacdo de sementes de
alface (Deng e Song, 201Banicum virgatun(Sarath et al., 2005), trigo sob estresse
hidrico (Zhang et al., 2003) e salino (Zheng et alQ920e de tomate submetidas ao
estresse térmico (Amooaghaie e Nikzad, 2013).

Na Figura 1D, verifica-se que sob estresse hidricongpdmento do hipocétilo
das plantulas diminuiu, apresentando valores 78% inésrise comparados aos das
plantulas que se desenvolveram em condi¢cdes adeqjdadtisponibilidade hidrica. J&
para o comprimento de radicula ndo houve difersiguificativa entre o controle e o
tratamento de estresse hidrico (Figura 1E). A aplicac@®Nimao teve efeito sobre o
comprimento das plantulas.

E possivel observar na figura 1F e G que houve naaidmulo de matéria seca
nas plantulas do controle, que apresentaram valorgkStiede 18,32 mg plantulee de
MSR de 20,24 mg plantula Quando submetidas ao estresse hidrico, houve redacdo
70 e 55% respectivamente, naqueles valores. A aplichg&N foi capaz de reverter a
reducédo da MSH em 17% e néo foi capaz de aumen#$R Contudo, pela razéo
MSR/CR constata-se que o estresse hidrico prejudi@iimulo de matéria seca nas
radiculas, apresentando valores de 1,17 mg de MSdenradicula nas plantulas sob
estresse, se comparada a 1,97 mg de M5 dmradicula no controle e 1,81 mg de MS

cmt de radicula nas plantulas sob estresse e na predei@i, o que significa queda
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significativa de 41% e recuperacdo de 33 pontos pwer@isn Por esses resultados
observou-se que h& maior translocacéo e fixagdo deilaskis pelo eixo embrionério, o
que é reforgado pelos menores valores de MSC (Figdyano controle e sob estresse
hidrico com a presenca do SNP.

Sob o estresse hidrico o crescimento radicular e de pérea das plantulas de
ervilha foi reduzida. Resultados semelhantes foram émctos em outros estudos com
girassol (Kaya et al., 2006), feijao (Guimaréaes et 86).9amendoim, gergelim e mamona
(Pinto et al., 2008). Contudo, o estresse hidrico mdd€rQ,2 a -0,4 MPa) é comumente
relatado como estimulante ao crescimento radicular.ebtne colaboradores (2011),
estudando o desenvolvimento de plantulas de algodéo dargeteinacdo, observaram
qgue potencial hidrico de até -0,4 MPa foi capaz de elstinoucrescimento radicular.
Resultados semelhantes também foram encontrados etulgméohe feijdo (Guimarées et
al., 1996) e de arroz (Yuan-Yuan et al.,, 2010). SeguRdce et al. (1999), esse
comportamento é comum devido a necessidade de nxgioracéo do solo em busca de
maior disponibilidade hidrica em camada mais profuredsodb.

A atividade das enzimas do aparato antioxidativo tiverampocdm@mento
crescente ao longo da germinacdo das sementes de ,eayilegentando valores, em
meédia, 7, 4 e 6 vezes maiores no Ultimo dia de @Zdi@omparada ao tempo zero para
o controle, para sementes submetidas ao estressentédpiara aquelas sob o estresse
hidrico na presenca do ON. A aplicagdo do ON aumeatatividade enzimatica do
aparato antioxidativo durante a germinacao das senmmitiesetidas ao estresse hidrico.
Comparando-se apenas as sementes sob estresse éfdmresenca ou ndo do ON, é
possivel observar que o ON promoveu um aumento d223%4 e 37% da atividade das
enzimas SOD, CAT, APX e POX, respectivamente, no sétiia de avaliacdo (Figura
2).

O contetdo de #D:; e a liberacdo de Oforam menores ao longo de toda a
germinacéo nas sementes tratadas com o ON. A liberag@o aumentou até o terceiro
dia de germinacéo e, a partir de entdo, decrescesétioo dia de avaliagdo, a liberacédo
de O foi 61% menor nas sementes tratadas com ON, quanmdpacadas as sementes
sob estresse sem SNP (Figura 3A). A concentragcae@efél crescente durante todo o
periodo avaliado, porém, a aplicacdo de SNP promowvesétimo dia de avaliacéo,
valores 22% menores nas sementes tratadas com @Naoa@mparadas as sementes sob
estresse e sem a presencga de ON (Figura 3B).

As concentracdes de MDA foram crescentes durante #odgrminacéo e

apresentou valores menores nas sementes tratadas gang@indica que o SNP pode
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ser efetivo na protecdo de sementes em processo gevminkevido a maior protecao
contra o estresse oxidativo. No sétimo dia de avaliazéoncentracdo de MDA foi 25%
inferior nas sementes tratadas com ON, quando compaaadamentes sob estresse sem
SNP (Figura 3C).
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo (A), primeira contagem deing;éo (B) e
indice de velocidade de germinacdo (C) de sementespricoemto de
hipocotilo (D), comprimento de radicula (E), massa sizdipocatilo (F),
massa seca de radicula (G) e massa seca de cotil@dpde plantulas de
Pisum sativunsubmetidas a embebicao com agua (controle), solucB&Ge
6000 (-0,15 MPa) ou solucdo de PEG 6000 + SNPFNIRa e 50 uM).

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem eatiatamentos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Atividade da superéxido dismutase (A), catalase (B)pxidase do ascorbato
(C) e peroxidase (D) durante a germinacdo de semdet®sum sativum
submetidas a embebi¢cdo com agua (controle), solded®EG 6000 (-0,15
MPa) ou solugéo de PEG 6000 + SNP (-0,15 MPa eVp0 p

Segundo Tian e Lei (2006), o estresse hidrico podsacalanos oxidativos as
células devido a excessiva geracdo de EROs. O asuUdescontrolado de EROs é
altamente toxico as células, pois podem reagir com grgunaletidade de biomoléculas,
que resulta em estresse oxidativo, podendo causar deluderes irreversiveis (Bailly,
2004).

No presente estudo, observa-se que o tratamento co@®N odiminuiu
significativamente a peroxidacao de lipideos, a concémrde HO- e a liberacdo deO
nas sementes de ervilha, durante a germinagéo. Seghadg e colaboradores (2003),
o ON promove toleréncia ao estresse hidrico devido tanwds & maior atividade das
enzimas antioxidativas, proporcionando, entdo, maiootecdo contra estresses
oxidativos, durante o processo germinativo de sementaglidacéo de doadores de ON
também foi eficiente no aumento da tolerancia ao sstisino (Zheng et al., 2009; Xu
et al., 2011), por calor (Song et al., 2PBpor metais pesados (Kopyra e Gwozdz, 2003;

Hu et al., 2007), devido a maior atividade das enzuiasparato antioxidativo.

46



>

—@- Agua
O~ 0,15 MPa
—W— -0,15 MPa + SNP

0.8

06 1

0,4

[0, (nmol.min™.g" MF)

0.2

00

o |

35 1

3,0

254

2,0 1

[H,0,] (nmol.g”" MF)

[MDA] (nm.mL™".g"' MS)

o
n
w
e
o
o
~

Tempo (dias)

Figura 3. Liberag&o de anion superoxido (A), contetdo de>xp@odde hidrogénio (B) e
de malonaldeido (C) durante a germinacdo de sementB$sui@ sativum
submetidas a embebi¢cdo com agua (controle), solded®EG 6000 (-0,15
MPa) ou solugéo de PEG 6000 + SNP (-0,15 MPa eVp0 p

A atividade das enzimas o ¢ a f-amilase foi crescente ao longo do tempo, contudo,
sementes sob estresse hidrico tiveram a atividade adessams reduzida, apresentando
queda de 42% e 45% no sétimo dia de avaliagdoem p-amilase respectivamente, se
comparadas ao controle. A aplicacdo de SNP reverteialpeente a queda na atividade
dessas enzimas, permitindo a recuperacao de 9 eng¥sgrercentuais da atividadeoda
amilase ¢ da f-amilase respectivamente.

A atividade das amilases é imprescindivel para @iee & hidrélise do amido e
abastecimento de acgucares sollveis para o eixo er@bopdurante a germinacéo de

sementes (Kumari et al., 2010; Sfaxi-Bousbih et al., p0QGfeito do ON no aumento
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da atividade da o e da B-amilase durante a germinagéao de trigo (Zhang €G05; Hu et
al., 2007 e Zheng et al., 2009), de tremoco (Beligri,€2@02) e de tomate (Amooaghaie
e Nikzad, 2013) também foi relatado, corroborandgpétbse de que o ON aumenta a

conversdo do amido em agucares solUveis atravésidaatigidade das amilases.

25
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Figura 4. Atividade da o (A) e da B-amilase (B) durante a germinacdo de sementes de
Pisum sativunsubmetidas & embebicdo com agua (controle), solucB&@e
6000 (-0,15 MPa) ou solugéo de PEG 6000 + SNPH-NIRa e 50 pM).

Observa-se, no presente trabalho, que sementes sulsretidstresse hidrico tém
a atividade das enzimas do aparato antioxidativo redumicior contetado de B,
maior liberacdo de De maior peroxidacdo de lipideos. Além disso, ha mbiadlise
de amido, avaliada pela atividade das amilases, quandmpacadas as sementes
submetidas a condi¢des 6timas de embebicéo.

Tais alteracdes metabdlicas acarretaram reducao sigivdicka germinacdo das
sementes e do desenvolvimento inicial das plantulas quandstresse hidrico foi
aplicado as sementes. Entretanto, o ON amenizou os dansados pelo estresse hidrico,
invertendo parcialmente todos parametros bioquimicosaaesj o que proporcionou

maior e mais rapida germinacao além de maior detémemto inicial das plantulas.
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CONCLUSOES

O estresse hidrico diminui a germinacéo e o vigor destes de ervilha, além
de causar um desbalanco das espécies reativas éaioxidevido a menor atividade das
enzimas antioxidativas, o que acarreta na maior pexgialde lipideos.

Com aplicacdo de nitroprussiato de sédio houve maomigacdo e maior
velocidade de germinagdo em sementes submetidatr@sseshidrico.

A atividade das enzimas do aparato antioxidativo € ntpiando as sementes
germinam na presenca de Oxido nitrico, amenizando assdmusados pelo estresse

hidrico.

49



REFERENCIAS BIBLIOFRAFICAS

AMOOAGHAIE, R.; NIKZAD, K. The role of nitric oxider priming-induced low-
teperature tolerance in two genotypes of tomaged Science Research.23, p.1-9,
2013.

ANDERSON, M.D.; PRASAD, T.K.; STEWART, C.R. Changesisozyme profiles of
catalase, peroxidase, and glutathione reductase gdagnlimation to chilling in
mesocotylus of maize seedlingdant Physiology v.109, p.1247-1257, 1995.

BAILLY, C. Active oxygen species and antioxidants indsdrology. Seed Science
Research v.14, p.93-107, 2010.

BARTELS, D.; SUNKAR, R. Drought and salt tolerance iants.Critical Reviews in
Plants Sciencev.24, p.23-58, 2005.

BEAUCHAMP, C.; FRIDOVICH, I. Superoxide Dismutase: drnoved assays and an
assay aplicable to acrylamide gedmalytical Biochemistry, v.44, p.276-287, 1971.

BELIGNI, M. V.; LAMATTINA, L. Nitric oxide counteractscytotoxic processes
mediated by reactive oxygen species in plant tisstlasta, v.208, p.337-344, 1999.

BELIGNI, M.; FATH, A.; BETHKE, P.C.; LAMATTINA, L.;JONES, R.L. Nitric oxide
acts as an antioxidant and delays programmed cell dedthrley aleurone layers.
Plant Physiology v.129, p.1642-1650, 2002.

BEWLEY, J. D.; BRADFORD, K. J.; HILHORST, W. W. MNONOGAKI, H. Seeds:
Physiology of development, germination and dormanggd3 Springer, New York,
2013. 392p.

BOVERIS, A. Determination of the production of supedexradicals and hydrogen
peroxide in mitochondridMethods in Enzymology v.105, p.429-435, 1984.

BRACCINI, A. L.; REIS, M. S.; SEDIYAMA, C. S.; SEDIYNA, T.; ROCHA, V. S.
Influéncia do potencial hidrico induzido por polietilenoglina qualidade fisiologica
de sementes de soResquisa Agropecudria Brasileirav.33, p.1451-1459, 1998.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for theaqiitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dyending. Analytical
Biochemistry, v.72, p.248-254, 1976.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteento. Regras para Andlise de
Sementes. Brasilia, 2009. 399p.

CHANCE, B.; MAEHLEY, A.C. Assay of catalases andrgedases.Methods in
Enzymology, v.2, p.764-775, 1995.

DEL LONGO, O.T.; GONZALEZ, A.; PASTORI, G.M.; TRIRPV.S. Antioxidant
defenses under hyperoxygenic and hyperosmotic g¢onslitn leaves of two lines of
maize with differential sensitivity to droughRlant and Cell Physiology v.34,
p.1023-1028, 1993.

50



DELLEDONNE, M.; XIA, Y.; DIXON, R.A.; LAMB, C. Nitric oxide functions as a
signal in plant disease resistansature, v.394, p.585-588, 1998.

DENG, Z.; SONG, S. Sodium nitroprusside, ferricggminitrite and nitrate decrease the
thermo-dormancy of lettuce seed germination in a nitridexiependent manner in
light. South African Journal of Botany, v.78, p.139-146, 2012.

FAN, H.; DU, C.; GUO, S. Nitric oxide enhaces salt toleeam cucumber seedlings by
regulating free polyamine contenvironmental and Experimental Botany, v.86,
p.52-59, 2013.

GAY, C.; GEBICKI, J.M. A critical evaluation of the efft of sorbitol on the ferric-
xylenol orange hydroperoxide assaynalytical Biochemistry, v.284, p.217-220,
2000.

GIANNOPOLITIS, C.N.; RIES, S.K. Superoxide dismutadelsnt Physiology v.59,
p.309-314, 1977.

GUIMARAES, C. M.; BRUNINI, O.; STONE, L. F. Adaptacéio feijoeiro Phaseolus
vulgarisL.) & secaPesquisa Agropecuaria Brasileirav.31, p.393-399, 1996.

HAVIR, E.A.; McHALE, N.A. Biochemical and developmiah characterization of
multiple forms of catalase in tobacco leav@ant Physiology v.84, p.450-455, 1987.

HEATH, R.L.; PACKER, L. Photoperoxidation in isolatetiloroplast.l. Kinetics and
stoichometry of fatty acid peroxidatioArchieves Biochemystry and Byophysics
v.125, p.189-198, 1968.

HU, K.; HU, L.; LI, Y.; ZHANG, F.; ZHANG, H. Protectiveoles of nitric oxide on
germination and antioxidant metabolism in wheat seederucopper stres®lant
Growth Regulation, v.53, p.173-183, 2007.

KAR, M.; MISHRA, D. Catalase, peroxidase, and polypileridase activities during
rice leaf senescencklant Physiology v.57, p.315-319, 1976.

KAYA, M. D.; OKCU, G.; ATAK, M.; CIKILI, Y.; KOLSARICI, O. Seed treatment to
overcome salt and drought stress during germinatioarificaver Helianthus anuus
L.). European Journal of Agronomy;, v.24, p.291-295, 2006.

KISHREKUMAR, A,; JALEEL, C.A.; MANIVANNAN, P.; SANKAR, B,
SRIDHARAN, R.; MURALLI, P.V.; PANNEERSELVAM, R. Compative effects of
different triazole compounds on antioxidant metabolism ®élenostemom
rotundifolius Colloids and Surfacesv.62, p.307-311, 2008.

KOPYRA, M.; GWCZDZ, E.A. Nitric oxide stimulates seed germination and counteracts
the inhibitory effect of heavy metals and salinity oontrgrowth ofLupinus luteus
Plant Physiology and Biochemistryv.41, p.1011-1017, 2003.

KOSHIBA, T. Cytosolic ascorbato peroxidase in seedliagd leaves of maizeZéa
mays9. Plant and Cell Physiology v.34, p.713-721, 1993.

KUMARI, A.; SINGH, V. K.; FITTER, J.; POLEN, T.; KAASTHA, A. M. a-Amylase
from germinating soybearG(ycine may seeds — Purification, characterization and

51



sequential similarity of conserved and catalytic anaiodl residuesPhytochemistry,
v.71, p.1657-1666, 2010.

KUO, M.C.; KAO, C.H. Aluminum effects on lipid peroxition and antioxidative
enzyme activities in rice leaveBiologia Plantarum, v.46, p.149-152, 2003.

LIPTON, S. A,; CHOI, Y.; PAN, Z.; LEIl, S. Z.; CHENH. V.; SUCHER, N. J;
LOSCALZO, J.; SINGEL, D. J.; STAMIER, J. S. A redoaded mechanism for the
neuroprotective and neurodestructive effects of nitric exaohd related nitroso-
compoundsNature, v.364, p.626-632, 1993.

MAGUIRE, J.D. Seeds germination-aid selection araluation for seedling emergence
and vigor.Crop Sciencev.2, p.176, 1962.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas eultis. FEALQ: Piracicaba,
2005. 495p.

MENESES, C. H. S. G.; BRUNO, R. L. A.; FERNANDES, [P; PEREIRA, W. E;
LIMA, L. H. G. M.; LIMA, M. M. A.; VIDAL, M. S. Germination of cotton cultivar
seeds under water stress induced by polyethylenegh@f¥)- Scientia Agricola,
v.68, p.131-138, 2011.

MISRA, H.P.; FRIDOVICH, I. The generation of supeige radical during the
autoxidation of ferredoxinslournal of Biological Chemistry, v.246, p.6886-6890,
1971.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stressrémice.Trends in Plant
Sciencev.7, p.405-410, 2002.

MOHAMMADI, M.; KARR, A.L. Superoxide anion generatioin effective and
ineffective soybean root nodulekurnal of Plant Physiology v.158, p.1023-1029,
2001.

NAKANO, Y.; ASADA, K. Hydrogen peroxide is scavengdy ascorbate specific
peroxidase in spinach chloroplagant and Cell Physiologyv.22, p.867-880, 1981.

PACE, P. F.; CRALLE, H. T.; EL-HALAWANY, S. H. M.; COHEN, J. T
SENSEMAN, S. A. Drought-induced changes in shoot st growth of young
cotton plantsJournal of Cotton Sciencev.3, p.183-187, 1999.

PEIXOTO, P.H.P.; CAMBRAIA, J.; SANT'ANA, R.; MOSQWI, P.R.; MOREIRA,
M.A. Aluminum effects on lipid peroxidation and on aiias of enzymes of oxidative
metabolism in sorghunRevista Brasileira de Fisiologia Vegetalv.11, p.137-143,
1999.

PINTO, C. M.; TAVORA, F. J. F. A; BEZERRA, M. ACORREA, M, C, M.
Crescimento, distribuicdo do Sistema radicular em amiendyergilim e mamona a
ciclos de deficiéncia hidric&evista Ciéncia Agronémicav.39, p.429-436, 2008.

RAHIMI, A. Seed priming improves the germination penfiance of cumin@uminum

syminurni.) under temperature and water strésgustrial Crop and Products, v.42,
p.454-460, 2013.

52



ROSSETTO, C. A. V.; NOVEMBRE, A. D. L. C.; MARCOSIHIO, J.; SILVA, W. R;
NAKAGAWA, J. Efeito da disponibilidade hidrica do sitato, da qualidade
fisiologica e do teor de 4gua inicial das sementefeno processo de germinagao.
Scientia Agricola, v.54, p.97-105, 1997.

SARATH, G.; BETHKE, P.C.; JONES, R.; BAIRD, L.M.; HOG.; MITCHELL, R.B.
Nitric oxide accelerates seed germination in warm-seasassesPlanta, v.223,
p.1154-1164, 2006.

SFAXI-BOUSBIH, A.; CHAOUI, A.; FERJANI, E. E. Cadmiunmpairs mineral and
carbohydrate mobilization during the germination cdrbeeedsEcotoxicology and
Environmental Safety, v.73, p.1123-1129, 2010.

SINGH. V. P.; SRIVASTAVA, P. K.; PRASAD, S. M.; Nitrioxide alleviates arsenic-
induced toxic effects in ridgelduffa seedlingsPlant Physiology and Biochemistry
v.71, p.155-163, 2013.

SONG, L.; DING, W.; ZHAO, M.; SUN, B.; ZHANG, L. Nitrioxide protects against
oxidative stress under heat stress in the calluses fronetatypes of reed?lant
Sciencev.171, p.449-458, 2006.

SUN, Y.; SUN, Y.; WANG, M.; LI, X.; GUO, X.; HU, R.; MAJ. Effects of seed priming
on germination and seedling growth under water stresgenActa Agronomica
Sinica, v.36, p.1931-1940, 2010.

TARRAGO, J.F.; NICOLAS, G. Starch degradation in ti¢yledons of germinating
lentils. Plant Physiology v.58, p.618-621, 1976.

TIAN, X.; LEI, Y. Nitric oxide treatment alleviates drougsiress in wheat seedlings.
Biologia Plantarum, v.50, p.775-777, 2006.

WANG, W.; KIM, Y.; LEE, H.; KIM, K.; DENG, X.; KWAK,S. Analysis of antioxidant
enzyme activity during germination of alfafa undelt saad drought streslant
Physiology and Biochemistry v.47, p.570-577, 2009.

XU, S.; LOU, T.; ZHAO, N.; GAO, Y.; DONG, L.; JIANG, DSHEN, W.; HUANG, L.;
WANG, R. Presoaking with hemim improves salinity totera during wheat seed
germination Acta Physiologica Plantarum v.33, p.1173-1183, 2011.

YANG, T.; Ql, Y.; CHEN, L.; SANG, W.; LIN, X.; WU, Y; YANG, C. Nitric oxide
protects sour pummel&{trus grandig seedling against aluminum-induced inhibition
of growth and photosynthesiBnvironmental and Experimental Botany, v.82, p.1-
13, 2012.

YAO, Z.; LIU, L.,; GAO, F.; RAMPITSCH, C.; REINECKE, DM.; OZGA, J. A;
AYELE, B. T. Developmental and seed aging mediatedlagign of antioxidative
genes and differential expression of proteins durireg and post-germinative phases
in peaJournal of Plant Physiology v.169, p.1477-1488, 2012.

ZHANG, H.; SHEN, W.B.; XU, L.L. Effects of nitric ox&lon the germination of wheat
seeds and its reactive oxygen species metabolismsr wwheotic stressActa
Botanica Sinica v.45, p.901-905, 2003.

53



ZHANG, H.; SHEN, W.; ZHANG, W.; XU, L. A rapid respsa off-amylase to nitric

oxide but not gibberellin in wheat seeds during the estelge of germinatiorRlanta,
v.220, p.708-716, 2005.

ZHANG, J.; KIRKHAM, M. B. Antioxidant responses to dght in sunflower and
sorghum seedling®New Phytologist v.132, p.361-373, 1996.

ZHANG, Y.; WANG, L.; LIU, Y.; ZHANG, Q.; WEI, Q.; ZHANG W. Nitric oxide
enhances salt tolerance in maize seedling through incgeadinities of proton-pump
and Na/H" antiport in the tonoplasklanta, v.224, p.545-555, 2006.

ZHENG, C.; JIANG, D.; LIU, F.; DAI, T.; LIU, W.; JINGQ.; CAO,W. Exogenous nitric
oxide improves seed germination in wheat against mitabiedroxidative damage

induced by high salinityfEnvironmental and Experimental Botany, v.67, p.222-
227, 2009.

54



ANEXOS

Tabela 1.Germinagéo (GER); primeira contagem de germina&ss(); indice de velocidade de germinacgéo (IVG) e wstfrio (TF) dos lotes
1, 2 e 3 de sementes Bsum sativunembebidas em agua (controle) ou em solucdo de SNEN]). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Testes
o Y e o9
Lote/Trat Agua SNP Agua SNP Agua SNP Agua SNP
1 95,00 Aa 94,50 Aa 90,50 Aa 91,50 Aa 11,07 Ab 1A85 83,00 Ab 92,00 Aa
2 85,00 Ba 89,00 Aa 67,00Bb 77,50Ba 9,13Bb 10,87 B4,00Bb 82,00 Ba
3 69,00 Ca 73,00Ba 4500Cb 67,50Ca 6,68Cb 8,40@350Cb 52,00Ca
CV (%) 4,25 5,79 511 4,68

Tabela 2.Comprimento de hipocétilo (CH); comprimento de cathh (CR); massa seca de hipocétilo (MSH) e massade radicula (MSR) dos
lotes 1, 2 e 3 de sementesRisum sativunembebidas em &gua (controle) ou em solucdo de SINEPM). UFV, Vicosa, MG, 2013.

Determinacdes

CH CR MSH MSR
(cm.plantula®) (cm.plantula®) (mg.plantula™) (mg.plantula™)
Lote/Trat. Agua SNP Agua SNP Agua SNP Agua SNP
1 3,61Aa 3,73Aa 8,43Aa 8,61Aa 1856Ab 21,99Aa ,97%a 21,35Aa
2 3,12Bb 3,37 ABa 7,07/Aa 7,17Ba 16,36 Ab 18,96 B&,61Aa 17,74Ba
3 191Cb 2,79Ca 2,9Bb 4,37Ca 12,75Bb 15,78 Qa441Aa 14,70 Ba
CV (%) 9,52 9,55 7,48 8,35

55



Tabela 3.Atividade da catalase durante a germinacdo de senungdstes 1, 2 e 3 de
sementes disum sativumembebidas em agua (controle) ou em solucao de
SNP (50 uM). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
Agua 1,02Aa 0,95Aa 1,06 Aa
0 6,08

SNP 1,02Aa 0,95Aa 1,06Aa

. Agua 1,10 Aa 0,95ABb 0,75Bb 1477
SNP 1,06 Aa 088Aa 0,85Ba

) Agua 123Ab 1,26Aa 0,75Ba 1171
SNP 1,33Aa 1,27Aa 0,70Ba '

3 Agua 1,94Ab 150Ab 0,85Ba 15.06
SNP 2,34Aa 164Ba 0,81Ca

Agua 2,57Ab 2,13Ab 0,91Ba
4 10,68
SNP 282Aa 2,60Aa 0,92Ba

. Agua 2,73Ab 237Ab 1,11Ba 8 24
SNP 3,11Aa 2,82Aa 1,37Ba

5 Agua 2,82Aa 2,41Ab 1,58Bb 1239
SNP 3,19Aa 3,17Aa 2,08Ba

. Agua 3,00Ab 266Ab 1,88Bb 8.49
SNP 357Aa 3,41Aa 285Ba

Tabela 4.Atividade da peroxidase durante a germinagéo de sesngéoselotes 1, 2 e 3
de sementes d&isum sativunembebidas em agua (controle) ou em solucédo de
SNP (50 uM). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
Agua 1,29Ba 1,32Ba 1,66 Aa
0 5,56

SNP 1,29Ba 1,32Ba 1,66 Aa

L Agua 1,14Bb 1,91Aa 1,54Bb 084
SNP 1,76 Aa 1,80Aa 1,89Aa

) Agua 1,74Bb 2,18Aa 1,52Bb 9.03
SNP 2,75Aa 196Ba 2,04Ba

3 Agua 226 Ab 220Ab 2,22 Aa 9.92
SNP 3,20Aa 2,60Ba 254Ba

4 Agua 3,52 Ab 3,01ABb 2,51Bb 10.36
SNP 4,75Aa 4,47 ABa 3,68Ba

c Agua 458Ab 4,19Ab 3,48Bb 6.13
SNP 550Aa 5,24Aa 4,19Ba

5 Agua 538 Ab 4,56 ABb 4,35Bb 813
SNP 6,76 Aa 5,86ABa 555Ba

; Agua 539Ab 4,31Bb 4,27Bb 518
SNP 726 Aa 549Ba 5,38Ba
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Tabela 5. Atividade da peroxidase do ascorbato durante a gag&inde sementes dos
lotes 1, 2 e 3 de sementesRisum sativunembebidas em agua (controle) ou
em solugcdo de SNP (50 uM). UFV, Vicosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)

Agua 999 Aa 9,72Aa 12,96 Aa

0 17,48
SNP 9,99 Aa 9,72 Aa 12,96 Aa
Agua 6,53Aa 566Aa 5,40 Aa

1 17,30
SNP 6,47 Aa 6,33 Aa 6,03 Aa
Agua 6,69Aa 6,18Aa 5,18 Aa

2 24,28
SNP 7,70 Aa 7,37 Aa 7,26 Aa
Agua 16,26 Ab 13,71 Ab 12,00 Aa

3 14,14

SNP 2150Aa 19,79 Aa 13,50Ba

4 Agua 24,08 Ab 18,88 ABb 13,82Bb 1143
SNP 28,17 Aa 2456Aa 18,19Ba

. Agua 29,71 Aa 20,80Bb 13,82Ch 977
SNP 32,26 Aa 27,62Aa 20,79Ba '

5 Agua 31,52 Aa 20,73Bb 13,92Bb 1437
SNP 36,30 Aa 30,65Aa 20,84Ba

. Agua 2491 Ab 19,38 Ab 19,41 Ab 1107
SNP 33,35Aa 2853Aa 2857Aa

Tabela 6.Atividade da superoxido dismutase durante a germirdgd&ementes dos lotes
1, 2 e 3 de sementes Besum sativunembebidas em agua (controle) ou em
solucdo de SNP (50 uM). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
Agua 0,46 ABa 0,45Ba 0,56 Aa
0 9,36

SNP 0,46 ABa 0,45Ba 0,56 Aa

L Agua 0,86 Aa 0,76 Aa 0,83 Aa 7 85
SNP 0,88Aa 0,77Aa 0,84Aa '

) Agua 0,99Ab 0,92Ab 0,95Ab 478
SNP 1,01ABa 0,94Ba 1,10Aa

3 Agua 1,50Ab 1,07Bb 1,14Bb 8 61
SNP 1,73Aa 1,27Ba 1,38Ba

4 Agua 1,52Ab 1,31 Ab 1,31Ab 6.92
SNP 1,71Aa 158Aa 151Aa

c Agua 155Ab 1,34Ab 1,35Ab 72
SNP 1,78Aa 1,73Aa 1,68Aa

5 Agua 156 Ab 1,32Ab 1,34 Ab 10.36
SNP 1,82Aa 1,78Aa 1,71Aa '

; Agua 1,65Ab 1,25Bb 1,30Bb 9.40
SNP 1,98Aa 1,.86Aa 1,78Aa
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Tabela 7.Contetudo de malonaldeido durante a germinagéo de sendestéotes 1, 2 e
3 de sementes d&sum sativunembebidas em &gua (controle) ou em solucédo
de SNP (50 uM). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
Agua 286Aa 2,57Aa 2,72 Aa
0 5,39

SNP 286 Aa 257Aa 2,72 Aa

. Agua 4,47 Aa 4,13 ABa 4,01Ba 354
SNP 463Aa 4,27Ba 4,36Ba

) Agua 526Aa 5,62Aa 5,84 Aa 7 64
SNP 540Aa 546Aa 5,74Aa

3 Agua 592Ba 7,35Aa 7,74 Aa 9.02
SNP 5,38Ba 6,14ABb 6,71 Ab '

4 Agua 6,31 Ba 7,63 ABa 8,16 Aa 10.43
SNP 571Aa 6,26 Ab 6,83 Ab '

. Agua 7,02Ba 7,75Ba 9,78 Aa 6.79
SNP 599Bb 6,59ABb 7,25Ab '

5 Agua 756 Ba 8,65Ba 10,80 Aa 8.63
SNP 6,69Ab 6,91 Ab 806Ab

. Agua 759Ba 8,73Ba 11,05Aa 6.39
SNP 6,85Bb 7,07Bb 845Ab

Tabela 8.Liberacao de anion superéxido durante a germinac@ementes dos lotes 1,
2 e 3 de sementes dRsum sativunembebidas em agua (controle) ou em
solucéo de SNP (50 uM). UFV, Vicosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
0 Agua nd nd nd ]
SNP nd nd nd
Agua 0,08 Aa 0,05Aa 0,09 Aa
1 50,85

SNP 0,11Aa 0,12Aa 0,15Aa

) Agua 0,34Ba 0,48 ABa 0,55 Aa 12 86
SNP 0,27Ba 0,44 Aa 0,46Aa

3 Agua 0,71 Aa 0,67 ABa 0,59 Ba 701
SNP 0,39Ab 0,46Ab 0,44Ab '

4 Agua 0,72 Aa 0,66 ABa 0,56 Ba 10.10
SNP 0,48 Ab 0,40Ab 0,21Bb '

c Agua 0,62Aa 0,44Ba 0,34Ba 13.36
SNP 0,43Ab 0,28Bb 0,17 Bb '

5 Agua 0,54Aa 0,44Aa 0,24Ba 16.97
SNP 0,28Ab 022Ab 0,15Aa '

; Agua 0,39Aa 0,40Aa 0,22Ba 1301
SNP 0,16 Ab 0,14 Ab 0,15 Ab '
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Tabela 9. Contetido de peréxido de hidrogénio durante a germindg&®mentes dos
lotes 1, 2 e 3 de sementesRisum sativunembebidas em agua (controle) ou
em solugcdo de SNP (50 uM). UFV, Vicosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
0 Agua nd nd nd ]
SNP nd nd nd
Agua 1,19 Aa 1,13 Aa 1,06 Aa
1 10,56

SNP 1,25Aa 0,98Aa 1,02 Aa

) Agua 1,56 Aa 1,37 Aa 1,50 Aa 1101
SNP 1,34Aa 1,29Aa 1,29 Aa '

3 Agua 1,94Aa 1,67Aa 1,81Aa 12.99
SNP 1,56 Ab 142Aa 1,37 Ab '

4 Agua 2,46 Aa 1,66 Ba 2,08 ABa 10.95
SNP 1,88 Ab 1,44Aa 1,38Ab '

. Agua 259Aa 1,93Aa 2,14 Aa 1416
SNP 1,99Ab 147Aa 1,41Ab '

5 Agua 265Aa 2,19Aa 2,26 Aa 1266
SNP 2,08 Ab 156Ab 1,49 Ab '

. Agua 3,10Aa 2,91Aa 2,32Aa 13.30
SNP 2,10Ab 1,86 Ab 1,52 Ab '

Tabela 10.Atividade da alfa-amilase durante a germinacdo dests dos lotes 1, 2 e
3 de sementes d&sum sativunembebidas em &gua (controle) ou em solucdo
de SNP (50 uM). UFV, Vicosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
Agua 10,14 Aa 10,88 Aa 12,37 Aa
0 11,94

SNP 10,14 Aa 10,88 Aa 12,37 Aa

L Agua 15,12 Aa  14,55Aa 14,30 Aa 1174
SNP 17,33 Aa 16,24Aa 15,15Aa

) Agua 21,61 Aa 19,25Aa 18,38 Aa 10.62
SNP 23,35Aa 21,12Aa 20,28Aa

3 Agua 25,49 Ab 21,71 ABa 20,21 Ba 741
SNP 28,22 Aa 23,99Ba 22,31Ba

4 Agua 32,28 Ab  24,22Bb 23,49 Bb 719
SNP 35,76 Aa 30,04Ba 27,08Ba '

c Agua 41,83Ab 36,41Bb 33,96 Bb £ 48
SNP 47,40 Aa 43,22Aa 37,64Ba

5 Agua 52,23 Ab 48,97 ABb 44,88 Bb 4.09
SNP 59,58 Aa 56,42 Aa 50,03Ba

; Agua 59,49 Ab 57,78 Ab 48,43 Bb 382
SNP 70,65Aa 66,85Aa 57,71Ba
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Tabela 11.Atividade da beta-amilase durante a germinagéo de sesndos lotes 1, 2 e
3 de sementes d&sum sativunembebidas em &gua (controle) ou em solucédo
de SNP (50 uM). UFV, Vigosa, MG, 2013.

Lotes
Tempo (dias) Tratamento 1 2 3 CV (%)
0 Agua 7,59 Aa 6,63 Ba 6,28 Ba 5 65
SNP 7,59 Aa 6,63 Ba 6,28 Ba
Agua 9,33Aa 8,28Aa 7,55Aa
1 13,36

SNP 10,24 Aa 9,08 ABa 6,85Ba

) Agua 11,19 Aa 10,48 Aa 8,41Ba 8.06
SNP 11,02Aa 9,61Aa 957Aa

3 Agua 11,46 Ab 10,88 ABa 9,32 Bb —
SNP 12,85Aa 11,72Aa 11,24Aa '

4 Agua 13,51 Ab 11,84Bb 11,24Bb 454
SNP 1598 Aa 12,86 Ba 12,30Ba

. Agua 15,64 Ab 1355Bb 12,76 Bb 4.90
SNP 17,82 Aa 1549Ba 13,85Ca

5 Agua 17,84 Ab 15,70Bb 14,70 Bb 45
SNP 20,90 Aa 18,20Ba 17,04Ba

. Agua 22,03Ab 18,11Bb 14,58 Cb -
SNP 26,52 Aa 2525Aa 19,21Ba |
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Tabela 12.Germinag¢do (GER); primeira contagem de germinaBP&G) e indice de velocidade de germinagéo (IVG)eateestes déisum

sativumembebidas em agua (controle), em solucao de PEG (605 MPa) ou em solucdo de PEG 6000 + SNP ({dR4& ; 50
MM). URV, Vicosa, MG, 2013.

Testes
Tratamentos  Germinagdo PCG VG
(%) (%) (%)
Agua 98,00 a 95,50a 12,89 a
-0,15 MPe¢ 62,50 c 10,50c 4,47c
-0,15 MPa + SNP 83,50 b 24,00b 6,82b
CV (%) 4,45 4,74 7,63

Tabela 13.Comprimento de hipocotilo (CH); comprimento deicath (CR); massa seca de hipocétilo (MSH); massa de radicula (MSR) e

massa seca de cotilédone (MSC) de sementBssdm sativunembebidas em agua (controle), em solucdo de PEG(EDA5 MPa)
ou em solugéo de PEG 6000 + SNP (-0,15 MPa ; 50 UMY, Vigcosa, MG, 2013.

Determinacoe:

Tratamentos CH CR

MSH MSR MSC
(cm.plantula?®) (cm.plantula?) (mg.plantula®) (mg.plantula®) (mg.plantula?®)
Agua 4,27 a 10,28 a 18,32 a 20,24 a 185,07 b
-0,15 MPa 0,93 b 7,68 ab 541c 9,01b 236,46 a
-0,15 MPa + SNP 1,41b 6,65b 8,65b 12,10 b 210,83 b
CV (%) 14,35 18,94 15,34 15,75 12,04
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Tabela 14. Atividade da catalase durante a germinagdo de semestesntentes de
Pisum sativunembebidas em agua (controle), em solucao de PEG (600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,
Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,Flg'll\/lppa CV (%)
0 1,02a 1,02a 1,02 a 9,29
1 2,09 a 0,87 b 0,93 b 35,05
2 2,23 a 0,94 b 1,54 ab 23,27
3 2,59 a 1,50b 1,81b 10,21
4 3,88a 2,30b 3,34 ab 17,84
5 4,83 a 2,67b 3,87 a 15,33
6 5,25a 3,32b 4,09b 10,12
7 5,52a 3,50b 4,28 b 10,42

Tabela 15.Atividade da peroxidase durante a germinacdo de semda sementes de
Pisum sativunembebidas em agua (controle), em solucado de PEG (600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,
Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,Flg'll\/lppa CV (%)
0 1,50a 1,50a 1,50 a 19,76
1 2,22a 1,59b 1,45b 9,91
2 2,73 a 1,97b 2,29 ab 9,98
3 3,69 a 2,18c 2,88b 10,35
4 5,12a 2,94b 3,57b 11,92
5 5,73a 3,80b 4,8l a 10,14
6 6,48 a 4,11b 5,09 b 11,06
7 7,49 a 4,14 c 5,66 b 12,56
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Tabelal6.Atividade da peroxidase do ascorbatodurante a gerntindgd&ementes de
sementes d@isum sativunembebidas em agua (controle), em solucdo de
PEG 6000 (-0,15 MPa) ou em solucdo de PEG 6000R @N15 MPa ; 50
MM). URV, Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,Flglil\/lppa CV (%)
0 0,0030a 0,0030 a 0,0030 a 50,71

0,0097a 0,0060 a 0,0079 a 29,77
0,0132a 0,0057 a 0,0077 a 50,08
0,0143a 0,0048b  0,0088 ab 30,75
0,0160a 0,0062b 0,0084 b 25,69
0,0179a 0,0069 c 0,0117b 16,09
0,0253a 0,0112b 0,0166 b 21,88
0,0290a 0,0124c 0,0203 b 18,45

N O WIN|PF

Tabela 17.Atividade da superoxido dismutase durante a germindedasementes de
sementes d@isum sativunembebidas em agua (controle), em solucdo de
PEG 6000 (-0,15 MPa) ou em solucdo de PEG 6000R @N15 MPa ; 50
MM). URV, Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,Flg'll\/lppa CV (%)
0 0,46 a 0,46 a 0,46 a 21,95
1 2,54 a 1,56 b 1,90b 13,57
2 2,89 a 1,81b 2,58 a 13,02
3 3,04 a 2,05b 2,53 ab 12,17
4 3,47 a 2,31b 2,80 ab 13,83
5 34la 2,32b 2,85ab 11,45
6 3,44 a 2,30b 3,08 a 11,03
7 3,69 a 2,48 b 3,36 a 11,95
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Tabela 18.Contetido de malonaldeido durante a germinacdo dentesye sementes de
Pisum sativunembebidas em agua (controle), em solucao de PEG (600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,
Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,FlgNl\/IPpa CV (%)
0 2,86 a 2,86 a 2,86 a 5,89
5,43 a 4,62 ab 4,02b 10,00
6,17 a 5,561 ab 4,76 b 10,87
8,04 a 7,28 a 5,96 b 8,14
9,38a 9,21 a 6,20b 8,07

10,78a 10,41a 6,61b 13,30
11,06a 10,82a 737b 10,59
13,87a 12,42a 9,26 b 7,02

N O O WIN|PF

Tabela 19.Liberacao de anion superoxido durante a germinacéerdentes de sementes
dePisum sativunembebidas em agua (controle), em solucéo de PEG(600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,
Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua  -0,15 MPa -O_,FlgNMPpa CV (%)
0 nd nd nd -

0,0533b 0,1769ab  0,2641 a 49,63
0,4500a  0,5096 a 0,5258 a 11,51
0,5617ab 0,6742 a 0,5418 b 8,15

0,3896a 0,3642 a 0,1629 b 9,57

0,2375ab  0,2647 a 0,1551 b 15,34
0,2337a  0,2503 a 0,1159 b 20,54
0,2098a 0,2251a 0,0873 b 22,38

N OO~ WIN|PF
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Tabela 20.Contetido de peréxido de hidrogénio durante a gegaade sementes de
sementes d@isum sativunembebidas em agua (controle), em solucdo de
PEG 6000 (-0,15 MPa) ou em solucdo de PEG 6000R @N15 MPa ; 50
MM). URV, Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,FlgNl\/IPpa CV (%)

0 nd nd nd -

1 1,20a 1,28a 1,18 a 8,23
2 1,19b 1,48 a 1,19b 3,81
3 1,39 ab 1,60 a 131b 7,61
4 1,69 a 1,83 a 153a 7,43
5 2,03 ab 2,10a 1,62b 9,77
6 2,46 a 2,39 a 1,84b 3,61
7 3,07a 2,85a 2,21b 5,15

Tabela 21.Atividade da alfa-amilase durante a germinacdo de semda sementes de
Pisum sativunembebidas em agua (controle), em solucao de PEG (600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,
Vicosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,FlgNMPpa CV (%)
0 0,59 a 0,59 a 0,59 a 27,10
1 1,23 ab 1,14 b 1,32a 7,75
2 1,56 a 1,28 b 1,41 ab 8,33
3 190a 1,32¢c 1,60b 6,80
4 2,28 a 1,42 ¢ 1,78 b 5,98
5 2,54 a 1,57 c 2,00b 8,45
6 3,29 a 1,95¢ 2,42b 4,55
7 4,58 a 2,65c¢c 3,08b 4,38
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Tabela 22.Atividade da beta-amilase durante a germinagéorderges de sementes de
Pisum sativunembebidas em agua (controle), em solucao de PEG (600
0,15 MPa) ou em solucéo de PEG 6000 + SNP (-0,1& MI® uM). UFV,

Vigosa, MG, 2013.

Tratamento
Tempo (dias) Agua -0,15 MPa -O_,Flg'll\/lppa CV (%)
0 0,25a 0,25a 0,25 a 26,66
1 0,38 a 0,41 a 0,40 a 17,19
2 0,68 a 0,52 a 0,59 a 15,82
3 0,76 a 0,62 a 0,68 a 13,12
4 0,80 a 0,67 a 0,72 a 13,24
5 0,94 a 0,71b 0,89 a 8,14
6 1,37 a 0,89 c 1,20 b 7,45
7 195a 1,07 c 1,51b 7,63
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