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RESUMO 

 
CARDOSO, Amanda Ávila, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 
de 2014. Alterações fisiológicas e bioquímicas em embriões de sementes 
de Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae) submetidas ao mercúrio e 
ditiotreitol. Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. 
Coorientador: Eduardo Euclydes de Lima e Borges. 
 

Grande importância tem sido dada a problemas envolvendo poluição e seus 

efeitos sobre organismos vivos. Dentre os principais vilões, encontram-se os 

metais pesados que assumem papel de destaque. Um metal pesado conhecido 

por sua alta toxicidade é o mercúrio (Hg2+): um elemento químico não 

essencial que se acumula facilmente nos organismos vivos, causando danos 

fisiológicos e estruturais bastante acentuados. O objetivo do presente trabalho 

foi avaliar as alterações fisiológicas e bioquímicas em embriões de sementes 

de Plathymenia reticulata Benth. tratadas com cloreto de mercúrio (HgCl2). Foi 

avaliado o efeito do HgCl2 a 10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M na germinação de 

sementes e embebição e teor de água dos embriões oriundos de sementes 

hidratadas nestas soluções. Foi avaliado também a germinação de sementes 

hidratadas soluções de ditiotreitol (DTT) nas concentrações 10-5, 10-4, 10-3 e 10-

2 M. Foi verificada a reversão, utilizando o DTT, dos danos causados pelo 

cloreto de mercúrio, avaliando a germinação de sementes e embebição e teor 

de água dos embriões oriundos de sementes hidratadas: nas seguintes 

soluções: HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M  e HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M. Por fim, foi 

determinada a atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase e 

peroxidases totais nos embriões durantes as primeiras horas de embebição de 

sementes  nas soluções: DTT 10-3, HgCl2 10-3 M e HgCl2 10-3 M + DTT 10-3. O 

HgCl2 altera as fases iniciais da embebição dos embriões de sementes de P. 

reticulata, modificando o teor de água dos embriões e a porcentagem e 

velocidade de germinação, sem promover estresse oxidativo. Em 

concentrações mais elevadas provoca a morte das sementes. O DTT é capaz 

de reverter o processo de inibição da embebição de embriões oriundos de 

sementes tratadas com cloreto de mercúrio, permitindo que o teor de água dos 

embriões e a porcentagem e velocidade de germinação das sementes sejam 

restabelecidos. 
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ABSTRACT 

 
CARDOSO, Amanda Ávila, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, february, 
2014. Physiological and biochemistry changes in embryo from seeds of 
Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae) subjected to mercury and 
dithiothreitol. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Co-Adviser: 
Eduardo Euclydes de Lima e Borges. 
 
Great importance has been given to problems involving pollution and the effects 

on living organisms. Among the main pollution villain, heavy metals assume a 

relevant role. A heavy metal, referred by the high toxicity is Mercury (Hg2+), a 

non-essential chemical element that can easily accumulate in all live organisms 

causing accented physiological and structural damages. The aim of this work 

was to evaluate physiological and biochemical changes in embryos from 

Plathymenia reticulate Benth. seeds subjected to mercury chloride (HgCl2) and 

dithiothreitol (DTT). It was evaluated the effects of HgCl2 solutions in the 

concentrations of 10-5, 10-4, 10-3 and 10-2 M on seed germination, embryo 

hydration and embryo moisture content. It was also evaluated he effects of DTT 

solutions in the concentrations of 10-5, 10-4, 10-3 and 10-2 M on seed 

germination. DTT was used to test the reversal of the damage caused by 

mercury chloride on seed germination, embryo hydration and embryo moisture 

content, thus was used the solutions of 10-3 M HgCl2 + 10-3 M DTT and 10-2 M 

HgCl2 + 10-3 M DTT. Lastly it was determined the activity of superoxide 

dismutase, catalase and total peroxidases in embryos during the initial 48 hours 

of seed imbibition in the solutions: water (control), 10-3 M  DTT, 10-3 M HgCl2 

and10-3 M HgCl2 + 10-3 M  DTT. The imbibition of seeds in the concentration of 

10-3M HgCl2 delays the embryo hydration and reduces embryo moisture content 

and seed germination, without promoting oxidative stress. Imbibition of seeds in 

the concentration of 10-2 M HgCl2 kills the seeds. DTT reverses the inhibition on 

embryo imbibition, when seeds are subjected to mercury chloride and allows 

embryo moisture content and seed germination to restore. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Grande importância tem sido dada a problemas envolvendo poluição e 

seus efeitos danosos sobre organismos vivos. Dentre os principais vilões, 

encontram-se os metais pesados, atualmente citados como elementos traço, 

que assumem, cada vez mais, papel de destaque na preocupação ambiental 

(Wani et al., 2012). A poluição por metais pesados é consequência do despejo 

indiscriminado de efluentes no meio ambiente, seja por fontes como mineração 

e indústrias ou pelo uso descriterioso de agentes químicos na agricultura. Este 

processo concorre para o acúmulo de metais e, fatalmente, para o desequilíbrio 

no ecossistema (Wani et al., 2012).    

Um metal pesado que se destaca devido a sua alta toxicidade é o 

mercúrio (Hg2+). Um elemento químico não essencial que se acumula 

facilmente nos organismos vivos, causando danos fisiológicos e estruturais 

bastante acentuados. É reportado também a ocorrência de fenômenos de 

bioacumulação e biomagnificação desse metal ao longo da cadeia trófica 

promovendo sérios prejuízos à saúde do meio ambiente (Windmöller et al., 

2007; Ohriel et al., 2008). O mercúrio tem ocorrência natural no ambiente, 

sendo encontrado nas formas orgânicas e inorgânicas e nos estados sólido e 

gasoso, além de ocorrer dissolvido em corpos d’água. Dessa forma, seu ciclo 

biogeoquímico envolve processos no solo, na água e na atmosfera (Windmöller 

et al., 2007; Tinôco et al., 2010). Embora sua presença nos ambientes seja um 

evento natural, seu acúmulo, devido a fontes antrópicas, é considerado um 

processo não espontâneo que intensifica a poluição e a degradação do meio 

onde se encontra.  

No Brasil, a contaminação por mercúrio tem sido confirmada em 

diversos estados, sendo frequentemente associada à atividade de garimpo de 

ouro, que representa uma das mais impactantes fontes antrópicas emissoras 

do metal (Tinôco et al., 2010; Cesar et al., 2011a; Cesar et al., 2011b). O 

estado de Minas Gerais apresenta diversos focos de contaminação por 

mercúrio, que é encontrado em ambientes fluviais e associado à matéria 

orgânica nos sedimentos. O histórico da exploração de ouro ocorrido ao longo 

do século XIX justifica aos altos níveis do metal nos diversos pontos do estado 

(Tinôco et al., 2010). 
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Com os elevados níveis de mercúrio no ambiente, a absorção e acúmulo 

do metal em organismos vivos se tornam frequentes. Plantas e animais são 

fatalmente contaminados, acarretando diversas alterações fisiológicas nestes 

indivíduos. Em plantas, sabe-se que o acúmulo excessivo do mercúrio pode 

interferir em vários processos metabólicos como fotossíntese, respiração, 

síntese de proteínas, desenvolvimento e atividade de organelas e 

funcionalidade de enzimas (Ortega-Villasante et al., 2005; Parmar e Chanda, 

2005). Além disto, por se caracterizar como um agente estressante, em níveis 

elevados, o mercúrio pode levar ao estresse oxidativo e peroxidação lipídica 

nos tecidos vegetais onde se encontra (Zhang et al., 2007).  

O mercúrio também é apontado como um dos principais inibidores da 

atividade das aquaporinas, embora existam algumas poucas aquaporinas 

resistentes ao metal descritas em plantas (Daniels et al., 1994). Sob condições 

fisiológicas, o mercúrio rapidamente interage com grupos tióis dos resíduos de 

cisteína, oxidando-os e bloqueando reversivelmente a atividade destas 

proteínas (Aroca et al., 2012). Devido à sua eficiência em bloquear os canais 

de água, o cloreto de mercúrio (HgCl2) tem sido bastante utilizado como 

ferramenta para estimar a contribuição das aquaporinas no transporte de água 

de diversas espécies vegetais (Jain et al., 2008; Aroca et al., 2012).  

As aquaporinas foram primeiramente descritas em plantas por Maurel et 

al. (1993). São proteínas intrínsecas de membrana, encontradas em todos os 

organismos vivos e formam um poro protéico na membrana que facilita a 

passagem de água entre os compartimentos celulares e entre a célula e 

apoplasto (Aroca et al., 2012). Embora as aquaporinas tenham sido 

primeiramente caracterizadas como canais de água, hoje se sabe que algumas 

aquaporinas vegetais também atuam no transporte de outras moléculas 

neutras de baixo peso molecular como óxido nítrico (NO), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), amônia (NH3), glicerol, nutrientes (boro e silício), gases 

(CO2), uréia e metaloides como ansenito (As(OH)3) (Gaspar, 2011). 

 Em plantas, as aquaporinas são divididas em cinco famílias: proteínas 

intrínsecas de membrana plasmática (PIPs), proteínas intrínsecas de 

tonoplasto (TIPs), proteínas intrínsecas do tipo nodulina-26 (NIPs), proteínas 

intrínsecas pequenas e básicas (SIPs) e proteínas intrínsecas não 

caracterizadas (XIPs). Um grande número de genes de aquaporinas é 
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encontrado em vegetais, variando de 30 a 70, dependendo da espécie (Maurel 

et al., 2008; Park et al., 2010; Aroca et al., 2012). 

 Diversos fatores têm sido descritos como interferentes e/ou até mesmo 

inibidores da atividade dessas proteínas. Dentre eles listam-se: baixa 

temperatura (por efeito indireto), pH ácido, íons cálcio, sais de tretaetilamonio, 

espécies reativas de oxigênio e metais como prata, zinco, cobre e o próprio 

mercúrio, como citado anteriormente (Jain et al., 2008; Haddoub et al., 2009).  

 A inibição da atividade destas proteínas pode ser reversível ou não. No 

caso do cloreto de mercúrio, a reversão é possível pela aplicação de agentes 

redutores como, por exemplo, ditiotreitol (DTT) e 2-mercaptoetanol, que 

reduzem os grupos sulfidrilas das aquaporinas permitindo que estas retornem à 

sua conformação original e retomem sua funcionalidade (Jain et al., 2008). 

 O mercúrio em altos níveis também afeta a germinação de sementes e o 

crescimento inicial de plântulas de diversas espécies. Embora as plantas 

possuam mecanismos de proteção contra diferentes tipos de estresse, durante 

a germinação e o desenvolvimento inicial elas se tornam menos tolerantes 

(Reetha et al., 2012; Aery e Sankar, 2012; Jain, 2013). 

A germinação é um evento complexo no qual as células sustentam a 

retomada de um metabolismo intenso essencial ao crescimento do embrião. O 

processo germinativo é acompanhado de eventos celulares importantes como 

respiração, multiplicação e reparo mitocondrial, síntese e reparo de DNA, 

transcrição e tradução e mobilização de reserva (Nonogaki et al., 2010).   

A intensificação do metabolismo, frequentemente, culmina com a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (radicais superoxido O˙2 
-, 

peróxido de hidrogênio H2O2 e radicais hidroxilas ˙OH) (Schopfer et al., 2001) 

que pode ser intensificada por agente estressores, acarretando danos 

metabólicos e estruturais significativos. Os metais pesados, dentre eles o 

mercúrio, são agentes promotores de estresse, quando em altas 

concentrações, e como todos os outros, acentuam a produção de espécies 

reativas de oxigênio e afetam a homeostase celular. 

Primeiramente reconhecidas apenas como subprodutos de reações 

redox e responsáveis por danos oxidativos, sabe-se, hoje, que as EROs 

apresentam importante função na sinalização celular (Schopfer et al., 2001). 

Durante a germinação, a semente passa por um período sensível à infecção e, 

portanto, acredita-se que as EROs apresentam relevante papel na proteção do 
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embrião contra a ação de patógenos (Schopfer et al., 2001; Oracz et al., 2009). 

Radicais hidroxylas (˙OH) também têm sido associados ao enfraquecimento de 

polissacarídeos da parede celular, modificando sua composição e levando a 

um enfraquecimento bioquímico que, consequentemente, facilita a protrusão 

radicular (Bailly, 2004; Müller et al., 2009). 

Quando a produção de EROs supera os mecanismos de detoxificação 

celular, o acúmulo dessas moléculas promove alterações drásticas nos tecidos 

onde se encontram. Dentre as EROs produzidas durante a germinação, os 

radicais hidroxilas (˙OH) são os mais danosos às células, devido à alta 

reatividade com moléculas orgânicas e a inexistência de um sistema de reparo 

específico, não podendo, portanto, ser eliminados enzimaticamente (Bailly, 

2004).  

Radicais hidroxilas possuem um elétron desemparelhado e, portanto, 

tendem a oxidar rapidamente compostos orgânicos vizinhos. Ao retirar um 

elétron de uma molécula neutra, esta molécula se torna um radical e inicia, 

assim, uma reação em cadeia que resulta na destruição de macromoléculas 

bioativas como proteínas, açúcares, membranas biológicas, nucleotídeos e 

outros materiais orgânicos (Henzler e Steudle, 2004).  

Os radicais hidroxilas também afetam substancialmente a atividade das 

aquaporinas. Sabe-se que eles inibem reversivelmente a passagem de 

substância através do poro. O efeito dos ˙OH sobre as aquaporinas são 

considerados mais intensos que os causados pelo cloreto de mercúrio, 

podendo reduzir em 90% a condutividade hidráulica do vegetal (Henzler e 

Steudle, 2004; Maurel et al., 2008; Park et al., 2010).  

O mecanismo pelo qual os radicais hidroxilas afetam a atividade da 

aquaporina ainda é desconhecido, porém duas hipóteses são levantadas. Uma 

hipótese é que o baixo peso molecular da substância permitiria o livre acesso 

ao poro da proteína e uma vez dentro do poro, eles atacariam resíduos de 

aminoácidos, como por exemplo, resíduos de cisteína. A oxidação promovida 

levaria a uma mudança conformacional na aquaporina resultando no 

fechamento do canal (Henzler e Steudle, 2004). 

A segunda hipótese leva em conta a oxidação de lipídeos pelo ataque 

as ligações C=C formando lipídeos radicais que poderiam, então, atacar 

diretamente as proteínas do canal resultando no fechamento do mesmo 

(Henzler e Steudle, 2004). 
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O fechamento das aquaporinas pelos radicais hidroxilas é um evento 

rapidamente reversível após sua remoção, que pode ser total ou parcial. Tal 

reversibilidade indica um efetivo mecanismo de reparo relacionado com 

antioxidantes citoplasmáticos como ascorbato, glutationa ou NADPH (Henzler e 

Steudle, 2004). Diferentemente do HgCl2, o fechamento do canal por radicais 

hidroxilas também afeta o transporte de pequenos solutos orgânicos como 

acetona e alcoóis monohidricos (Henzler e Steudle, 2004). 

Na manutenção dos níveis normais das EROs, atuam mecanismos 

enzimáticos e não enzimáticos (Apel e Hirt, 2004; Gill e Tujeta, 2010). O 

sistema antioxidativo enzimático é constituído principalmente pelas enzimas 

dismutase de superóxido (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX) como 

peroxidase de ascorbato (APX) e peroxidase da glutationa (GPX). Enquanto 

isso mecanismos não enzimáticos envolvem moléculas como glutationa, 

ascorbato e antocianinas (Singh et al., 2009). 

Nos últimos anos, o estudo da fisiologia de sementes tem aumentado 

significativamente, com pesquisas relacionadas aos mecanismos celulares e 

modificações estruturais celulares e teciduais durante os eventos de 

embebição, processo germinativo e formação de plântulas.  

Embora haja um número crescente de trabalhos envolvendo aspectos 

fisiológicos durante a germinação de sementes, grande parte das pesquisas é 

realizada com sementes de espécies cultivadas, principalmente, soja, milho, 

feijão e arroz. Sementes florestais apresentam características bastante 

diferentes entre si, com alta variabilidade intra e interespecífica decorrente da 

ausência de melhoramento genético e produção de sementes dessas espécies, 

o que provoca respostas fisiológicas muito variadas em relação aos padrões de 

resposta de sementes de espécie cultivadas. Como a fisiologia de sementes de 

espécies florestais é pouco estudada, torna-se necessário encorajamento para 

que sejam realizados novos estudos, ampliando o entendimento do 

metabolismo das mesmas e permitindo que os conhecimentos fisiológicos 

adquiridos possam ser aplicados na otimização de protocolos de germinação e 

produção de mudas e possam ser somados às informações do manejo da 

espécie. 

O vinhático (Plathymenia reticulata Benth) é uma espécie arbórea 

neotropical, nativa da região amazônica, encontrado ao longo de diferentes 

biomas brasileiros. A espécie é potencialmente utilizada na produção de 
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madeira e indicada na recomposição de áreas degradadas (Carvalho, 2008; 

Oliveira et al., 2012). Os potenciais econômico e ambiental atribuídos à espécie 

fazem com que o vinhático seja apontado como uma das espécies mais 

importantes e úteis encontradas no Cerrado. Associado a isto, a degradação e 

perda de seus ambientes tem colocado a espécie em uma situação de alta 

vulnerabilidade à extinção (Almeida et al., 1998; Oliveira et al., 2012). Além da 

importância econômica e ecológica da espécie, suas sementes apresentam a 

vantagem de possuir germinação consideravelmente rápida quando tem sua 

dormência quebrada, com a protrusão da radícula ocorendo em torno de três 

dias.  Tal característica é altamente desejável quando se realizam trabalhos 

com espécies florestais, pois permite que sua fisiologia seja estudada em um 

curto período de tempo. 

Trabalhos que envolvam estudos da semente e fisiologia da germinação 

são importantes para favorecer o sistema de produção de mudas e manejo da 

espécie. Além disto, como a espécie é utilizada em projetos de recuperação de 

áreas degradadas, faz-se necessário conhecer sua tolerância e/ou 

sensibilidade frente a metais pesados que são, frequentemente, encontrados 

em ambientes que necessitam de intervenção antrópica para se restabelecer.   

 

2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

 Avaliar as alterações fisiológicas e bioquímicas em embriões de 

sementes de Plathymenia reticulata Benth. tratadas com cloreto de mercúrio.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar as alterações durante o processo de embebição de embriões 

oriundos de sementes hidratadas em soluções de cloreto de mercúrio; 

2. Verificar as variações no teor de água de embriões e porcentagem e 

velocidade de germinação de sementes hidratadas em soluções de cloreto de 

mercúrio; 
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3. Definir concentrações de ditiotreitol visando testar uma possível reversão 

nas alterações causadas pelo cloreto de mercúrio sobe os embriões; 

4. Determinar a atividade das principais enzimas do sistema antioxidante 

em embriões oriundos de sementes hidratadas em soluções de cloreto de 

mercúrio, ditiotreitol e ambos solutos aplicados em conjunto. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Análise de 

Sementes Florestais (LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV - MG), onde foram utilizadas sementes 

de vinhático (Plathymenia reticulata Benth.) coletadas em agosto de 2012 na 

região de Guaraciaba, MG (20° 34’ 15’’ S; 43° 00’ 27’’ O), armazenadas em 

temperatura de 20 °C até a realização dos experimentos. 

 

3.1 Método de superação da dormência e condições de experimento 
 

As sementes de vinhático tiveram sua dormência superada através da 

imersão em ácido sulfúrico P.A. por dez minutos, sendo, em seguida, lavadas 

em água corrente e colocadas para secar a sombra em temperatura ambiente. 

 Para todos os experimentos, as sementes foram semeadas em placas 

de petri de nove centímetros de diâmetro, contendo duas folhas de papel 

germitest umedecidas com 4,0 mL das soluções e foram mantidas em 

incubadora do tipo B.O.D. à temperatura de 25 ± 1 °C e fotoperíodo de 12 

horas. As placas foram vedadas, evitando assim dessecamento e alteração na 

concentração das soluções aplicadas.   

 

3.2 Germinação de sementes embebidas em soluções de cloreto de 

mercúrio  

  

 Sementes de vinhático foram embebidas em água e em soluções de 

cloreto de mercúrio nas concentrações de 10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M por um 

período de 72 horas, com avaliações da germinação a cada 24 horas. Ao final 

do experimento, foi determinada a porcentagem de germinação e calculado o 
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índice de velocidade de germinação (IVG) de acordo com Nakagawa (1999), 

sendo consideradas germinadas as sementes que emitiram raiz primária com 

comprimento acima de 1,0 mm. Também foi calculado o teor de água dos 

embriões através do método padrão de estufa a 105 °C por 24 horas de acordo 

com as regras para análise de sementes (Brasil, 2009).  

Um segundo experimento foi realizado apenas com sementes 

embebidas em soluções de HgCl2 nas concentrações de 10-3 e 10-2 M. Para 

ambos tratamentos, um novo teste de germinação foi realizado conforme 

descrito acima. Ao final das 72 horas, as sementes foram lavadas em água 

destilada e distribuídas sobre duas folhas de papel germitest umedecidas com 

4,0 mL de água pelo mesmo período. Ao final do experimento (com total de 144 

horas), os mesmos parâmetros foram avaliados. 

  

3.3 Curvas de hidratação de embriões oriundos de sementes embebidas 

em soluções de cloreto de mercúrio  

 

Sementes de vinhático foram embebidas em água e em soluções de 

cloreto de mercúrio nas concentrações de 10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M por 42 horas, 

com determinações da massa fresca realizadas a cada seis horas. Os 

embriões foram extraídos das sementes com auxílio de estile e tiveram sua 

massa fresca (g) determinada por meio de balança analítica com precisão de 

0,0001. 

 

3.4 Germinação de sementes embebidas em soluções de ditiotreitol 

 

 Sementes de vinhático foram embebidas em água e em soluções de 

ditiotreitol nas concentrações de 10-5, 10-4, 10-3 e 10-2 M por um período de 72 

horas, com avaliações da germinação a cada 24 horas. Ao final do 

experimento, foi determinada a porcentagem de germinação e calculado o 

índice de velocidade de germinação (IVG) de acordo com Nakagawa (1999), 

sendo consideradas germinadas as sementes que emitiram raiz primária com 

comprimento acima de 1,0 mm.  
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3.5 Germinação de sementes embebidas em soluções de cloreto de 

mercúrio e cloreto de mercúrio associado ao ditiotreitol 

 

Sementes de vinhático foram embebidas em água e nas soluções: DTT 10-3 

M, 10-3 e 10-2 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M por um 

período de 72 horas, com avaliações da germinação a cada 24 horas. Ao final 

do experimento, foi determinada a porcentagem de germinação e calculado o 

índice de velocidade de germinação (IVG) de acordo com Nakagawa (1999), 

sendo consideradas germinadas as sementes que emitiram raiz primária com 

comprimento acima de 1,0 mm. Também foi calculado o teor de água dos 

embriões oriundos por meio do método padrão de estufa a 105 °C por 24 horas 

de acordo com as regras para análise de sementes (Brasil, 2009). 

 

3.6 Curvas de hidratação de embriões oriundos de sementes embebidas 

em soluções de cloreto de mercúrio e cloreto de mercúrio associado ao 

ditiotreitol 

 

Sementes de vinhático foram embebidas em água e nas soluções: HgCl2  

10-3 e 10-2 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M por 42 

horas com determinações da massa fresca realizadas a cada seis horas. Os 

embriões foram extraídos das sementes com auxílio de estile e tiveram sua 

massa freca (g) determinada através de balança analítica. 

 

3.7 Atividade das principais enzimas do sistema antioxidante  

  

 Sementes de vinhático foram embebidas em água e nas soluções: DTT 

10-3 M, HgCl2 10-3 e HgCl2 10-3 + DTT 10-3 por 48 horas com avaliações das 

atividades das enzimas realizadas a cada 24 horas, nos embriões extraídos 

das sementes. 

 

Obtenção dos extratos enzimáticos brutos 

 

Os extratos enzimáticos brutos para as determinações da atividade das 

enzimas superóxido dismutase, catalase, peroxidase total e ascorbato 
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peroxidase foram obtidos pela maceração de 0,1 g de embriões em gelo, 

seguido da adição de 2,0 mL do seguinte meio de homogeneização: tampão 

fosfato de potássio 0,1 M e pH 6,8, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 

mM, fluoreto de fenilmetilsulfônico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona 

(PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Em seguida, o extrato foi centrifugado 

a 15.000 g por 15 minutos a 4 oC.  

  

Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD , EC 1.15.1.1) 

 

A atividade da superóxido dismutase foi determinada pela adição de 50 

µL do extrato enzimático bruto a 2,95 mL do meio de reação constituído de 

tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 7,8, metionina 50 mM, azul de p-nitro 

tetrazólio (NBT) 1 mM, EDTA 5 mM e riboflavina 10 mM (Del Longo et al., 

1993). A reação foi conduzida a 25 °C em câmara de reação sob iluminação de 

uma lâmpada fluorescente de 15 W mantida no interior de uma caixa 

internamente revestida com papel alumínio. Após cinco minutos de exposição à 

luz, a iluminação foi interrompida e a formazana azul produzida pela 

fotorredução do NBT foi determinada pela absorção a 560 nm em 

espectrofotômetro UV-Visível (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) 

(Giannopolitis e Ries, 1977). As leituras foram realizadas em triplicata. 

Considerou-se como branco o valor de absorbância a 560 nm de um meio de 

reação exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro pelo mesmo 

tempo, sendo subtraído da leitura da amostra que recebeu iluminação. Uma 

unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima necessária para 

inibir a fotorredução do NBT em 50% (Beauchamp e Fridovich, 1971). A 

atividade da SOD foi expressa em U min-1 mg-1 proteína. 

 

Determinação da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) 

 

A atividade da catalase foi determinada pela adição de 30 µL do extrato 

enzimático bruto a 2,97 mL do meio de reação constituído de tampão de 

fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0 e peróxido de hidrogênio 75 mM (Havir e 

McHale, 1987). O decréscimo na absorbância a 240 nm foi medido em 

espectrofotômetro UV-Visível (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) durante 

os dois primeiros minutos da reação, que foi realizada à temperatura 
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constrante de 25 ºC, sendo a atividade da CAT determinada com base na 

inclinação da reta. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o 

coeficiente de extinção molar de 36 M cm-1 (Anderson et al., 1995) e o 

resultado expresso em µmol min-1 mg-1 proteína.  

 

Determinação da atividade da peroxidase total (POX, EC 1.11.1.7) 

 

 A atividade da peroxidase foi determinada pela adição de 30 µL do 

extrato enzimático bruto a 2,97 mL do meio de reação constituído de tampão 

fosfato de potássio 100 mM e pH 6,8, pirogalol 20 mM e peróxido de 

hidrogênio 100 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento na absorvância 

durante os dois primeiros minutos da reação a 420 nm em espectrofotômetro 

UV-Visível (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) e temperatura constante 

de 25 °C determinou a produção de purpurogalina. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 

(Chance e Maehly, 1955) e expressa em µmol min-1 mg-1 de proteína. 

 

Determinação de proteínas 

 

O teor de proteínas foi determinado pelo método de Bradford (1976), 

utilizando curva padrão construída com albumina sérica bovina (BSA). 

 

3.8 Delineamento experimental e análise estatística 

 

Para o teste de germinação o delineamento estatístico utilizado foi o 

inteiramente casualizado com cinco repetições de 20 sementes para 

porcentagem e velocidade de germinação e cinco repetições de 10 embriões 

para o teor de água. Para a curva de hidratação, cinco repetições de 10 

sementes. E para o teste de atividade enzimática, cinco repetições de 0,1 g da 

massa fresca dos embriões.  

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

médias comparadas pelo teste Tukey a 1% de significância. E para o 

experimento realizado apenas com sementes embebidas em soluções de 

HgCl2 nas concentrações de 10-3 e 10-2 M as médias foram comparadas pelo 

teste t-Student a 1% de significância. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Germinação de sementes embebidas em soluções de cloreto de 

mercúrio 

 
 A embebição das sementes de vinhático em algumas soluções de 

cloreto de mercúrio promoveu alterações no padrão de germinação quando 

comparado com o apresentado pelas sementes hidratadas em água. Enquanto 

as sementes hidratadas nas soluções de HgCl2 a 10-5 e 10-4 M se comportaram 

de forma semelhante ao controle (emebição em água), por outro lado as 

sementes hidratadas na solução do sal a 10-3 M tiveram sua germinação 

significativamente reduzida e as sementes hidratadas na solução a 10-2 M 

tiveram sua germinação inibida (FIG. 1). 
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FIGURA 1. Germinação (%), obtida nos tempos 24, 48 e 72 horas, de 
sementes de P. reticulata Benth. embebidas em água e em soluções de HgCl2  

de diferentes concentrações. Média ± erro padrão, n = 5. 
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Os parâmetros porcentagem e velocidade de germinação e teor de água 

dos embriões foram afetados de forma diferenciada, dependendo da 

concentração das soluções às quais as sementes foram expostas. Ao final de 

72 horas, sementes embebidas nas soluções mais diluídas (HgCl2 a 10-5 e 10-4 

M) apresentaram  porcentagem e velocidade de germinação, além do teor de 

água dos embriões estatisticamente semelhantes às sementes hidratadas em 

água. Já as sementes embebidas na solução de HgCl2 a 10-3 M apresentaram 

redução significativa na porcentagem e velocidade de germinação, além de ter 

sido encontrado menor teor de água nos embriões (FIG. 2 e 3). 
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FIGURA 2. Teor de água (TA - %) de embriões, porcentagem de germinação 
(PG - %) e índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de P. 
reticulata Benth após 72 horas de embebição em água e em soluções de HgCl2  

de diferentes concentrações. Letras iguais, na variável, não diferem entre si 
pelo teste Tukey (P ≤ 0,01). Média ± erro padrão, n = 5. 
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FIGURA 3. Germinação de sementes de P. reticulata Benth. após 72 horas de 
embebição em água (A), HgCl2 10-3 M (B) e HgCl2 10-2 M (C) (Barras = 1cm). 
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FIGURA 4. Germinação (%) de sementes de P. reticulata Benth. embebidas 
em soluções de HgCl2 por 72 horas e posteriormente hidratadas em água 
(indicado na linha tracejada) até 144 horas. Média ± erro padrão, n = 5. 
 

Quando as sementes embebidas nas soluções de HgCl2 a 10-3 e 10-2 M 

por 72 horas foram lavadas e ressemeadas em água, houve um rápido 

incremento na germinação das sementes previamente embebidas no sal a 10-3 

M, alcançando porcentagem de germinação semelhante ao obtido pelas 

sementes do controle em 72 horas. Mesmo depois de colocadas em água, as 

sementes previamente embebidas no sal a 10-2 M continuaram não 
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apresentando germinação, indicando que o tratamento provocou a morte das 

sementes, o que foi constatado por meio do teste tetrazólio (dados não 

apresentados) (FIG. 4 e 5).  

Houve aumento significativo no teor de água dos embriões das 

sementes reidratadas até 144 horas em relação àquelas embebidas por 72 

horas, para os dois tratamentos de embebição em HgCl2 (TABELA 1). 

 

TABELA 1. Teor de água (%) de embriões oriundos de sementes de P. 
reticulata Benth. após 72 horas de embebição em soluções de HgCl2  de 
diferentes concentrações e, posteriormente, hidratação em água até 144 horas. 
Média ± erro padrão, n = 5. 

Tratamentos HgCl2 10-3 M HgCl2 10-2 M 

72 horas 

144horas 

78,45 ± 2,07 b 

89,05 ± 0,88 a 

70,66 ± 2,84 b* 

93,88 ± 1,74 a 

C.V. (%) 3,29 4,96 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste t- 
Student (P ≤ 0,01). 
 
 

 
 
FIGURA 5. Germinação de sementes de P. reticulata Benth após 72 horas de 
embebição em HgCl2 10-3 M (A) e 10-2 M (C) e, posteriormente, hidratação em 
água até 144 horas (B e D respectivamente) (Barras = 1cm). 
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4.2 Curvas de hidratação de embriões oriundos de sementes embebidas 

em soluções de cloreto de mercúrio 

 
 Ao se avaliar as curvas de embebição dos embriões, percebe-se o típico 

padrão trifásico de absorção de água para todos os tratamentos, exceto para 

os embriões oriundos das sementes hidratadas na solução de HgCl2 a 10-2 M, 

que não apresentaram germinação e portanto não alcançaram a fase III 

estabelecida por Bewley e Black (1994) (FIG. 6). 

 No entanto, é percebido um atraso no ganho de massa nas primeiras 

seis horas de embebição para todos os embriões das sementes embebidas nas 

soluções do sal. Embora o ganho de massa dos embriões das sementes 

tratadas nas soluções de HgCl2 a 10-5 e 10-4 M tenha se assemelhado 

estatisticamente ao ganho de massa do controle, se assemelhou também ao 

ganho de massa do tratamento 10-3 M, indicando um comportamento 

intermediário (FIG. 6 e Tabela 2). 
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FIGURA 6. Ganho de massa (%) de embriões oriundos de sementes de P. 
reticulata Benth. embebidas em água (controle) e em soluções de HgCl2 de 
diferentes concentrações ao longo de 42 horas. Média ± erro padrão, n = 5. 
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Os embriões oriundos de sementes embebidas nas soluções de 

concentrações 10-3 e 10-2 M apresentaram redução estatisticamente 

significativa no ganho de massa em relação ao controle nas primeiras 6 horas 

de embebição (FIG 6 e Tabela 2). 

No tempo de 12 horas, percebe-se o final da fase I da embebição e o 

início da fase lag (fase II) para todos os tratamentos, sendo que já neste ponto 

o ganho de massa foi estatisticamente semelhante entre eles. A semelhança 

estatística entre o ganho de massa dos diferentes tratamentos permaneceu até 

o final na segunda fase de embebição (30 horas) (FIG 6 e Tabela 2). 

 

TABELA 2. Comparação das médias (n = 5) referentes ao ganho de massa (%) 
de embriões oriundos de sementes de P. reticulata Benth emebidas em água 
(controle) e em soluções de HgCl2  de diferentes concentrações ao longo de 42 
horas. 
Tratamentos 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 

Controle  

10-5 M  

10-4 M  

10-3 M  

10-2 M  

a 

ab 

ab 

b 

b 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

b 

b 

b 

b 

a 

ab 

bc 

cd 

d 

CV (%) 19,36 12,05 8,98 9,55 8,58 9,70 14,44 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 
 

 Com 36 horas, iniciou-se a protrusão da raiz primária das sementes 

hidratadas em água, indicando o começo da fase III da germinação. As 

sementes dos demais tratamentos (exceto sementes hidratadas em HgCl2 a 10-

2 M) retomaram o ganho de massa no mesmo tempo, ainda que com um 

aumento menos acentuado, que foi significativamente diferente do ganho de 

massa do controle. A diferença permaneceu até o último tempo avaliado, ou 

seja, 42 horas (FIG. 6 e Tabela 2). 

 Os embriões oriundos das sementes hidratadas em HgCl2 a 10-2 M não 

chegaram a alcançar a fase III pois as sementes deste tratamento não 

apresentaram germinação. 
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4.3 Germinação de sementes embebidas em soluções de ditiotreitol 

 
 Sementes embebidas em soluções de DTT não apresentaram diferenças 

significativas no padrão de germinação quando comparadas com o controle. 

Entretanto a embebição das sementes na solução mais concentrada (DTT 10-2 

M) afetou de forma acentuada sua germinação (FIG. 7).  

 Após 72 horas, a germinação das sementes hidratadas nas soluções de 

DTT a 10-5, 10-4 e 10-3 M foi estatisticamente semelhante a germinação 

encontrada para as sementes hidratadas em água, enquanto a germinação das 

sementes hidratadas na solução de DTT a 10-2 M tenha sido afetada, sofrendo 

redução significativa em relação ao controle. A velocidade de germinação das 

sementes hidratadas nas soluções de DTT de diferentes concentrações não foi 

alterada significativamente em relação à velocidade de germinação do controle 

(FIG. 7). 

 

0

10

70

80

90

100

PG
IVG

Controle 10-5 M 10-4 M 10-3 M 10-2 M

a

a a

a

b

ab a a a

b

 
FIGURA 7. Porcentagem de germinação (PG) e índice de velocidade de 
germinação (IVG) de sementes de P. reticulata Benth. após 72 horas de 
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embebição em água e soluções de DTT. Letras iguais, na variável, não diferem 
entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,01). Média ± erro padrão, n = 5. 
 

4.4 Germinação de sementes hidratadas em soluções de cloreto de 

mercúrio e cloreto de mercúrio associado ao ditiotreitol 

 
 Já foi mostrado que as sementes hidratadas na solução de HgCl2 a 10-3 

M tiveram sua germinação afetada (FIG. 1 e 2), porém quando embebidas em 

solução de HgCl2 a 10-3 M + DTT 10-3 M, as mesmas tiveram seu padrão de 

germinação restabelecido, se assemelhando do controle (FIG. 8). 

 As sementes embebidas na solução de HgCl2 a 10-2 M + DTT 10-3 M 

continuaram tendo sua germinação inibida, não apresentando protrusão 

radicular durante o período avaliado e demonstrando que a solução de DTT a 

10-3 M associada à solução de HgCl2 10-2 M não foi capaz de restabelecer o 

processo germinativo das sementes expostas a este tratamento (FIG. 8). 
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FIGURA 8. Germinação (%), obtidas nos tempos 24, 48 e 72 horas, de 
sementes de P. reticulata Benth. embebidas em água e em soluções de HgCl2, 
DTT e HgCl2 + DTT. Média ± erro padrão, n = 5. 
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 Ao final de 72 horas, a porcentagem e velocidade de germinação das 

sementes hidratadas nas soluções de DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M 

foi estatisticamente semelhante à das sementes hidratadas em água (FIG. 9 e 

10). 

Da mesma forma, o teor de água dos embriões oriundos das sementes 

hidratadas nestas soluções não diferiu dos embriões das sementes hidratadas 

em água (FIG. 9 e 10). 
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FIGURA 9. Teor de água (TA - %) de embriões, porcentagem de germinação 
(PG - %) e índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de P. 
reticulata Benth após 72 horas de embebição em água e nas soluções: DTT 10-

3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 M. Letras iguais, na variável, não 
diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,01). Média ± erro padrão, n = 5. 
 
 
 Já, as sementes que foram expostas ao HgCl2 a 10-3 M apresentaram 

menor porcentagem de germinação, menor velocidade de germinação e menor 

teor de água nos embriões quando comparado com o controle (FIG. 9 e 10). 
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FIGURA 10. Germinação de sementes de P. reticulata Benth. após 72 horas de 
embebição em água (A) e nas soluções: HgCl2 10-3 M (B), HgCl2 10-2 M (C), 
DTT 10-3 M (D), HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M (E) e HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M (F) 
(Barras = 1cm). 
 

4.5 Curvas de hidratação de embriões oriundos de sementes embebidas 

em soluções de cloreto de mercúrio e cloreto de mercúrio associado ao 

ditiotreitol 

 
 Como anteriormente mostrado, a embebição em solução de HgCl2 a 10-3 

M provocou atraso nas primeiras seis horas no ganho de massa dos embriões 

oriundos das sementes expostas a tal tratamento (FIG. 6). Quando as 

sementes foram hidratadas na solução HgCl2 a 10-3 M + DTT a 10-3 M houve 

recuperação no ganho de massa dos embriões, que foi considerado 

semelhante ao controle (FIG. 11 e Tabela 3). 

 Ao final da fase I da embebição (12 horas), o ganho de massa dos 

embriões dos tratamentos HgCl2 a 10-3 M e HgCl2 a 10-3 M + DTT a 10-3 M foi 

estatisticamente semelhante ao controle e permaneceu assim até o final da 

fase II (30 horas) (FIG. 11 e Tabela 3).  
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FIGURA 11. Ganho de massa (%) de embriões oriundos de sementes de P. 
reticulata Benth. embebidas em água (controle) e nas soluções: HgCl2 10-3 M  e 
HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M ao longo de 42 horas. Média ± erro padrão, n = 5. 
 
 
TABELA 3. Comparação das médias (n = 5) referentes ao ganho de massa (%) 
de embriões oriundos de sementes de P. reticulata Benth embebidas em água 
(controle) e nas soluções: HgCl2 10-3 M  e HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M ao longo 
de 42 horas. 

Tratamentos 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 

Controle  

HgCl2 + DTT 

HgCl2 

a 

ab 

b 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

b 

a 

a 

b 

CV (%) 18,12 9,49 10,4 9,74 10,63 13,74 19,11 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 
 

 Para os três tratamentos, o início da fase III ocorreu às 36 horas e 

coincidiu com o aumento no ganho de massa dos embriões, embora mais 

acentuado para os embriões oriundos das sementes embebidas em água e  
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HgCl2 a 10-3 M + DTT a 10-3 M do que para embriões oriundos de sementes 

embebidas em HgCl2 a 10-3 M (FIG. 11 e TABELA 3). 
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FIGURA 12. Ganho de massa (%) de embriões oriundos de sementes de P. 
reticulata Benth. embebidas em água (controle) e nas soluções: HgCl2 10-2 M  e 
HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M ao longo de 42 horas. Média ± erro padrão, n = 5. 
 

TABELA 4. Comparação das médias (n = 5) referentes ao ganho de massa (%) 
de embriões oriundos de sementes de P. reticulata Benth embebidas em água 
(controle) e nas soluções: HgCl2 10-2 M  e HgCl2 10-2 M + DTT 10-3 M ao longo 
de 42 horas. 

Tratamentos 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 

Controle  

HgCl2 + DTT 

HgCl2 

a 

ab 

b 

a 

b 

b 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

b 

b 

a 

b 

b 

CV (%) 16,89 7,92 5,39 13,28 8,40 7,43 7,71 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 
 
 O ganho de massa dos embriões oriundos das sementes embebidas em 

soluções de HgCl2 a 10-2 M  e HgCl2 a 10-2 M + DTT a 10-3 M foi estatisticamente 

afetado durante as primeiras 12 horas. Enquanto os embriões do controle 
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atingiram a fase II da embebição após 12 horas de embebição, os embriões 

dos demais tratamentos apresentaram um atraso na embebição, atingindo a 

fase II apenas após 18 horas (FIG. 12 e Tabela 4). 

 Como as sementes hidratadas nas soluções de HgCl2 a 10-2 M  e HgCl2 a 

10-2 M + DTT a 10-3 M não apresentaram germinação, os embriões oriundos 

destes tratamentos não atingiram a fase III como ocorreu com os embriões do 

controle após 36 horas, assim observou-se diferença estatística entre os 

tratamentos nos dois últimos tempos de embebição (FIG. 12 e Tabela 4). 

 

4.6 Atividade das principais enzimas do sistema antioxidante 

 
 Durante as primeiras 24 horas de embebição, houve aumento na 

atividade da SOD para todos os tratamentos, porém nos embriões oriundos de 

sementes embebidas em água e em DTT a 10-3 M o incremento na atividade 

da enzima foi estatisticamente superior aos demais tratamentos (FIG. 13 e 

Tabela 5). 

 Nas demais 24 horas de embebição, ocorreu uma estabilização na 

atividade da SOD para os embriões das sementes hidratadas em água, 

enquanto a atividade da enzima continuou crescendo nos embriões dos demais 

tratamentos. Maior atividade foi encontrada nos embriões das sementes 

hidratadas em HgCl2 a 10-3
 M + DTT a 10-3 M (FIG. 13 e Tabela 5). 

 

TABELA 5. Comparação das médias (n = 5) referentes à atividade da enzima 
SOD (U min-1 mg-1 de proteína) em embriões de P. reticulata Benth, 24 e 48 
horas após embebição das sementes em água (controle) e nas soluções: DTT 
10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 M. Média ± erro padrão, n = 5. 

Tratamentos 24 horas 48 horas 

Controle 

DTT  

HgCl2 + DTT  

HgCl2 

a 

ab 

b 

b 

b 

b 

a 

b 

C.V. (%) 20,98 37,53 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 

 



25 
 

Tempo (h)

0 0 24 48

S
O

D
 (

U
 m

in
-1

 m
g-1

 d
e 

pr
ot

eí
na

)

0

10

20

30

40

50

60

Controle
DTT 
HgCl2 + DTT 

HgCl2

00

  
 
FIGURA 13. Atividade da enzima SOD (U min-1 mg-1 de proteína) em embriões 
de P. reticulata Benth, 24 e 48 horas após embebição das sementes em água 
(controle) e nas soluções: DTT 10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 
M. Média ± erro padrão, n = 5. 
 
 
 A atividade da enzima catalase também sofreu um incremento nas 

primeiras 24 horas de embebição nos embriões das sementes de todos os 

tratamentos, sem haver diferença estatística entre eles (FIG. 14 e Tabela 6). 

 Ao final de 48 horas de embebição, a atividade da catalase sofreu um 

aumento considerável nos embriões oriundos das sementes hidratadas em 

DTT 10-3 M e em HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M. Enquanto isso, para os embriões 

dos demais tratamentos (controle e HgCl2 10-3 M), o aumento na atividade da 

CAT foi mais discreto, o que proporcionou diferença estatística entre os dois 

grupos, ou seja, os tratamentos controle e DTT foram significativamente 

superiores aos tratamentos com HgCl2 (FIG. 14 e Tabela 6). 
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FIGURA 14. Atividade da enzima CAT (µmol min-1 mg-1 de proteína) em 
embriões de P. reticulata Benth, 24 e 48 horas após embebição das sementes 
em água (controle) e nas soluções: DTT 10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e 
HgCl2 10-3 M. Média ± erro padrão, n = 5. 
 

TABELA 6. Comparação das médias (n = 5) referentes à atividade da enzima 
CAT (µmol min-1 mg-1 de proteína) em embriões de P. reticulata Benth, 24 e 48 
horas após embebição das sementes em água (controle) e nas soluções: DTT 
10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 M. Média ± erro padrão, n = 5. 

Tratamentos 24 horas 48 horas 

Controle 

DTT  

HgCl2 + DTT  

HgCl2 

a 

a 

a 

a 

b 

a 

a 

b 

C.V. (%) 13,22 20,13 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 
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FIGURA 15. Atividade da enzima POX (µmol min-1 mg-1 de proteína) em 
embriões de P. reticulata Benth, 24 e 48 horas após embebição das sementes 
em água (controle) e nas soluções: DTT 10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e 
HgCl2 10-3 M. Média ± erro padrão, n = 5. 
  
 
TABELA 7. Comparação das médias (n = 5) referentes à atividade da enzima 
POX (µmol min-1 mg-1 de proteína) em embriões de P. reticulata Benth, 24 e 48 
horas após embebição das sementes em água (controle) e nas soluções: DTT 
10-3 M, HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M e HgCl2 10-3 M. Média ± erro padrão, n = 5. 

Tratamentos 24 horas 48 horas 

Controle 

DTT  

HgCl2 + DTT  

HgCl2 

a 

a 

a 

a 

b 

b 

a 

b 

C.V. (%) 20,63 22,54 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey 
(P ≤ 0,01). 
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 A atividade das peroxidases totais sofreu um incremento nas primeiras 

24 horas para os embriões de todos os tratamentos, assim como observado 

para as demais enzimas (FIG. 15 e Tabela 7). 

 No final das 48 horas, a atividade da POX aumentou consideravelmente 

nos embriões oriundos das sementes de todos os tratamentos, porém um 

incremento mais acentuado foi encontrado nos embriões das sementes 

tratadas em HgCl2 10-3 M + DTT 10-3 M, com diferença estatística significativa 

em relação aos demais tratamentos (FIG. 15 e Tabela 7). 

 

5. DISCUSSÃO 

 
 O mercúrio em altas concentrações inibe a germinação e o reduz índice 

de velocidade de germinação de sementes de vinhático. O mercúrio é um metal 

pesado que, como todos os outros, promove estresse oxidativo e causa danos 

a componentes celulares (Willigen et al., 2006) e, portanto, quando aplicado na 

maior concentração (10-2 M) foi capaz de causar a morte das sementes, 

inibindo por completo os eventos metabólicos que levam a protrusão da 

radícula primária.  

A embebição das sementes em  HgCl2 a 10-3 M não promoveu a morte 

das sementes, porém afetou drasticamente sua PG e IVG. Em sementes de 

tomate (Solanaceae) concentrações menores de cloreto de mercúrio aplicado 

nas sementes já foram capazes de reduzir a porcentagem final de germinação 

(Jain et al., 2008). Estudos com sementes de Arabdopsis (Brassicaceae) 

também mostraram que a embebição das sementes em soluções de HgCl2 é 

capaz de reduzir a velocidade de germinação, induzindo a um atraso na ruptura 

da testa e na emergência radicular (Willigen et al., 2006). 

Trabalhos com espécies cultivadas de diferentes famílias como, por 

exemplo, feijão mungo (Fabaceae) (Jagatheeswari e Ranganathan, 2012), 

amendoin (Fabaceae) (Pugalvendhan et al., 2009) e linhaça (Linaceae) (Jain, 

2013), além de espécies florestais como pinheiros (Pinus taeda e Pinus 

echinata) (Pinaceae) e Plátano (Platanus occidentalis) (Platanaceae) (Jean-

Philippe et al., 2012)  também demonstraram a redução na germinação quando 

aplicados compostos com mercúrio. 

A solução de cloreto de mercúrio na concentração de 10-5 M foi 

considerada tóxica às sementes de tomate (Solanaceae) (Jain et al., 2008), 
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porém a mesma concentração não foi capaz de alterar nenhum dos parâmetros 

avaliados neste trabalho com sementes de vinhático. Tal fato mostra a variação 

na tolerância das sementes de diferentes espécies frente ao metal.  

Além de ser considerado um agente tóxico potente, o mercúrio é 

apontado como inibidor da atividade da aquaporina. Uma vez absorvido pelo 

tecido, o mercúrio interage rapidamente com grupos tióis dos resíduos de 

cisteína, oxidando-os e bloqueando reversivelmente a atividade destas 

proteínas (Aroca et al., 2012). Dessa forma, é possível explicar a redução no 

teor de água dos embriões oriundos das sementes hidratadas na solução do 

sal na concentração de 10-3 M. 

Pode-se, então, afirmar que a redução na PG e no IVG de sementes 

hidratadas em cloreto de mercúrio a 10-3 M pode ser sido causada pelo efeito 

tóxico do metal ou pela redução no teor de água dos embriões, devido a menor 

atividade das aquaporinas. 

 Quando as sementes, previamente hidratadas em HgCl2 a 10-3 M foram 

transferidas para a água, rapidamente exibiram germinação, além de 

apresentarem aumento significativo no teor de água dos embriões. É provável 

que o próprio aumento da umidade tenha permitido o incremento na 

germinação e que os danos que podem ter sido causados pelo metal nas 

sementes não tenham alterado de forma irreversível a integridade celular, 

favorecendo a germinação assim que as sementes foram expostas à água. Já 

o aumento na umidade dos embriões pode ser explicado pela entrada de água 

por meio da bicamada lipídica ou pela síntese de novas aquaporinas que, na 

ausência do metal, exibiram uma atividade normal. 

 Avaliando-se a curva de hidratação dos embriões, verifica-se que os 

embriões oriundos de sementes tratadas com soluções de HgCl2 apresentaram 

um atraso na embebição durante as primeiras seis horas. Soluções mais 

diluídas do sal permitiram embebição dos embriões semelhante à de embriões 

oriundos de sementes hidratadas em água, já soluções mais concentradas 

inibiram parcialmente o processo de embebição dos embriões em comparação 

com embriões do controle.  

 Assim, é possível afirmar que, em sementes de vinhático, a fase I da 

embebição foi afetada pela presença do sal. Para sementes de Arabdopsis, foi 

demonstrado que as aquaporinas não possuem efeito sobre a primeira fase da 

embebição (Willigen et al., 2006), porém para sementes de ervilha (Fabaceae), 
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Veselova et al. (2003) propôs que as aquaporinas teriam importância durante 

as fases iniciais da embebição. 

 A explicação para tal fato foi baseada no tamanho da semente. 

Sementes de ervilha, por serem maiores, teriam uma fase I mais longa em 

relação a sementes de Arabdopsis, o que necessitaria de uma via de absorção 

de água mais eficiente (Willigen et al., 2006). 

 Sementes de vinhático também possuem um tamanho bastante superior 

às sementes de Arabdopsis e, portanto, é plausível que sigam o 

comportamento encontrado para as sementes de ervilha.  

 No início da fase III (36 horas de embebição) o ganho de massa dos 

embriões do controle foi superior em relação aos embriões dos demais 

tratamentos. O atraso na germinação das sementes hidratadas em soluções de 

HgCl2 parece ter sido responsável pela redução na massa fresca dos embriões. 

A emissão de radículas menos desenvolvidas também pode explicar a 

diferença estatística no ganho de massa nos dois últimos tempos da curva de 

hidratação, uma vez que estudos mostram que o mercúrio afeta, não somente, 

a germinação, mas o crescimento e desenvolvimento de plântulas de diferentes 

espécies (Munzuroglu e Geckil, 2002). 

 A utilização do DTT na reversão da inibição da embebição pelo cloreto 

de mercúrio é bastante difundida (Willigen at al., 2006; Jain et al., 2008), porém 

quando aplicado em altas concentrações pode acarretar danos à semente, uma 

vez que se caracteriza como um agente tóxico. Dessa forma, quando o DTT foi 

aplicado na maior concentração (10-2 M) houve prejuízo à porcentagem e 

velocidade de germinação das sementes de vinhático. Assim, o teste de 

germinação de sementes com DTT foi utilizado no intuito de encontrar a maior 

concentração da substância incapaz de alterar o padrão de germinação da 

espécie, assim como realizado por outros trabalhos que utilizam o DTT para 

esta finalidade (Jain et al., 2008). A mesma concentração foi utilizada para 

verificar o efeito de reversão dos danos, quando utilizada em associação ao 

HgCl2. 

 Quando o DTT foi aplicado em associação ao HgCl2, a PG e o IVG 

foram semelhantes aos valores encontrados para as sementes do controle, o 

que também foi observado para o teor de água dos embriões. É provável que o 

DTT na concentração de 10-3 M tenha sido suficiente para reduzir os grupos 

tióis dos resíduos de cisteína das aquaporinas, permitindo que estas proteínas 
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mantivessem sua funcionalidade, hidratando o embrião e permitindo a 

germinação. Resultados semelhantes foram observados por outros trabalhos 

para diferentes espécies (Willigen at al., 2006; Jain et al., 2008). 

 O movimento de água nos tecidos ocorre por três rotas: a rota 

apoplástica que abrange os trajetos por meio dos poros da parede celular e dos 

espaços intercelulares, a rota simplástica que consiste no movimento de água 

no citoplasma celular e entre células por meio dos plasmodesmas e, por fim, a 

rota transmembrana que envolve o movimento de água através da plasmalema 

e tonoplasto (Steudle and Peterson, 1998). O movimento transmembrana 

acontece por dois mecanismos de transporte: difusão de moléculas de água 

por meio da bicamada lipídica e por intermédio das aquaporinas (Taiz e Zeiger, 

2006), sendo ambos os movimentos governados por gradiente de potencial 

osmótico (Aroca et al., 2012).    

Pela curva de embebição na presença de HgCl2 a 10-3 M e HgCl2 a 10-3 

M + DTT 10-3 M, observa-se uma confirmação do possível efeito do DTT na 

reversão da funcionalidade das aquaporinas. Quando aplicado em associação 

com o cloreto de mercúrio, ainda que com um menor potencial osmótico da 

solução, a hidratação do embrião foi maior. Isto indica que a redução na 

embebição pelos embriões ao se utilizar o HgCl2 não é devido a um efeito 

puramente físico (devido à redução no gradiente de potencial osmótico), mas 

que as aquaporinas parecem ter um papel importante nas fases iniciais da 

embebição das sementes de vinhático e que a utilização do mercúrio atua no 

sentido de atrasar esta hidratação. Da mesma forma, a presença do DTT 

permite que na fase III, a embebição do embrião seja semelhante ao controle, 

permitindo a germinação. 

 Quando o DTT foi associado ao HgCl2 a 10-2 M, não houve retomada da 

germinação, o que indica que o DTT é capaz de reverter os danos referentes à 

hidratação, mas não referentes à toxicidade promovida pelo mercúrio. Os 

dados da curva de embebição na presença de HgCl2 a 10-2 M e HgCl2 a 10-3 M 

+ DTT 10-3 M mostram que nas primeiras horas da embebição, o DTT é capaz 

de permitir uma hidratação semelhante ao controle. Porém, essa eficiência cai 

antes das 12 horas iniciais, muito provavelmente devido à morte das sementes 

já nesse tempo, o que explicaria uma queda na redução da absorção de água, 

que seria governada então apenas por processos físicos e não mais 

fisiológicos, como é o caso das aquaporinas. 
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 Uma segunda hipótese para a redução na germinação de sementes 

quando aplicado o cloreto de mercúrio, seria o efeito tóxico do metal, 

promovendo estresse oxidativo nas sementes. Assim, a atividade das principais 

enzimas do sistema antioxidante foi avaliada nas primeiras 48 horas da 

embebição das sementes. 

 Com a retomada do metabolismo durante a germinação é comum que 

ocorra aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante, uma vez 

que a produção de EROs é um evento inerente à atividade metabólica (Bailly et 

al., 2008; Kranner et al., 2010).  

 .   Durante as primeiras 24 horas, não houve diferença na atividade das 

enzimas dos embriões dos diferentes tratamentos em relação ao controle, 

porém, ao final das 48 horas já foi possível perceber um aumento na atividade 

das mesmas para o tratamento HgCl2 a 10-3 M + DTT a 10-3 M em relação aos 

demais tratamentos. 

 A atividade das três enzimas nos embriões tratados em água e em 

HgCl2 a 10-3 M foi semelhante durante as 48 horas de avaliação, permitindo 

inferir que a concentração do sal utilizada não foi capaz de promover estresse 

oxidativo nos embriões das sementes expostas à este tratamento. Assim, 

pode-se afirmar que as alterações na germinação causadas pela aplicação do 

sal não se deram pelo efeito tóxico do metal, mas provavelmente devido à 

interferência no processo de embebição durante a germinação. 

 A utilização do cloreto de mercúrio como ferramenta para se avaliar a 

atividade das aquaporinas em diferentes tecidos vegetais tem sido criticada, 

sendo apontados os efeitos tóxicos inespecíficos do metal como um fator que 

dificulta a determinação no papel destas proteínas (Gaspar, 2011). Com os 

resultados obtidos neste trabalho, pode-se defender a utilização de baixas 

concentrações do sal nas quais o transporte de água é afetado, sem que as 

mesmas estimulem a produção de EROs, verificada indiretamente através da 

atividade das enzimas. 

 A concentração utilizada do DTT, que é considerado tóxico, também não 

promoveu alterações significativas na atividade das enzimas SOD e POX em 

relação ao controle para os tempos avaliados, porém promoveu aumento na 

atividade na CAT no final do segundo dia, indicando um possível incremento na 

produção de peróxido do hidrogênio após as 24 horas iniciais da embebição.  
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Quando se aplicou DTT em associação com o cloreto de mercúrio, 

houve um incremento significativo na atividade das três enzimas no final das 48 

horas. Tal fato pode ser explicado devido à toxicidade de ambas as 

substâncias, que quando aplicadas em conjunto, promoveram um efeito 

negativo em conjunto na produção de EROs e, consequentemente, 

promovendo  aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante.  

 Ao se avaliar os dados de germinação das sementes hidratadas em DTT 

e DTT associado do HgCl2 percebe-se que o possível aumento na produção de 

EROs nos embriões dessas sementes não foi suficiente para causar alterações 

na PG e no IVG, o que indica que o sistema antioxidante tenha sido capaz de 

reverter o estresse oxidativo gerado, permitindo o estabelecimento normal da 

germinação das sementes expostas à estes tratamentos.  

  

6. CONCLUSÃO 

 

 O cloreto de mercúrio altera as fases iniciais da embebição de sementes 

de P. reticulata Benth., promovendo redução na porcentagem e velocidade de 

germinação e no teor de água dos embriões. Em concentrações mais elevadas 

(HgCl2 10-2 M), leva à morte os embriões das sementes. 

 O DTT, quando utilizado em concentrações não elevadas (10-3 M), 

reverte o processo de inibição da embebição de embriões oriundos de 

sementes tratadas com cloreto de mercúrio. 

 A embebição de sementes na solução de HgCl2 a 10-3 M não promove 

alterações na atividade das enzimas SOD, CAT e POX nos embriões. Quando 

as sementes são embebidas em HgCl2 a 10-3 M + DTT a 10-3 M há um efeito 

sinergético das substâncias que aumenta a atividade das enzimas.  
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