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RESUMO
Os fatores externos poderdo retardar, inibir ou promover a germinacdo. Compreender 0s
mecanismos utilizados neste processo é de extrema relevancia na medida em que
permite, por exemplo, 0 uso da espécie nas situa¢fes futuras de maior intensidade dos
estresses ambientais. A tolerancia insuficiente das plantas a fatores ambientais adversos
pode ameacar a viabilidade da espécie. Sobreviver sob estresses depende da habilidade
das espécies vegetais em perceber o estimulo, gerar e transmitir o sinal, apresentando
alteracbes tanto fisioldgicas quanto bioquimicas e enziméticas. No capitulo 1,
objetivou-se avaliar a germinacdo, vigor e o metabolismo de dois acessos de
Cenostigma pyramidale, sob condi¢cbes de salinidade e restricdo hidrica em diferentes
temperaturas. Para simular os estresses, utilizou-se solucfes de cloreto de sodio e
polietilenoglicol com potenciais osméticos de -0,1; -0,2, -0,4; -0,6 MPa e -0,1; -0,2; -
0,3; -0,4 MPa, respectivamente. Para cada tratamento, utilizou-se 100 sementes,
divididas em quatro repeticdes. Avaliou-se o indice de velocidade de germinacéo,
namero de plantulas normais, comprimento e massa seca das raizes e partes aéreas.
Além disso, determinou-se o teor de proteinas totais, aminoacidos livres e agucares
soluveis totais. A temperatura influencia na tolerancia das sementes de C. pyramidale a
restricdo hidrica e salinidade. Os aclcares sollveis totais, proteinas totais e
aminoéacidos, presentes em plantulas de C. pyramidale, respondem como indicadores de
tolerdncia desta espécie aos estresses abidticos. Os acessos de C. pyramidale sob
estresses abiodticos respondem diferentemente quanto a germinagdo, vigor e
metabolismo, tendo o da Bahia apresentado tolerancia a salinidade superior ao do Rio
Grande do Norte. No segundo capitulo, o objetivo foi avaliar a germinacéo e atividade
de enzimas antioxidantes em dois acessos de Cenestigma pyramidale sob restrigdo
hidrica e salinidade, em diferentes temperaturas. Os acessos foram provenientes da
Bahia e do Rio Grande do Norte. A germinagdo foi conduzida sob temperaturas de 25,
30 e 35 °C durante 14 dias, considerando-se germinadas as que apresentavam a
protrusdo de raiz. Para a atividade das enzimas antioxidantes, catalase, peroxidase e

superdxido dismutase, sob temperaturas de 30 e 35 °C, a salinidade e restricdo hidrica



foram simuladas para os potencias osmaticos de -0,1 e -0,4 MPa e de -0,1 e -0,3 MPa,
respectivamente. Para isso, coletou-se 0s eixos embrionarios com 2 e 4 mm e seus
respectivos cotilédones. Os acessos de C. pyramidale diferem no mecanismo enzimatico
adotado na sinalizacdo aos estresses abiodticos. A temperatura influencia na tolerancia de
sementes de C. pyramidale a salinidade e restricdo hidrica. As atividades das enzimas
antioxidativas em eixos embrionarios e cotilédones de plantulas de C. pyramidale
variam entre 0s acessos, temperaturas e estresses. A avaliagdo de diferentes acessos
permitiu amplo entendimento da germinacdo e dos mecanismos bioquimicos e
enzimaticos durante o processo germinativo, sob estresses abidticos.

Palavras-chave: Salinidade, restricdo hidrica, metabolismo germinativo, atividade

enzimatica, germinacao.
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ABSTRACT
External factors may slow down, inhibit or promote germination. Understanding the
mechanisms used in this process is extremely relevant because it allows, for example,
the use of the species in future situations of greater intensity of environmental stresses.
Insufficient plant tolerance to adverse environmental factors may threaten species
viability. Surviving under stress depends on the ability of plant species to perceive the
stimulus, generate and transmit the signal, presenting physiological, biochemical and
enzymatic changes. In chapter 1, the objective was to evaluate the germination, vigor
and metabolism of two accessions of Cenostigma pyramidale under conditions of
salinity and water restriction at different temperatures. To simulate the stresses,
solutions of sodium chloride and polyethylene glycol with osmotic potentials of -0,1; -
0.2, -0.4; -0.6 MPa e -0.1; -0.2; -0.3; -0.4, respectively, were used. For each treatment,
100 seeds, divided into four replicates, were used. The germination speed index,
number of normal seedlings, length and dry mass of roots and aerial parts were
evaluated. In addition, the content of total proteins, free amino acids and total soluble
sugars were determined. The temperature influences the tolerance of C. pyramidale
seeds to water restriction and salinity. The total soluble sugars, total proteins and amino
acids present in seedlings of C. pyramidale respond as indicators of tolerance of this
species to abiotic stresses. The accessions of C. pyramidale under abiotic stresses
respond differently regarding germination, vigor and metabolism, with Bahia presenting
a higher tolerance to salinity than that of Rio Grande do Norte. In the second chapter,
the objective was to evaluate the germination and activity of antioxidant enzymes in two
accesses of C. pyramidale under water restriction and salinity, at different temperatures.
The accesses came from Bahia and Rio Grande do Norte. The germination was
conducted under temperatures of 25, 30 and 35 ° C for 14 days, considering as
germinated those ones with root protrusion. For the activity of the antioxidant enzymes,
catalase, peroxidase and superoxide dismutase, under temperatures of 30 and 35 ° C,
salinity and water restriction were simulated for the osmotic potencies of -0.1 and -0.4
MPa and of -0, 1 and -0.3 MPa, respectively. For this, the embryonic axes with 2 and 4
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mm and their respective cotyledons were collected. The accessions of C. pyramidale
differ in the enzymatic mechanism adopted in the signaling to the biotic stresses. The
temperature influences the tolerance of C. pyramidale seeds to salinity and water
restriction. The activities of the antioxidative enzymes in embryonic axes and
cotyledons of C. pyramidale seedlings vary between accesses, temperatures and
stresses. The evaluation of different accesses allowed a broad understanding regarding
germination and biochemical and enzymatic mechanisms during the germination
process under abiotic stresses.

Keywords: Salinity, water restriction, germination metabolism, enzymatic activity,

germination.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas estdo sujeitas frequentemente a agressdes causadas por agentes bioticos e
abioticos. Entre as situagdes ambientais capazes de produzir esses estresses, pode-se citar a
salinidade, a seca e as altas temperaturas (SUZUKI et al., 2014). Um dos ecossistemas que se
enquadram nesses aspectos € a Caatinga. Trata-se de uma regido com grande diversidade
bioldgica e alto nivel de endemismo, abrigando ampla gama de espécies adaptadas a este tipo
de clima (RIBEIRO et al., 2012). Entre estas, encontra-se a Cenostigma pyramidale (Tul.)
Gagnon & G.P. Lewis (Fabaceae), (sinonimia Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz;
Caesalpinia pyramidalis [Tul.]).

A sensibilidade das sementes ao estresse depende, dentre outros fatores, da velocidade
de absorcdo de agua e da temperatura (DANTAS et al., 2014). As oscilacdes térmicas
possivelmente interferem no processo germinativo; para a C. pyramidale, ainda ndo foram
estabelecidos os limites de reducdo da temperatura na germinagdo dessas sementes.
Considerar 0s prejuizos nos processos de germinacao, como a embebicdo e a protrusdo da raiz
primaria, até a formacdo de plantulas, possibilitara melhor entendimento dos mecanismos de
germinacdo das sementes sob condi¢des ambientais adversas.

Sabe-se que a germinacdo inicia com a embebicdo das sementes e é seguida por
eventos moleculares, bioquimicos e celulares que terminam com a protrusdo da radicula
(BEWLEY et al.,, 2013). Os fatores externos poderdo retardar, inibir ou promover a
germinacdo. Compreender os mecanismos utilizados neste processo é de extrema relevancia
na medida em que permite, por exemplo, 0 uso da espécie nas situagfes futuras de maior
intensidade dos estresses ambientais.

C. pyramidale apresenta tolerancia aos estresses ambientais, tanto a salinidade quanto
a restricdo hidrica (TEIXEIRA et al., 2007; ANTUNES et al., 2011; MATIAS et al., 2013;
SANTOS et al., 2016). Além disso, a germinacdo dessa espécie ocorre em ampla faixa de
temperatura (MATIAS et al., 2014), desde constantes (ANTUNES et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2011; MATIAS et al., 2013; SANTOS et al., 2014; AFFONSO et al., 2015, GOMES et
al., 2015) a temperaturas alternadas (LIMA et al., 2011). Os efeitos dos estresses combinados
entre temperaturas e restricdo hidrica ainda sé@o pouco conhecidos (MATIAS et al., 2017) e
ndo ha informacOes para os que atuam desde o0 processo germinativo ao metabolismo,
utilizando sementes de mais de uma procedéncia.

Quando os estresses ocorrem juntos, podem ocorrer alteragdes no crescimento sob

estresse hidrico e calor, quanto em combinacéo desses, resultando em danos mais severos ao
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crescimento das plantas (SUZUKI et al., 2015). A ocorréncia das mudancas climéticas na
regido semidrida implicara aumento da temperatura e, provavelmente, a seca continuara
ocorrendo de forma mais intensa (MARENGO et al., 2018). Sendo assim, os efeitos adversos
desses estresses para as diferentes espécies vegetais serdo inevitaveis.

A tolerancia insuficiente das plantas a fatores ambientais adversos pode ameacar a
viabilidade da espécie. Portanto, € extremamente importante conhecer os indicadores basicos
que podem caracterizar a tolerancia das plantas a esses estresses (HUSEYNOVA et al., 2015),
desde a germinacdo ao seu metabolismo durante o processo germinativo e a regulacdo da
mobilizacdo das reservas. As estratégias das plantas para lidar com estresses abioticos
normalmente envolvem um conjunto de mecanismos de prevencdo. Durante a seca, as plantas
podem evitar o desenvolvimento do sistema radicular; ao passo que a tolerancia a seca
envolve ajustes metabolicos, mediados por alteracdes na expressao génica, para ajudar a
melhorar a funcionalidade da planta (WELFARE et al., 2002). A capacidade que algumas
espécies tém de germinar em condi¢cbes desfavordveis confere vantagens ecoldgicas sobre
outras que sdo sensiveis (LAVEZO et al., 2015).

As plantas sdo frequentemente submetidas a periodos de solo e déficits hidricos
durante seu ciclo de vida (SILVA et al., 2010). A fase de germinacdo pode ser inviabilizada
caso a demanda hidrica ndo seja suprida (MARCOS FILHO, 2015). Esta impossibilidade se
deve a reducdo do potencial hidrico da célula e, consequentemente, a reducdo da pressdo de
turgor, prejudicando a expansdo e o crescimento celular, além de afetar o metabolismo,
crescimento e estabelecimento das plantulas (JALEEL et al., 2009).

Pesquisas com sementes de espécies florestais envolvendo diferentes temperaturas,
niveis de potenciais osmoticos simulando salinidade e deficiéncia hidrica vém sendo
realizadas, como as de Ferreira et al. (2017) com Handroanthus spongiosus (Rizzini) S.
Grose; Dutra et al. (2017) com Peltophorum dubium Sprengel Taubert; Nogueira et al. (2018)
com Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth, para condicGes salinas. A combinacdo de
temperaturas e restricdo hidrica foi testada para algumas espécies como Apeiba tibourbou
(GUEDES et al., 2013), Chorisia glaziovii O. Kuntze (SILVA et al., 2016a) e Piptadenia
moniliformis Benth. (AZEREDO et al., 2016). Para C. pyramidale, ainda ndo se tem
conhecimento sobre a resposta da combinagdo de estresses, tampouco sobre 0s mecanismos
fisioldgicos e bioguimicos desta espécie sob essas condigdes adversas.

A salinidade pode aumentar a pressdo osmotica e, a depender do nivel, responder
semelhantemente ao déficit hidrico, diminuindo a absor¢do de agua no final da divisdo e

diferenciacdo celular, acarretando reducdo no comprimento da plumula e da radicula
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(LAGHMOUCH ] et al., 2017).

Os limites toleraveis pelas espécies sobreviverem em situagdo de baixa disponibilidade
de agua, e o nivel que reduzira o crescimento das plantulas difere entre espécies e dentro da
espéecie. A reducdo do crescimento ocorre porque a agua tem essa direta ligagdo com a
expansao e elongacdo do eixo embrionario (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Assim, a
restricdo hidrica paralisa os processos fisiolégicos da planta, uma vez que as células s
crescem quando estdo targidas (LARCHER, 2006). A combinacdo de temperaturas e restricdo
hidrica foi testada para algumas espécies, como Apeiba tibourbou (GUEDES et al., 2013),
Chorisia glaziovii O. Kuntze (SILVA et al., 2016a) e Piptadenia moniliformis Benth.
(AZEREDO et al., 2016).

Populacdes de habitats semelhantes podem apresentar diferentes respostas de
germinacdo quanto a temperatura e estresses osmoticos. Essas diferencas podem ocorrer
gracas as variacbes ambientais durante a maturacdo das sementes e ao efeito do gendétipo
materno (FENNER; TOMPSON, 2005). A variacdo interpopulacional é uma importante
estratégia de sobrevivéncia para as espécies com ampla distribuicdo (BASKIN; BASKIN,
2014; MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2014).

A atividade enzimatica depende de fatores como espécie estudada, parte da planta, tipo
e duracdo do estresse. Normalmente, as plantas desenvolvem grande escala de componentes
quimicos e estratégias para controlar a producdo fisioldgica ou aumento de nivel de EROs,
sob condicdes de estresse como seca, salinidade, temperatura, dentre outros (SAIBI; BRINI,
2018).

As sementes de espécies nativas da Caatinga, incluindo Anadenanthera macrocarpa
(Benth.) Brenan, Myracrodruon urundeuva (Fr. All.), Aspidosperma pyrifolium (Mart.),
Erythrina velutina (Willd.), apresentam alta tolerancia ao sal e mecanismos efetivos de
germinacdo sob salinidade (DANTAS et al., 2014). Em plantas submetidas a salinidade, as
respostas sdo diversas, desde acimulo de aclcares solGveis (DANTAS et al., 2014) a
producdo de espécies reativas de oxigénio, as EROS, que, em concentragcdes baixas, sdo
sinalizadores de tolerancia (REN et al., 2016).

Algumas espécies desenvolvem um sistema antioxidante eficiente, controlando os
niveis de EROS, prevenindo os efeitos deletérios sobre as biomoléculas na célula (HOSSAIN
et al., 2015). Se o nivel estressante se eleva, a formacdo de EROs se intensifica e sua
eliminacdo deve ocorrer de forma constante a fim de evitar o estresse oxidativo. Desta forma,
a acdo sincronizada das enzimas responsaveis pela remogdo das EROs confere maior as

plantas tolerancia sob condigdes de estresse (DEUNER et al., 2011).
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Sob deficiéncia hidrica, a concentracdo de EROs aumenta, podendo causar estresse
oxidativo, além de reduzir a germinacéo e o desenvolvimento inicial de plantulas (LAXA et
al., 2019). Sob salinidade, pode afetar a germinacdo de sementes pelo efeito osmdtico,
toxicidade i6nica ou ambos; a partir disso, a plantar desencadeia mecanismos para lidar com
os danos causados pelo sal, como modificacbes em desenvolvimento, atividade de enzimas
antioxidantes (ZHANG et al., 2014).

Os efeitos osmaticos e idnicos do déficit hidrico e da salinidade podem aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio, que interagem com diversas moléculas, levando a
peroxidacdo lipidica, desnaturagdo protéica, destruicdo de membrana, dentre outros (SILVA
etal., 2019).

O entendimento dos mecanismos bioquimicos e antioxidantes desempenha papel
importante na resposta das plantas a uma combinacdo de seca e estresse térmico (SUZUKI et
al.,, 2014). A alta concentracdo de EROs prejudica os organismos, a funcionalidade e
integridade celular, causando danos a macromoléculas e desnaturacdo de proteinas (GILL;
TUTEJA, 2010) e, a depender do nivel de dano celular, pode ser irreversivel as células, com
consequente perda da capacidade fisioldgica e eventual morte celular (BARBOSA et al.,
2014). Portanto, isso evidencia a importancia dos mecanismos de defesa contra o dano
oxidativo, ativados durante o estresse, para regular os niveis téxicos de EROs
(MULLINEAUX; BAKER, 2010).

OBJETIVOS

Determinar a tolerancia de acessos de sementes de C. pyramidale a restricdo hidrica
ou salinidade em diferentes temperaturas, durante a germinacdo; avaliar a mobilizacdo de
reservas e atividade enzimatica durante a germinacdo de sementes de acessos de C.

pyramidale sob estresses abioticos (salinidade, restri¢do hidrica e temperatura).
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CAPITULO 1 - VULNERABILIDADE DE ACESSOS DE SEMENTES DE Cenostigma
pyramidale A SALINIDADE E RESTRICAO HIDRICA EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

RESUMO

O entendimento dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos, utilizados pelas plantas sob
condicdes adversas € de extrema importancia, por permitir que espécies com vantagens
ecoldgicas, em vez de outras que sdo sensiveis, sejam utilizadas na restauracdo de &reas.
Objetivou-se avaliar a germinacdo, vigor e o metabolismo de dois acessos de Cenostigma
pyramidale, sob condi¢cbes de salinidade e restricdo hidrica em diferentes temperaturas. Para
simular os estresses, utilizou-se solucdes de cloreto de sodio e polietilenoglicol com
potenciais osmdticos de 0,1, -0,2, -0,4 e -0,6 e -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4, respectivamente. Para
cada tratamento, utilizou-se 100 sementes, divididas em quatro repeticbes. Avaliou-se 0
indice de velocidade de germinagdo, nimero de plantulas normais, comprimento e massa seca
das raizes e partes aéreas. Além disso, determinou-se o teor de proteinas totais, aminoacidos
livres e acUcares solUveis totais. A partir das médias, foram elaborados os graficos e calculado
0 erro padrdo. Em &gua destilada, tratamento testemunha, o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial dois acessos x quatro temperaturas. A
germinacdo de sementes e o estabelecimento de plantulas de C. pyramidale foram mais
elevados sob temperaturas de 25 e 30 °C. O aumento da temperatura de 30 para 35 °C
ocasionou reducdo no vigor das plantulas. A temperatura influenciou na toleréncia a
salinidade de plantulas de C. pyramidale. Os acessos de C. pyramidale responderam
diferentemente aos estresses abiodticos. Sementes provenientes da Bahia ajustaram-se
osmoticamente de forma mais eficiente do que as oriundas do Rio Grande do Norte. Os
indices de acUcares solUveis totais, proteinas totais e aminoacidos em C. pyramidale podem
ser utilizados como indicadores de tolerancia desta espécie aos estresses abidticos estudados.

Palavras-chave: Fabaceae, estresse salino, deficiéncia hidrica, estresse térmico, Caatinga.
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CHAPTER 1 - VULNERABILITY OF Cenostigma pyramidale SEEDS ACCESS TO
SALINITY AND WATER RESTRICTION AT DIFFERENT TEMPERATURES
ABSTRACT

The understanding of the physiological and biochemical mechanisms used by plants under
adverse conditions is of extreme importance, because it allows species with ecological
advantages, instead of others that are sensitive, be used in the restoration of areas. The
objective was to evaluate the germination, vigor and metabolism of two accessions of
Cenostigma pyramidale under conditions of salinity and water restriction at different
temperatures. In order to simulate the stresses, solutions of sodium chloride and polyethylene
glycol with osmotic potentials of 0.1, -0.2, -0.4 and -0.6 and -0.1; -0.2; -0.3 and -0.4,
respectively, were used. For each treatment, 100 seeds were used, divided into four replicates.
The germination speed index, number of normal seedlings, length and dry mass of roots and
aerial parts were evaluated. In addition, the content of total proteins, free amino acids and
total soluble sugars were determined. From the averages, the graphs were elaborated and the
standard error was calculated. In distilled water, control treatment, the experimental design
was completely randomized, in a factorial scheme two accessions x four temperatures. Seed
germination and establishment of C. pyramidale seedlings were higher at temperatures of 25
and 30 ° C. The increase in temperature from 30 to 35 ° C caused a reduction in the vigor of
the seedlings. The temperature influenced the salinity tolerance of C. pyramidale seedlings.
The accessions of C. pyramidale responded differently to the abiotic stresses. Seeds from
Bahia adjusted osmotically more efficiently than those from the Rio Grande do Norte. The
determination of total soluble sugars, total proteins and amino acids in C. pyramidale may be
used as indicators of tolerance of this species to the studied abiotic stresses.

Keywords: Fabaceae, saline stress, water deficiency, thermal stress, Caatinga.
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INTRODUCAO

O ecossistema de floresta tropical seca se caracteriza pelo clima semiarido, quente e
baixa pluviosidade (AZEREDO et al., 2016), a exemplo do que ocorre na Caatinga. Nesta
regido, a temperatura varia de 25 °C a 29 °C, com evaporacdo média de 2.000 mm,
precipitagdo pluviométrica em torno de 250 a 1000 mm anuais, mal distribuida e concentrada
em trés a cinco meses (FIGUEIREDO et al., 2012). A distribuicdo irregular das chuvas e a
restricdo hidrica sdo fatores que influenciam negativamente as caracteristicas do solo
(AMARAL et al., 2013). De certa forma, as espécies endémicas toleram solos pouco feérteis,
como a Cenostigma pyramidale (MAIA, 2012). De forma geral, constata-se que a regido
semiarida brasileira se encontra em estado de alerta, uma vez que a vulnerabilidade da
Caatinga aos efeitos das mudancas climaticas representa um fator de pressdo para a
desertificacdo (SILVA et al., 2016).

Os estudos sobre respostas de desenvolvimento de plantulas sob estresses abidticos,
em sua maioria, as expde a apenas um fator estressante (GRAY; BRADY, 2016), como
salinidade ou restri¢do hidrica. Porém, no ambiente 0s estresses ocorrem simultaneamente, e
pouco se conhece sobre a germinacdo e desenvolvimento de plantulas nessas condigoes.

A salinidade e a restricdo hidrica afetam a embebicéo, a velocidade e a porcentagem de
germinacdo das sementes, podendo paralisar o crescimento das plantulas (TAIZ; ZEIGER,
2013). Quanto a temperatura, sabe-se que esta apresenta complexo efeito na germinacdo, pois
cada estdgio do processo germinativo é afetado de diferentes maneiras, além de estar
relacionada aos processos bioquimicos aos quais as sementes sao sujeitas (MARCOS FILHO,
2015).

Sobreviver sob estresses depende da habilidade das espécies vegetais em perceber o
estimulo, gerar e transmitir o sinal, apresentando alteracGes tanto fisioldgicas quanto
bioquimicas (COSTA et al., 2012). A capacidade de germinacdo sob amplo limite de
condi¢cdes pode ser a manifestacdo de seu vigor, dependendo, dentre outros fatores, das
condigdes ambientais encontradas no local onde foi semeada (SIMONI et al., 2011). A
ocorréncia de secas periodicas pode se dar no campo e a semente deve ser suficientemente
vigorosa para que seja competitiva (MARCOS FILHO, 2015).

Entender o comportamento germinativo de sementes sob estresses tem importancia
para a ecofisiologia e possibilita a avaliacdo dos limites e tolerdncia de sobrevivéncia e
adaptacdo destas espécies as condi¢des de estresses naturais (GUEDES et al., 2013). Para as

espécies da Caatinga, a tolerancia a seca € uma caracteristica importante quando se considera
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a recomendacdo de espécies vegetais capazes de se estabelecer sob diferentes condicGes de
potenciais osmoticos, principalmente com baixa disponibilidade hidrica (OLIVEIRA et al.,
2017).

O conhecimento em relacdo as caracteristicas de adaptacdo das espécies vegetais as
condicBes ambientais da Caatinga é significativo; entretanto, pouco se sabe sobre o0s
mecanismos de adaptacdo de sementes dessas espécies nessas condigdes (REIS et al., 2012).
Entre as espécies endémicas, a Cenostigma pyramidale possui importancia ecoldgica e
econdmica, com potencial de uso madeireiro, medicinal, forrageiro, além de ser recomendada
para a recuperacao de areas degradadas (MAIA, 2012).

Pesquisas com sementes de espécies florestais envolvendo diferentes temperaturas,
niveis de potenciais osmoticos simulando salinidade e déficit hidrico vém sendo realizadas,
como as de Ferreira et al. (2017) com Handroanthus spongiosus (Rizzini) S. Grose; Dutra et
al. (2017) com Peltophorum dubium Sprengel Taubert; Nogueira et al. (2018) com Mimosa
ophthalmocentra Mart. ex Benth, para condigdes salinas. A combinacdo de temperaturas e
restricdo hidrica foi testada para algumas espécies, como Apeiba tibourbou (GUEDES et al.,
2013), Chorisia glaziovii O. Kuntze (SILVA et al., 2016a) e Piptadenia moniliformis Benth.
(AZEREDO et al., 2016). Para C. pyramidale, ainda ndo se tem conhecimento sobre a
resposta da combinacdo de estresses, tampouco sobre os mecanismos fisiol6gicos e
bioguimicos desta espécie sob essas condi¢des adversas.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar as respostas fisioldgicas e bioquimicas de dois
acessos de sementes de C. pyramidale durante a germinacdo sob diferentes niveis de

salinidade, restri¢do hidrica e aumento de temperaturas.

MATERIAL E METODOS

Os acessos de sementes de C. pyramidale foram coletados de arvores nativas
existentes no distrito de Massaroca (09° 52°09,00”°, 40° 16° 42”, 469 m) Juazeiro, Bahia,
(BA) e no municipio de Currais Novos, Rio Grande do Norte (06° 15' 46", 36° 31' 03", 353
m). Para ambos 0s acessos, as sementes foram produzidas em 2016 e colhidas tendo como
critério 0s aspectos visuais. Apos serem coletadas, foram beneficiadas manualmente,
acondicionadas em sacos de pano e armazenadas em camara fria (10£2 °C; UR 40+5%) até a
realizacdo do experimento, aproximadamente trés meses apds colhidas.

Antes da instalacdo dos ensaios de germinacdo, as sementes foram submetidas a

assepsia com fungicida mancozebe (Dithane® NT), utilizando a dosagem de 4 g. kg de
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sementes (RIBEIRO, 2013).

Para a simulacdo da salinidade, utilizou-se cloreto de sddio (NaCl), cujas solucGes
foram preparadas seguindo a formula proposta por Vant"Hoff (SALISBURY; ROSS, 1992),
nos potencias osmoticos de -0,1, -0,2, -0,4 e -0,6 MPa (Tabela 1). No tocante a restricdo
hidrica, utilizou-se solu¢des de PEG 6000 nos potenciais osméticos de -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4
MPa, sob temperaturas constantes de 25, 30 e 35 °C (VILLELA et al.,, 1991). Para o
tratamento testemunha, utilizou-se a 4gua destilada (0 MPa).

Para cada tratamento, utilizou-se 100 sementes, divididas em quatro repeticGes de 25,
distribuidas sobre duas folhas de papel tolha (Germitest®), cobertas com uma terceira e
organizadas em forma de rolo. O papel foi umedecido com as solugdes supracitadas na
guantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco e os rolos foram acondicionados em
sacos de plastico transparente, totalizando 16 tratamentos. Os rolos contendo as sementes
foram incubados em germinadores a 25, 30 e 35 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As
avaliacOes das plantulas normais ocorreram aos sete e 14 dias apds a semeadura.

O indice de velocidade de germinacédo (IVVG) foi calculado diariamente considerando a
emissdo da raiz primaria (MAGUIRE, 1962). O comprimento da raiz principal e da parte
aérea foi determinado por meio da mensuracdo de 10 plantulas normais de cada subamostra,
quando havia, com auxilio de uma régua graduada (cm). Em seguida, as mesmas plantulas
utilizadas anteriormente tiveram as partes radicular e area separadas e acondicionadas em
saco de papel; foram colocadas em estufa de circulacdo de ar (65 °C + 2 °C), por 72 horas,

para determinacdo das massas secas, cujos resultados foram expressos em miligrama (mg).

Tabela 1. Potencial osmético, condutividade elétrica e quantidade de cloreto de sddio
utilizado na simulacao dos estresses.

Potencial osmatico Condutividade elétrica [NaCl] (g.Lh*
(MPa) (dS.m™)
-0,1 3 2,4
-0,2 6 4,7
-0,4 11 9,4
-0,6 17 14,2

* Quantidade variou + 0,19 a depender da temperatura
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No tratamento com &gua destilada, o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial dois acessos x quatro temperaturas. Para oS
tratamentos com estresse, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial triplo, quatro temperaturas X quatro potenciais osmoticos X dois acessos. Os dados
foram submetidos & andlise de variancia pelo teste F e anélise de regressdo pelo programa
Agroestat.

Para as analises bioguimicas, utilizou-se eixos embrionarios (apresentando entre 1 e 2
mm, para coleta 1, e tamanho entre e 2 e 4 mm para a coleta 2) e seus respectivos cotilédones,
coletados de sementes germinadas nas temperaturas de 30 e 35 °C (agua destilada) e nos
potenciais osméticos de -0,1 e -0,4 MPa NacCl, e de -0,1 e -0,3 MPa de PEG. Os materiais
vegetais coletados foram homogeneizados, utilizando-se na maceracdo 10 mL de solucédo
tampdo de fosfato de potassio 0,1 M e pH 7,5. Posteriormente, foram centrifugados a 10.000
xg/20 min a 4 °C e armazenados em freezer, -20 °C, até 0 momento das analises.

A partir dos extratos obtidos, determinou-se os teores de agUcares sollveis totais -
AST (MORRIS, 1948; YEMM; WILLIS, 1954); proteinas solUveis totais - PT (BRADFORD,
1976) e aminoéacidos totais - AA (ROSEN, 1957). A partir das médias, foram elaborados os
graficos e calculado o erro padro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ndmero de plantulas normais (PN) de C. Pyramidale ndo foi alterado com o
aumento da temperatura de 25 para 30 °C, no entanto, a 35 °C houve reducéo, para 0 acesso
RN (Tabela 2). Para cada espécie, a germinacdo ocorre dentro de certos limites de
temperatura, a qual, caso esteja acima dos limites superiores e abaixo dos inferiores, inibe a
germinacdo, especialmente se as sementes forem pouco vigorosas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Dentro destes limites, existe uma temperatura ou intervalo de
temperaturas em que 0 processo ocorre com maior eficiéncia, isto €, quando a germinacgéo
méaxima é obtida no menor periodo de tempo (MARCOS FILHO, 2015).

As temperaturas que ocorrem nos habitats das espécies sdo parametros importantes
para a selecdo destas a serem utilizadas no experimento (BASKIN; BASKIN, 2014). Sendo
assim, é importante avaliar temperaturas superiores a considerada Otima e temperatura
alternada, por simular o que ocorre no ambiente.

As raizes e as partes aéreas responderam diferentemente entre as temperaturas (Tabela

2). Estas respostas confirmam que podera o desenvolvimento da raiz ser afetado por
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temperaturas elevadas do solo (GRAY; BRADY, 2016), tanto o comprimento quanto a
arquitetura do sistema radicular podem ser alterados pela temperatura de crescimento. Entre

0s acessos analisados, essa resposta foi modificada.

Tabela 2. Numero de plantulas normais, comprimento de raiz e de parte aérea, massa seca de
raiz e de parte aérea de acessos de Cenostigma pyramidale sob diferentes

temperaturas.
Temperatura Germinacéo (% plantulas normais)
BA RN
25 84 Aa 85 Aa
30 81 ABa 88 Aa
35 73 Aa 56 Bb
CV (%) 7,68
Comprimento raiz (cm)
BA RN
25 11,55 Ba 7,59 Bb
30 13,50 Aa 11,24 Ab
35 7,32 Ca 7,89 Ba
CV (%) 10,39
Comprimento parte aérea (cm)
BA RN
25 9,07 Aa 5,84 Cb
30 6,95 Cb 8,98 Aa
35 7,98 Ba 7,32 Bb
CV (%) 4,38
Massa seca raiz (g)
BA RN
25 0,19 Aa 0,16 Ab
30 0,18 Aa 0,13 Bb
35 0,20 Aa 0,10 Cb
CV (%) 9,98
Massa seca parte aérea (g)
BA RN
25 0,25 Ab 0,28 Aa
30 0,25 Ab 0,30 Aa
35 0,25 Aa 0,25 Ba
CV (%) 6,70

Letras mailsculas iguais, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si dentro do desdobramento
(temperaturas x acessos). Letras mindsculas iguais nas linhas ndo diferem entre si, para cada temperatura. Pelo
teste de Scott-Knott.

Um solo é considerado salino quando a condutividade elétrica (CE) da solugdo atinge
4 dS.m, equivalente a 40 mM de NaCl, gerando uma pressdo osmoética aproximada de -0,2

MPa e reduzindo significativamente os rendimentos da maioria das espécies (MUNNS;
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TESTER, 2008). Essa condi¢do podera limitar ou até mesmo anular a germinacao de espécies,
caso ndo tolere a salinidade.

As plantas desenvolveram mecanismos para reconhecer sinais externos, na responta as
condi¢cdes ambientais, embora o grau de ajustabilidade ou tolerancia a estresses especificos
varie entre espécies da mesma familia e género, e mesmo entre cultivares (HOSSAIN et al.,
2015), ou niveis de sal na &gua de irrigacdo e o tempo de exposicdo a esse estresse
(ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Para C. pyramidale, o aumento da salinidade afetou
diferentemente os acessos de sementes (Figura 1).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi menor para o acesso do RN em
comparacao ao acesso da Bahia (Figura 1, a-c). Pela diminui¢do no potencial osmético, a
velocidade do processo germinativo € prejudicada, pois no solo ou substrato, sob salinidade, a
agua é osmoticamente retida na solucdo salina e a torna menos disponivel as plantas, ao
aumentar a concentracdo de sais (NASR et al., 2012).

Em combinacdo de estresses, aumento da salinidade e de temperatura de 30 para 35
°C, a formacdo de plantulas normais de C. pyramidale para o acesso BA foi favorecida
(Figura 1, d-f). Para o acesso BA, na condicdo de maior temperatura, 35 °C, apesar de reduzir
a velocidade a partir de -0,2 MPa de NaCl (Figura 1, a-c), esse aumento da salinidade n&o
reduziu o nimero de plantulas normais (Figura 1, d-f). Por ser um dos estagios mais
vulneraveis aos estresses abiodticos, a capacidade de as sementes resistirem a condicdes
ambientais adversas pode estar associada aos mecanismos de protecdo e reparo serem mais
eficientes (KRANNER et al., 2010). Neste sentido, as sementes do acesso BA mostraram-se
mais tolerantes.

A sensibilidade a salinidade do acesso RN foi maior do que no acesso BA (Figura 2, a-
d), relacionado-se com os danos ocasionados pelo efeito toxico proporcionado pelo excesso
de sais (GORDIN et al., 2012). Na medida em que o potencial osmético se torna mais
negativo, as raizes tendem a ser mais sensiveis do que as partes aéreas das plantulas. Este fato
pode estar associado ao ajustamento osmaético mais rapido pelas raizes e a perda de turgor
mais lenta, quando comparadas com a parte aérea. Em algumas espécies, esse comportamento
foi verificado, como em Peltophorum dubium Sprengel Taubert (DUTRA et al., 2017) e
Toona ciliata M. Roem. var. australis (LUCCHESE et al., 2018).
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Figura 1. Indice de velocidade de germinacio IVG, a-c) e nimero de plantulas normais (PN,
d-f) de dois acessos, Bahia (BA) e Rio Grande do Norte (RN), de sementes de
Cenostigma pyramidale sob diferentes temperaturas e salinidade.

Em Toona ciliata M. Roem. var. australis, verificaram menor tolerdncia que C.
pyramidale, apresentando plantulas anormais a partir de potencial osmético -0,4 MPa de NaCl
as (LUCCHESE et al., 2018). As sementes de C. pyramidale, assim como P. moniliforme M.
ophthalmocentra, sob temperatura de 25 °C, suportaram concentra¢es salinas de até -0,6
MPa sem prejudicar a qualidade fisioldgica das plantulas (PEREIRA et al., 2016;
NOGUEIRA et al., 2018). Nessa condicdo, ambos 0s acessos de C. pyramidale apresentaram
namero de plantulas normais superior a 60% (Figura 1, d-f), demostrando que ha maior
capacidade de adaptacdo a salinidade, para essa condi¢do. Nessa temperatura, a taxa de
respiracdo e a necessidade de dgua pelas sementes sdo menores e, consequentemente, o efeito
do potencial osmético negativo é reduzido.

Espécies de plantas tolerantes ao estresse desenvolveram mecanismos que protegem
suas sementes dos fatores estressantes, como temperaturas extremas, que seriam letais para
plantas adultas (KRANNER et al., 2010). A capacidade de germinar e desenvolver plantulas
normais em condicdo salina elevada, -0,6 MPa, 17 dSm™, pode indicar que a C. pyramidale
seja tolerante a este estresse.

O aumento da temperatura de 30 para 35 °C proporcionou raizes menores (Figura 2, a-

c). Para a manutencdo do desenvolvimento em condi¢des salinas, as plantas utilizam



30

mecanismos fisioldgicos e bioquimicos visando a aclimatacdo ao estresse, proporcionando seu
desenvolvimento mesmo em condi¢des desfavordveis (MUNNS; TESTER, 2008). Raizes
maiores podem favorecer a retencdo de ions tdxicos neste 6rgdo, controlando a translocacéo
para as partes aéreas (ACOSTA-MOTOS et al., 2017).

Plantulas adaptadas a salinidade apresentam habilidade de regulacdo salina. Isso faz
com que o sal presente no substrato seja impedido de alcangar o protoplasma, tolerando,
assim, os efeitos osmoticos e toxicos, associados ao aumento da concentracdo salina
(LARCHER, 2004).

O crescimento das plantulas de Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth., assim como
M. ophthalmocentra, sob temperaturas inferiores a 30 °C, foi satisfatorio até a concentragdo
salina de 12 dS m™, equivalente a -0,4 MPa (NOGUEIRA et al., 2018). Essa condic&o
estressante ndo foi prejudicial para C. pyramidale, constatada pela ndo reducdo de tamanho
das plantulas nos acessos analisados (Figura 2, d-f).

A massa seca das raizes (MSR) do acesso BA foi favorecida com o aumento da
temperatura de 25 para 35 °C em comparacao com o acesso RN (Figura 2, g-i). Este resultado
pode indicar que o acesso BA possui maior vigor, uma vez que € esperado gque lotes mais
vigorosos acumulem maior quantidade de massa seca. Sendo assim, essas sementes
apresentam maior capacidade de transformacdo dos tecidos e suprimento das reservas
armazenadas com mais eficiéncia (AMARO et al., 2015). Além disso, as demais varidveis
supracitadas confirmaram esse resultado.

Os acessos responderam de forma oposta quando submetidos a temperatura de 30 °C,
tendo o acesso BA maior massa seca da parte aérea do que o RN (Figura 2, j-I). Essa resposta
sugere que a C. pyramidale tenha capacidade de lidar com a heterogeneidade ambiental, e no
futuro as populacGes ou 0s acessos desta espécie poderdo apresentar maior capacidade de
adaptacdo as mudancas climaticas (FERRERAS et al., 2018).

Geralmente, a massa seca das raizes € menos afetada pelo excesso de sais do que 0s
Orgdos da parte aerea, provavelmente devido a seca fisioldgica ocasionada pela diminuigédo do
potencial osmotico, efeito imediato da salinidade (MUNNS; TESTER, 2008). Nesta condicdo,
a planta aloca a pouca biomassa existente para o desenvolvimento do sistema radicular, pois
raizes vigorosas e profundas possuem maior potencial de extracdo de agua e nutrientes do
solo (Matos, 2013). Fato semelhante foi verificado para as plantulas do acesso RN de C.

pyramidale (Figura 2, g-i).
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Figura 2. Comprimento de raizes (CR, a-c) e de parte aérea (CPA, d-f), massa seca de raizes
(MSR, g-i) e de parte aérea (MSPA, j-1) de dois acessos, Bahia (BA) e Rio Grande
do Norte (RN), de sementes de Cenostigma pyramidale sob diferentes temperaturas
salinidade.

Outra resposta decorrente da salinidade é o acimulo de substancias como, proteinas,
carboidratos e, aminoacidos no interior da célula (Taiz e Zeiger, 2013). Porém, essa resposta
dependerd da toleréncia da espécie ao estresse abidtico e consequentemente de sua adaptagéo
a esta condigéo.

Os cotilédones das plantulas de C. pyramidale ndo transcolaram proteinas soluveis
totais (PT) para os eixos embrionérios (Figura 3, a-d). Por outro lado, a salinidade promoveu
aumento de PT em plantulas de Erythrina velutina Willd. (RIBEIRO et al., 2017).

O aumento da salinidade favoreceu o incremento do teor de proteinas soluveis totais

(PT) para 0 acesso BA em ambas as temperaturas, (Figura 7, a), assim como em plantulas de
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E. velutina Willd. (Ribeiro et al., 2017). Essa resposta das plantulas de C. pyramidale pode ter
ocorrido como atenuacdo do estresse sofrido, pois as proteinas desempenham papel iminente
na resposta ao estresse das plantas, uma vez que estdo diretamente envolvidas na aquisicdo de
maior tolerancia ao estresse (KOSOVA et al., 2014). Essas ac¢des induzem mudancas no
metabolismo energético visando a atenuagio dos impactos do estresse (KOSOVA et al.,
2014).

O acumulo de PT no potencial osmético de -0,1 MPa de NaCl pode ter ocorrido como
sinalizacdo do estresse sofrido pelo acesso RN (Figura 3, b). Em seguida, verifica-se que a
reducdo pode indicar a fase de aclimatacdo (Figura 3, b), uma vez que as proteinas
desempenham papel iminente na resposta ao estresse das plantas que estdo diretamente
envolvidas na aquisicdo de maior tolerancia ao estresse. Elas induzem mudancas no
metabolismo energético visando a atenuar os impactos do estresse, como mudangas no
potencial osmético e atividade de ions, como nas adaptaces estruturais das células, em
mudangas no crescimento e desenvolvimento das plantas (KOSOVA et al., 2014).

Sob 35 °C e com aumento de salinidade de -0,1 para -0,4MPa de NaCl, os eixos
embrionarios foram maiores, ou seja, maior tempo expostos a salinidade, a concentracdo de
AA reduz (Figura 4, e-f), indicando que as sementes de C. pyramidale realizaram ajuste
osmotico para tolerar o estresse. A salinidade estimulou o aumento da concentragdo de AA
como tentativa de manutencéo do potencial hidrico e turgescéncia celular, préximas ao nivel
adequado (NASCIMENTO et al., 2015).

Os teores de AA nos eixos embrionarios foram maiores para o acesso BA do que para
RN (Figura 3, e-f), Os eixos embrionérios do acesso BA com maior tamanho (Figura 3, e)
acumularam aminodacidos livres (AA), porém, quando houve aumento da salinidade, o
incremento ocorreu em menor propor¢do (Figura 3, e-h), possivelmente devido a eficiéncia
maior do ajuste osmotico realizado pelo primeiro. Resposta similar foi verificada em E.
velutina quando a salinidade promoveu reducdo dos AA nas plantulas sob este estresse
(RIBEIRO et al., 2017). A partir da diferente resposta entre 0s acessos, constata-se que as
regulagcbes realizadas entre estes se diferem, podendo ter influéncia de fatores

edafoclimaticos, genéticos, dentre outros (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Proteinas sollveis em eixos embrionérios (a-b) e cotilédones (c-d) e aminoacidos
livres em eixos embrionarios (e-f) e cotilédones (g-h) coletados no tamanhos (1 a 2
mm) de acessos Bahia (BA) e Rio Grande do Norte (RN) plantulas de Cenostigma
pyramidale sob 30 e 35 °C e salinidade.

A salinidade também estimula o aumento da concentracdo de aminoacidos livres
(AA), como tentativa de manutencdo do potencial hidrico e turgescéncia celular, proximas ao
nivel adequado (NASCIMENTO et al., 2015). Neste sentido, verificou-se maior concentracao
de aminoacidos nos cotilédones do que nos eixos, sob temperatura de 35 °C e potencial
osmatico de -0,4 MPa (Figura 3, e-h). Constatou-se também que a concentracdo de AA nos
eixos embrionarios foi cinco vezes superior a testemunha (Figura 3, e), possivelmente devido
ao ajuste osmotico. Resposta similar foi verificada em plantulas de E. velutina submetidas a
salinidade (RIBEIRO et al., 2017).

Em condicdes de estresses abidticos, os aglcares funcionam como osmoprotetores e
também estabilizam as membranas (SAMI et al., 2016; SAGLAM et al. 2010), pois o
acumulo de agucares solUveis esta associado a toleréncia a salinidade, como tentativa de
sobrevivéncia (TAIZ; ZEIGER, 2013). Esses agucares estdo relacionados a manutencdo do
equilibrio osmatico celular, visando a manutencgédo do nivel de agua necessario ao ajustamento
osmotico (SAMI et al., 2016). Nessa tentativa de protecdo contra o estresse, o teor de AST
nos eixos embrionarios em comparacdo aos cotilédones foi maior (Figura 3 e 4, i-j).

Sob temperatura de 35 °C, e com maior tamanho, nota-se incremento na concentragao

de AST (Figura 3, c-d). Isso evidencia que durante o processo germinativo das sementes de C.
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pyramidale houve alteracBes nas reservas de agucares solUveis e estas foram utilizadas
durante a germinacdo das sementes, assim o metabolismo precisou ser alterado em resposta a
salinidade.

Ao considerar que plantulas tolerantes a salinidade mantenham tanto sua capacidade
germinativa quanto seu crescimento sem danos, pode-se inferir que esta apresenta tolerancia
na fase analisada. O dano causado pela salinidade decorre da quantidade de sal excedendo a

capacidade das células de compartimenta-lo este no vactolo (ALMEIDA et al., 2017).

200 BA30“Ceixo RN30 “Ceixo BA30°CCotilédone 5  RN30°CCotilédone

B BA35 Ceino a B RN35Ceixo b m  BA35°CCotilédone c ™ RN35 °C Cotilédone d
- -

Proteinas totais (umolfgM )
Iy
o

0.0 -0.1 0.4 0.0 -0.1 0.4 0.0 0.1 04 0,0 -0.1 04
e f g h
g 06 BA30°Ceixo RN 30 *Ceixo BA 30 °C Cotilédone = RN30°CCotilédone
:&“ = BA35°Ceixo [ RN 35 “Ceixo s BA35°CCotilédone m RN 335 °CCotilédone
] k- o =
g - - = . BE .
< 00 0,1 0.4
; -0, -0, 00 0,1 0.4 0.0 0.1 0.4 00 -0.1 0.4
600 BA30°Ceixo i RN 30 *Ceixo i BA 30 °C Cotilédone k » RN 30 °CCotilédone 1
B BA35*Ceixo a RN35°Ceixo ®  BA35 °CCotilédone u RN 35 °C Cotilédone

L

] T o —
0.0 -0.1 -0.4 0 -0.1 -0.4

Agticares soluvels (umolfgMF)

Potencial osmotico (MPa de NaCl)

Figura 4. Proteinas solveis em eixos embrionarios (a-b) e cotilédones (c-d) e aminoacidos
livres em eixos embrionarios (e-f) e cotilédones (g-h) coletados com 2 a 4 mm de
acessos Bahia (BA) e Rio Grande do Norte (RN) plantulas de Cenostigma
pyramidale sob 30 e 35 °C e salinidade.

O vacuolo se relaciona a manutengdo do metabolismo celular devido ao seu papel no
armazenamento em longo prazo de ions tdxicos, armazenamento em longo ou curto prazo de
acidos minerais e / ou organicos e na homeostase citoplasmatica (ALMEIDA et al., 2017). O
sal acumulado no citoplasma inibe a atividade da enzima ou, alternativamente, acumula-se
nas paredes celulares, desidratando a célula. Por isso a reducdo de matéria seca ndo deve ser
vista como uma simples reducdo de crescimento, mas como uma reorientacdo induzida do
crescimento para evitar o estresse (PANUCCIO et al., 2014).

A toleréncia a salinidade avaliada apenas durante a germinagdo pode sugerir resposta
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que difere da encontrada no metabolismo das sementes. Sendo assim, sdo importantes
pesquisas visando a possibilitar melhor entendimento. A salinidade tem afetado diversas
espeécies por causar tipos distintos de estresse, 0 osmatico e estresse por fitotoxicidade idnica
especifica, o que, consequentemente, diminui a absorcdo de nutrientes e o crescimento,
provocando distarbios nas atividades metabdlicas em geral (HARTER et al., 2014). Estudos
analisando da germinagcdo ao metabolismo com interacdo entre fatores de estresse sdo
limitados, e para C. pyramidale sdo raros com este enfoque.

Normalmente, o estresse hidrico reduz tanto a porcentagem quanto a velocidade de
germinacao, com variagdo de respostas entre as espécies, desde aquelas muito sensiveis até as
mais resistentes (MASETTO et al., 2011). Tolerancia superior a encontrada neste estudo foi
verificada para sementes de Simira. gardneriana e A. tibourbou por Oliveira et al. (2017) e
Guedes et al. (2013), respectivamente.

A tolerancia ao estresse hidrico é variavel entre acessos de sementes e temperaturas de
germinacdo (AZEREDO et al., 2016). Consta na literatura que a C. pyramidale apresenta
maior tolerancia a deficiéncia hidrica do que a verificada neste estudo, com 0 mesmo agente
osmotico, polietilenoglicol 6000. Porém, os autores avaliaram a protrusdo da radicula e
verificaram que as sementes germinaram até o potencial osmético de -0,8 MPa sob 25 °C
(ANTUNES et al., 2011). Reforcando que tolerar ou ndo esse estresse se relaciona ndo apenas
a espécie, mas pode estar ligado a localizacdo das plantas, condi¢des edafoclimaticas do ano
de colheita das sementes e ao seu vigor. Portanto, estudos além de um estagio sao requeridos
para que se afirme com mais exatiddo o limite toleravel pela espécie, e ao emitir somente
radicula pode ndo formar plantulas normais.

Para algumas espécies, a germinacdo sera mais prejudicada com a ocorréncia de mais
de um estresse. Neste sentido, verificou-se em sementes de P. grandifolia subsp. grandifolia
gue o aumento da temperatura reduziu a tolerancia ao estresse hidrico (OLIVEIRA et al.,
2017). Desse modo, estudos com sementes de populacbes diferentes da mesma espécie
permitirdo a confirmacdo da influéncia da sua origem na resposta germinativa, quando
submetidas a estresses abidticos associados (OLIVEIRA et al., 2017).

A deficiéncia hidrica afetou a normalidade das plantulas (PN) de C. pyramidale de
forma distinta entre os acessos (Figura 5-a-d), reduzindo as PN com o aumento do potencial
osmotico (Figura 5, a-c). O acesso RN apresentou maior tolerancia do que o BA, que
apresentou menos plantulas anormais (Figura 2, d-f). Em sementes de A. tibourbou, 0s
potencias mais negativos proporcionaram reducdo drastica na germinacao, independentemente

da temperatura utilizada, com inibicdo da germinacdo no potencial de -0,6 MPa, indicando



36

sensibilidade das sementes ao estresse (GUEDES et al., 2013). Para S. gardneriana, a
formagdo de plantulas normais foi prejudicada a partir do potencial -0,5 MPa sob
temperaturas de 25 e 30 °C e de -0,4 e -0,2 MPa a 35 °C (OLIVEIRA et al., 2017).

Constata-se que na medida em que o potencial osmético tornou-se mais negativo, a
germinacgdo ocorreu de forma mais lenta (Figura 5, a-c). Este decréscimo se deveu ao efeito
do polietilenoglicol durante a embebicdo das sementes, cujos peso molecular e alta
viscosidade retardam a velocidade de hidratacdo dos tecidos e a difusibilidade de oxigénio,
consequentemente exigindo maior tempo para a reorganizacdo das membranas e
desenvolvimento de processos metabdlicos (ANTUNES et al., 2011). Na menor temperatura,
25 °C, a germinacdo do acesso BA foi ainda mais lenta (Figura 5, a); devido a esta
temperatura e com o decréscimo do potencial osmotico, o tempo requerido para completar a
fase 1l foi aumentado (BEWLEY et al., 2013).
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Figura 5. Plantulas normais (PN) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de acessos da
Bahia (BA) e Rio Grande do Norte (RN), de sementes de Cenostigma pyramidale
sob diferentes temperaturas e restri¢do hidrica.

Geralmente, baixas temperaturas reduzem a velocidade de germinagéo, ao passo que
as altas aumentam a velocidade (NOGUEIRA et al., 2017). Neste sentido, em sementes de C.
pyramidale, acesso RN, ao aumentar a temperatura de 25 para 30 °C, verificou-se que a
germinacdo foi mais rapida (Figura 5, a-b). Para Erythrina falcata Benth. (Fabaceae), a

temperatura de 25 °C e potenciais acima de -0,4 MPa inibiram drasticamente a porcentagem
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de germinacédo, e o indice de velocidade de germinacdo foi reduzido (PELEGRINI et al.,
2013). Para essa condicéo, a germinacédo de sementes de C. pyramidale foi nula para o acesso
BA.

Sementes vigorosas originam plantulas maiores, devido a capacidade de transformacao
do suprimento de reserva dos tecidos de armazenamento e incorporagdo deste pelo eixo
embrionario ser maior (BEWLEY et al., 2013). Os resultados sugerem que 0 acesso BA
apresentou maior vigor, pela superioridade do acesso nesse aspecto (Figura 6, a-c) e suas
plantulas, ao aumentar a temperatura de 30 para 35 °C apresentaram maiores raizes, na
medida em que o potencial osmoético se tornou mais negativo (Figura 6, e-f). Isso pode ter
permitido que o acesso BA tenha desenvolvido maior adaptabilidade a deficiéncia hidrica.

O crescimento de raizes de C. pyramidale sugere que houve tentativa de adaptacédo a
condicdo adversa (Figura 6, e-f). Esse fato confirma que essas plantulas tendem a direcionar
suas reservas ao desenvolvimento radicular na medida em que seus tecidos passam por
estresses hidrico, sendo este um mecanismo adaptativo da planta as adversidades do ambiente
em que esta inserida (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Possivelmente como resposta a restricdo hidrica, para favorecer a absorcao de dgua em
profundidades de solos mais Umidos, as plantulas investiram no sistema radicular em
detrimento dos tecidos da parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2013; GRAY; BRADY, 2016). A
continuidade do crescimento radicular, sob condi¢fes de menor disponibilidade hidrica,
depende da manutencdo de uma pressdo de turgor nas células ser suficiente para permitir o
alongamento da parede celul6sica e o crescimento celular (SCALON et al., 2011).

Os acessos BA e RN, sob temperaturas de 25 e 30 °C, resultaram em plantulas com
maior parte aérea, entre 6 e 10 cm, respectivamente (Figura 6, d-f). Igualmente ocorreu para
plantulas de Chorisia glaziovii oriundas das sementes submetidas a temperatura de 30 °C, que
apresentaram maior parte aérea, constatando-se reducdo na medida em que a disponibilidade
de agua foi restringida, independente da temperatura (SILVA et al., 2016).

Na espécie em estudo, na medida em que o potencial osmético aumentou néo afetou a
producdo da massa seca das raizes, que variou de 0,1 e 0,2 g de massa seca (Figura 6, g-i),
divergindo do resultado esperado, que é a reducdo na biomassa em condi¢do de deficiéncia
hidrica para 0 metabolismo, por diminuir a velocidade das reacGes metabolicas, com a
expectativa da ocorréncia de menor acimulo de matéria seca (MARUR et al., 1994).

Sementes de Mimosa caesalpiniifolia provenientes de diferentes regides geograficas
responderam fisiologicamente de maneira semelhante ao estresse hidrico, com valores

méaximos no potencial de -0,3 MPa. A matéria seca da parte aérea da plantula também
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diminuiu para as sementes coletadas nas diferentes regides, devido ao aumento da restricdo
hidrica (SOUZA et al., 2018).

Os acessos diferiram na resposta da massa seca da parte aérea, na temperatura de 30
°C, 0 acesso BA apresentou incremento da massa do que o acesso RN (Figura 6, j-1). Esse
aumento pode decorrer do enrijecimento da parede de células em desenvolvimento, como
mecanismo primario de ajuste a reducdo da disponibilidade de agua para embebicdo
(MASETTO et al., 2011), semelhantemente ao verificado em plantulas de M. caesalpiniifolia
de diferentes regifes, em que houve reducdo da massa seca da parte aérea com o0 aumento da
restricdo hidrica (SOUZA et al., 2018).
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Figura 6. Comprimento de raizes (CR, a-c) e de parte aérea (CPA, d-f), massa seca de raizes
(MSR, g-i; e de parte aérea, MSPA, j-I) de dois acessos, Bahia (BA) e Rio Grande
do Norte (RN), de sementes de Cenostigma pyramidale sob diferentes temperaturas

e restrigdo hidrica.
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As concentracdes de proteinas sollveis nos tecidos da planta, sob restricdo hidrica,
decrescem devido ao aumento da atividade de enzimas proteoliticas quebrando as proteinas de
reservas e, a0 mesmo tempo, reduzindo sua sintese (SOUZA et al., 2014). Esse tipo de
estresse interfere basicamente no metabolismo bioquimico da planta e, como mecanismo de
defesa, a planta, sob déficit hidrico, altera seu comportamento metabdlico, degradando varias
proteinas para liberarem aminodcidos (SOUZA et al., 2014), constatando-se — nos eixos
embrionarios de C. pyramidale do acesso BA, sob temperatura de 30 °C e com menos agua
disponivel (-0,1 para -0,3 MPa de PEG 6000) — acimulo de PT e de AA (Figuras 7, 8, a).

Eixos embrionarios e cotilédones do acesso da Bahia comportaram-se
semelhantemente, mantiveram o teor de AA inalterado, mesmo sob potenciais hidricos mais
negativos (Figura 7, e,g). Para o acesso do RN, a 30 °C, e com o0 aumento da restri¢do hidrica
ocorreu reducdo no teor de AA (Figura 7, f, h). Sob 35 °C, os eixos embrionarios e
cotilédones desse acesso comportaram-se inversamente, com acumulo e decréscimo,
respectivamente (Figura 7, f,h).
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Figura 7. Proteinas sollveis em eixos embrionarios (a-b) e cotilédones (c-d), aminoacidos
livres em eixos embrionarios (e-f) e cotilédones (g-h) e agucares sollveis totais em
eixos embrionarios (i-j) e cotilédones (k-1) coletados com 1 a 2 mm, de acessos (BA
e RN) plantulas de Cenostigma pyramidale sob 30 e 35 °C e restri¢do hidrica.
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O teor de AST nos eixos embrionarios foi maior do que em cotilédones (Figura 7, i-I).
Na comparagédo entre acessos, verificou-se maior quantidade de AST para o RN (Figura 8).
Sob 30 °C e com maior tamanho e maior tempo de exposicéo a déficit hidrico, verificou-se
pequeno aumento do teor de AST (Figura 8, f, h). O acumulo dos teores de acgUcares sollveis
nos eixos embrionarios indica que estes ndo foram, aparentemente, translocados (ATAIDE et
al., 2017). Similarmente, foi verificado que plantulas de E. velutina apresentaram incremento
no teor de AST (REIS et al., 2012).

No acesso BA, a concentracdo de AST foi maior, com aumento do potencial osmatico
de 0 MPa para -0,3 MPa, seis vezes superior, sob temperatura de 35 °C (Figura 7, i). Espera-
se que as sementes acumulem AST em potenciais hidricos mais baixos, como tentativa de se
ajustar ao potencial osmotico, protegendo-as indiretamente contra a desestabilizacdo de
proteinas (REIS et al., 2012). Considerando-se que acuUcares atuam na manutencdo do
equilibrio osmotico celular, visando a manutencdo do nivel de agua necessario ao ajustamento
osmatico, atua como um osmdlito para preservar a integridade da membrana e atuar como
uma molécula de sinalizacdo para induzir rearranjos metabolicos sob condicfes estressantes
(NOUNJAN et al., 2018), permitindo que a plantula mantenha seu potencial hidrico celular,
ndo sofrendo danos, inicialmente, pelo que seria estresse (MORANDO, 2014).
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Figura 8. Proteinas sollveis em eixos embrionéarios (a-b) e cotiledones (c-d), aminoacidos
livres em eixos embrionarios (e-f) e cotilédones (g-h) e agucares soliveis totais em
eixos embrionarios (i-j) e cotilédones (k-1) coletados em com tamanho de 2 a 4 mm,
de acessos (BA e RN) plantulas de Cenostigma pyramidale sob 30 e 35 °C e
restricdo hidrica.
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Entre as alteragBes em decorréncia do deficit hidrico nas plantas, o acimulo de
carboidratos € um mecanismo de protecdo a esse estresse (MARUR et al., 1994). Os eixos
embrionarios acumularam AST em ambas as temperaturas, na medida em que a agua se
tornou indisponivel e na coleta Il houve reducédo (Figura 8, a-d). Isso pode ser uma tentativa
de ajuste osmotico, uma vez que os agucares sollveis desempenham papel importante nesse
ajuste, além de efeitos indiretos de protecdo, como na estabilizacdo de proteinas (REIS et al.,
2012).

Além do acumulo de carboidratos e proteinas, ja foi constatado para diferentes
espécies que os estresses, tanto salino como hidrico, acumulam aminoécidos solUveis totais
(NASCIMENTO et al., 2015). Na coleta I, sob temperatura de 35 °C, 0 acesso BA acumulou
aminoacidos, tanto nos eixos embrionarios como nos cotilédones (Figura 8, i-q). Esse
acumulo pode estar associado ao ajustamento osmotico dessas plantulas.

Com as informacdes disponiveis sobre os cenarios futuros do clima para as proximas
décadas, projetam-se secas mais frequentes e graves (CAMPBELL, 2013). Dai a relevancia de
se entender como as plantulas irdo se comportar. Na fase analisada, as plantulas de C.
pyramidale ndo sofreram danos severos e o eventual uso de agua salobra ou salinizada nédo
prejudicara o desenvolvimento da espécie.

Portanto, entender as estratégias de germinacdo das sementes dentro de uma Unica
comunidade tem implicacbes na evolucdo das caracteristicas, assim como na dinamica

populacional e comunitéria.

CONCLUSOES

A temperatura influencia na tolerancia das sementes de C. pyramidale a restri¢do
hidrica e salinidade.

Os acUcares solaveis totais, proteinas totais e aminoacidos, presentes em plantulas de
C. pyramidale, respondem como indicadores de tolerancia desta espécie aos estresses
abioticos.

Os acessos de C. pyramidale sob estresses abioticos respondem diferentemente quanto
a germinacdo, vigor e metabolismo, tendo o da Bahia apresentado maior tolerancia a

salinidade do que o do Rio Grande do Norte.
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CAPITULO 2 - ATIVIDADE ENZIMATICA EM ACESSOS DE SEMENTES DE
Cenestigma pyramidale DURANTE A GERMINACAO SOB ESTRESSES ABIOTICOS
RESUMO

As plantas estdo expostas a combinacdo de diferentes estresses abidticos no ambiente e a
maneira como 0s acessos de uma mesma espécie responde, possivelmente séo distintos. O
acumulo de espécies reativas de oxigénio podera sinalizar ou proteger da adversidade do
meio. Objetivou-se avaliar a germinacao e atividade de enzimas antioxidantes em dois acessos
de Cenestigma pyramidale sob restricdo hidrica e salinidade, em diferentes temperaturas. Os
acessos foram provenientes dos municipios de Juazeiro, Bahia (BA), e Currais Novos, Rio
Grande do Norte (RN). A germinacdo foi conduzida sob temperaturas de 25, 30 e 35°C
durante 14 dias, considerando-se germinadas as que apresentavam a protruséo de raiz. Para a
atividade das enzimas antioxidantes, catalase, peroxidase e superdxido dismutase, a salinidade
foi simulada para os potencias osméticos de -0,1 e -0,4 MPa e restricao hidrica de -0,1 e -0,3
MPa, sob temperaturas de 30 e 35 °C. Para isso, coletou-se 0s eixos embrionarios com 2 e 4
mm e seus respectivos cotilédones. A germinacdo de sementes de C. pyramidale foi elevada
nas diferentes temperaturas testadas, porém o acesso RN, sob 35 °C, teve germinacdo inferior
ao BA, esta ndo sendo a temperatura ideal para a germinacao da espécie. De maneira geral, 0s
acessos de C. pyramidale diferem no mecanismo enzimético adotado na sinalizacdo aos
estresses abidticos. A temperatura influencia na tolerancia de sementes de C. pyramidale a
salinidade e restricdo hidrica. As atividades das enzimas antioxidativas em eixos embrionarios
e cotilédones de plantulas de C. pyramidale variam entre 0s acessos, temperaturas e estresses,
0 que reforgca a importancia de avaliar sementes de diferentes procedéncias.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, salinidade, temperatura, restricdo hidrica,

catingueira.
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CHAPTER 2 - ENZYMATIC ACTIVITY IN ACCESSIONS OF SEEDS OF Cenestigma
pyramidale DURING GERMINATION UNDER ABIOTIC STRESSES
ABSTRACT

In the environment, the plants are exposed to the combination of different abiotic stresses and
the way in which access of the same species responds possibly will be different. The
accumulation of reactive oxygen species may signal or protect against the adversity of the
medium. The objective was to evaluate the germination and activity of antioxidant enzymes in
two accesses of Cenestigma pyramidale under water restriction and salinity, at different
temperatures. Seed access from C. pyramidale, Bahia, and Rio Grande do Norte, RN was
used. The germination was evaluated at temperatures of 25, 30, 35 and 20/40 °C, adopting the
criterion of germination and radicular protrusion, for 14 days, being taken those that emitted
radicle. For the activity of antioxidant enzymes, catalase, peroxidase and superoxide
dismutase, salinity was simulated in the osmotic potencies of -0.1 and -0.4 MPa, and water
restriction, osmotic potencies of -0.1 and -0.3 MPa under temperatures of 30 and 35 °C.
Embryonic axes with 2 and 4 mm and their respective cotyledons were collected. The species
presented high germination at the temperatures tested, the RN 16 access, under 35 °C with
germination lower than the BA, which is not the ideal temperature for the germination of the
species. Temperature influenced response to stress. Among the accesses, there is a difference
in the responses and in the activity of the antioxidative enzymes, thus reinforcing the
importance of evaluating different seed provenances

Keywords: Antioxidant enzymes, salinity, temperature, water restriction.
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INTRODUCAO

As condicdes do ambiente influenciam na germinacdo das sementes (REZVANI,;
ZAEFARIAN, 2017); a reducdo do potencial osmotico e 0 aumento na temperatura do solo
poderdo inibir a germinagdo e, consequentemente, o estabelecimento inicial da plantula
(REZVANI; ZAEFARIAN, 2017). Em condi¢do salina, a germinacdo é afetada ndo somente
pela reducdo do gradiente de potencial hidrico entre a semente e o0 substrato, como também
pela alteracdo significativa de seu metabolismo, provocando a inibicdo da mobilizacdo das
reservas e distlrbios nas membranas do eixo embrionario (MARQUES et al., 2011).

De acordo com os dados climaticos disponiveis para a regido semiarida brasileira, a
ocorréncia de chuvas diminuira e, consequentemente, a disponibilidade de recursos hidricos
reduzira (MARENGO, 2008). Além disso, a temperatura podera, em cenarios otimistas,
aumentar 1,7 °C; para os pessimistas os valores proximos poderdo chegar aos 5 °C (IPCC,
2013). Isso reforca a importancia de se conhecer como as espéecies endémicas das regides
semiaridas responderdo, durante os processos germinativo e metabolico, uma vez que as
alteracdes climaticas ocorrerdo com maior intensidade.

Os estresses abioticos, combinados ou nao, provavelmente formam-se em células
vegetais distintas tipos de espécies reativas de oxigénio, as EROS, e as decodifica através de
diferentes sensores, o que pode criar um sinal especifico que irad afetar a planta
(CHOUDHURY et al., 2017). Apesar do efeito de desbalanco entre producédo e remocéo das
EROs (CARVALHO et al., 2011), se mantidos em niveis baixos, provavelmente essas EROs
funcionardo como componentes de uma via de sinalizagdo de estresse, desencadeando
respostas de defesa ou de aclimatacéo ao estresse (SHARMA et al., 2012)

O sistema de defesa antioxidante tem como func¢do reduzir ou inibir os danos causados
(BARBOSA et al., 2014). Tais acdes podem ser alcancadas por meio de diferentes
mecanismos, e a falha desses sistemas antioxidativos causa o estresse oxidativo (VARJOVI et
al., 2015). Portanto, uma estratégia de combate aos estresses € sua ativacdo ou inducéo das
enzimas (SAHITYA et al., 2018). As plantas mantém sistemas complexos de varios tipos de
antioxidantes, como as enzimas catalase, superoxido dismutase e varias peroxidase
(BARBOSA et al., 2014).

Com as mudangas climaticas globais, a disponibilidade dos recursos e as condicGes
cruciais para o desenvolvimento das plantas serdo afetadas (PARMESAN; HANLEY, 2015).
As variagfes nas caracteristicas ecofisioldgicas das plantas, sua adaptabilidade inerente

(dentro e entre individuos e populagdes inteiras) séo vitais, e 0 entendimento das variagdes em
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conjunto sdo extrema relevancia para compreender o desenvolvimento sob alteracoes
climéticas previstas (PARMESAN; HANLEY, 2015).

Para adaptacdo e tolerdncia a esses possiveis estresses, as plantas desenvolverdo
mecanismos fisioldégicos e bioquimicos, além da producdo de enzimas antioxidantes
(CAVERZAN et al., 2016). Para evitar os danos causados pelas enzimas antioxidativas, o
equilibrio entre a producdo e a eliminacdo no nivel intracelular deve ser regulado ou
eficientemente metabolizado (CAVERZAN et al., 2016). A Cenostigma pyramidale (Tul.)
Gagnon & G.P. Lewis € adaptada a ambientes xéricos, degradados e pouco produtivos, o que
explica sua insercdo nesses ambientes (FABRICANTE et al., 2009). Porém, ndo se conhece
ainda como essa espécie respondera durante a fase germinativa e a atividade enzimética sob
combinacges de estresses abioticos.

Espécies adaptadas a ambientes secos, salinizados e quentes sdo frequentes em regides
semiaridas, porém para C. pymamidale ndo ha resultados disponiveis envolvendo esses
estresses combinados de temperatura e salinidade ou temperatura e deficiéncia hidrica, além
da atividade enzimatica nestas condigdes.

Dessa forma, objetivou-se avaliar as alteracBes da atividade de enzimas antioxidativas
durante a germinacgdo de sementes de C. pyramidale, sob condi¢des de salinidade e restricdo
hidrica, em diferentes temperaturas.

MATERIAL E METODOS

As sementes utilizadas foram de dois acessos de C. pyramidale coletadas de arvores
matrizes existentes no distrito de Massaroca (09° 52°09,00°’, 40° 16” 42”, 469 m), Juazeiro,
Bahia (BA), e no municipio de Currais Novos, Rio Grande do Norte (RN) (06° 15' 46" S, 36°
31' 03" W e 353 m de altitude). Os frutos foram colhidos com as mesmas caracteristicas
visuais de maturacdo, no ano de 2016. Em seguida, os frutos foram secados & sombra, as
sementes beneficiadas manualmente, acondicionadas em sacos de pano e armazenadas em
camara fria (10+2 °C; UR 40+5%) até a realizacdo do experimento.

Antes da instalacdo dos ensaios de germinagdo, as sementes foram submetidas a
assepsia com fungicida mancozebe (Dithane® NT), utilizando a dosagem de 4 g. kg de
sementes (RIBEIRO, 2013).

Para cada tratamento, utilizou-se 100 sementes, divididas em quatro repeti¢Ges de 25,
distribuidas sobre duas folhas de papel toalha, cobertas com uma terceira e organizadas em

forma de rolo. O papel tolha (Germitest®) foi umedecido com &gua destilada ou com as
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solugdes, na quantidade equivalente a 2,5 vezes seu peso seco e 0s rolos foram
acondicionados em sacos de plastico transparente.

Na simulacdo da salinidade, solucdes de cloreto de sodio (NaCl) foram preparadas
seguindo a férmula proposta por Vant'Hoff (SALISBURY; ROSS, 1992), nos potencias
osmaticos de -0,1, -0,2, -04 e -0,6 MPa. Para a restricdo hidrica, utilizou-se o
polietilenoglicol 6000 (PEG 600) nos potenciais osmaticos de -0,1 0,2, 0,3 e -0,4 MPa
preparadas de acordo com Villela et al. (1991). As temperaturas utilizadas foram as constantes
de 25, 30 e 35 °C, fotoperiodo de 12 horas. Os rolos contendo as sementes foram incubados
em germinadores durante 14 dias.

As avaliacOes foram realizadas diariamente, sendo computadas as que apresentavam
emissdo da raiz priméaria maior que 1 mm de comprimento e descartadas. Ao final, obteve-se
0 nimero de sementes germinadas e 0s resultados foram expressos em porcentagem.

Com os resultados obtidos dos estresses osmoticos, salino e hidrico, foram
selecionados os tratamentos para analisar as atividades das enzimas antioxidantes.

A atividade das enzimas antioxidantes foi determinada por meio de dois experimentos,
um para cada agente estressante, sendo ambos conduzidos sob temperaturas de 30 e 35 °C.
Para 0 experimento que simulou a salinidade, foram utilizados os potenciais osmoticos de -0,1
e -0,3 MPa e os de -0,1 e -0,4 MPa como simulador do déficit hidrico. As solu¢des foram
preparadas de acordo com o experimento anterior. Ao germinar, coletou-se separadamente 0s
eixos embrionarios com dois tamanhos, de 1 a 2 mm e 2 a 4 mm, com Seus respectivos
cotilédones.

Os extratos foram obtidos a partir da maceracao dos eixos embrionarios e cotilédones,
em almofariz, de 1 g de matéria fresca em 10,0 mL de tampdo fosfato de potassio a 100 mM,
pH 7,0 e submetidos a centrifugacdo a 10.000 x g a 4 °C durante 20 min. Em seguida, as
amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C até 0 momento das analises. A partir da
obtencéo do extrato bruto, foi determinada a atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
(KAR et al., 1976); superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), adaptado por Sun et al. (1988)
e peroxidase (POX, EC 1.11.1.7), de acordo com Matsuno; Uritani (1972).

A partir dos dados de germinacdo e atividades das enzimas antioxidantes, foram

confeccionados os gréaficos e estabelecido o erro padrédo da media.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A germinacdo dos acessos de C. pyramidale sem estresse (0 MPa) foi elevada para as

temperaturas testadas. A temperatura 35 °C proporcionou maior capacidade de germinagéo ao
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acesso BA do que o RN (Figura 1). A temperatura é responsavel por interferir na velocidade
de absorcdo de agua, além de modificar a velocidade das reagdes bioguimicas, que irdo
ocasionar o desdobramento e transporte das reservas e a sintese de substancias no eixo
embrionario (BEWLEY et al., 2013). O ideal é que a germinacdo ocorra de forma mais rapida
e eficiente em maior temperatura, até certo limite (MARCOS-FILHO, 2015), porém em C.
pyramidale, acesso RN, na temperatura 35 °C a germinagdo foi inferior as demais testadas
(Figura 1).

Os dois acessos de sementes de C. pyramidale responderam a salinidade de forma
semelhante (Figura 1). Porém, sob 35 °C a germinacdo do acesso BA, independentemente do
nivel de salinidade, foi maior do que a do RN (Figura 1). Assim como os demais fendmenos
naturais ameacam a viabilidade das espécies, a salinidade pode prejudicar o desempenho
germinativo. Uma das principais razdes para reducéo € a resisténcia insuficiente das plantas a

fatores ambientais adversos.
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—— 25°CRN L 30°CnRI\' " o o —— 35°CRN
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Figura 1. Germinacdo de sementes de acessos de Cenostigma pyramidale sob diferentes
temperaturas e salinidade.

A salinidade afeta as plantas de varias maneiras, desde o estresse hidrico, toxicidade
ibnica, alteracdo dos processos metabolicos, desorganizagdo da membrana, estresse oxidativo,
dentre outros (MUSCOLO et al., 2013). Com o aumento da salinidade de -0,1 para -0,4 MPa
de NaCl, a atividade da enzima superdxido dismutase reduz, para o acesso BA e aumentou
para o0 acesso RN (Figura 2, i-j).

O peroxido de hidrogénio (H20.) gerado pela agdo da SOD deve ser convertido em
H20 por outras enzimas, como a catalase e peroxidases, uma vez que o peroxido tambeém é

toxico quando acumulado na planta (LIRA et al., 2018). Observa-se que com aumento da
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salinidade ocorre reducdo aumento da peroxidase, sinalizando estresse maior para 0 acesso
RN (Figura 2, a-b). Nos eixos embrionéarios do acesso BA, com aumento da salinidade de 0
para -0,1 MPa de NaCl (Figura 2, b) houve decréscimo na atividade, como tentativa de
minimizar os efeitos nocivos do estresse salino (LIRA et al., 2018).

Aumento na temperatura, de 30 para 35 °C — combinado com aumento da salinidade,
de 0 para -0,1 MPa de NaCl — acarretou reducédo na atividade das enzimas peroxidase, catalase
e superoxido dismutase (Figura 2). O acimulo de H2O: inibido sob uma combinagdo de
estresse salino e térmico sugere que ocorreu protecdo contra essa combinacdo de estresse,
potencial osmético se tornou mais negativo, a resposta se inverteu, aumentando a atividade
enzimatica (Figura 2).

Com o aumento da salinidade, a formacdo de EROs é intensificada, danificando a célula
antes da eliminacdo, que deve ocorrer para evitar o estresse oxidativo (DEUNER et al., 2011),
e na medida em que 0 meio se tornou mais salino, potencial osmoético de -0,1 MPa para -0,4
MPa, pode-se associar 0 aumento da atividade das enzimas peroxidase (Figura 2, a), da
catalase (Figura 2, €) e superoxido dismutase (Figura 2, i) a aclimatacdo a salinidade,
caracterizando uma eficiente detoxificacdo das EROs (DEUNER et al., 2011) nos eixos
embrionarios do acesso BA.

A peroxidase sinaliza as atividades fisiolégicas da planta, apresentando rapido
aumento em espécies tolerantes aos estresses (MENEZES et al., 2004). Neste sentido, plantas
adaptadas a salinidade aumentam a atividade, em decorréncia das alteracGes das propriedades
mecanicas da parede celular, na sua estabilidade, j& que as propriedades desta parede sdo
modificadas pelo estresse salino (SANCHO et al., 1996). Assim, atribui-se aos acessos BA e
RN tolerancia a salinidade em eixos embrionarios, sob menor e maior tempo de exposi¢do a
salinidade (Figura 2, 3, a,b).

Espécies tolerantes ao sal geralmente apresentam maior atividade enzimatica
antioxidante do que espécies sensiveis (ZHANG et al., 2014). A diferenciagdo no
comportamento enzimatico dos acessos avaliados sugere uma tentativa de adaptacdo a
salinidade, uma vez que em espécie tolerante ha tendéncia de maior atividade de peroxidase
(LIMA et al., 2007).

Em cotilédones, o aumento na salinidade teve efeito diferenciado entre os acessos na
atividade enzimética da peroxidase, catalase e superoxido dismutase, com redugdo da
atividade para o acesso BA e aumento para o RN (Figura 3, c,d,g,h). Durante a germinagéo,

normalmente, ao ser exposta a temperatura superior a 6tima, a membrana celular € afetada,
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pelo aumento de sua permeabilidade, e em estagio avancando ocorre degradacdo (MARCOS
FILHO, 2015). Nestas condigdes, temperatura superior a ideal, ocorre estresse térmico e
direcionamento das substancias de reserva ao metabolismo ativo em 6rgdos em crescimento,
como eixo embrionario, além de aumento da producédo das enzimas antioxidantes (MARINI et
al., 2013).
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Figura 2. Atividade das enzimas peroxidase (a-d), catalase (e-h) e superdxido dismutase (i-1)
em eixos embrionarios com tamanho de 1 a 2 mm e cotilédones de Cenostigma
pyramidale coletados, sob duas temperaturas e salinidade. Valor médio de quatro

repeticdes + erro padrdo da média.

Na auséncia de salinidade, a atividade da enzima catalase e superdxido dismutase nos
eixos embrionarios de C. pyramidale, sob 30 e 35 °C, respondeu similarmente (Figura 2, a, b).
Em Melanoxylon brauna Schott, na temperatura de 30 °C, a catalase apresentou pequenas
alteracdes na sua atividade ao longo da germinacado, sob diferentes temperaturas. Flores et al.
(2014) consideram que provavelmente essas ndo sdo temperaturas que causem estresse as
sementes. Em condi¢bes Otimas, os metabolitos de oxigénio potencialmente toxicos séo
gerados em um nivel baixo e existe equilibrio apropriado entre a produgéo e a eliminacéo de
ROS (LAXA et al., 2019).
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Considerando a fungéo protetora da enzima catalase, incremento da atividade da sua
atividade esté ligado a regulacdo da expressao génica; com menor dano oxidativo (WENG et
al., 2015), nos eixos embrionarios do acesso RN verificou-se maior atividade, com o aumento
do potencial osmotico de -0,1 para -0,4 MPa de NaCl, (Figura 2, f). No entanto, com a
permanéncia das sementes nessa condi¢do, maior exposicdo ao estresse, nota-se o dano
oxidativo, e o0 inverso ocorreu: a enzima catalase diminuiu sua atividade (Figura 3, f). Fato
semelhante aconteceu em E. velutina, em que houve aumento seguido de diminuicdo na
atividade enzimatica da catalase, nos eixos embrionarios e cotilédones, com o aumento do
potencial osmético (RIBEIRO et al., 2014).
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Figura 3. Atividade das enzimas peroxidase (a-d), catalase (e-h) e superdxido dismutase (i-1)
em eixos embrionarios com tamanho de 1 a 2 mm e cotilédones de Cenostigma
pyramidale coletados, sob duas temperaturas e salinidade. Valor médio de quatro

repeticdes + erro padrdo da média.

A manutencdo da atividade de catalase em plantas sob estresse indica que ocorreu a
remocao do H»O fotorrespiratorio, produzido quando as plantas estdo especialmente sob
graus severos de estresse (SOFO et al., 2015). Nestas condi¢Oes, a fotorrespiracdo funciona
como um dissipador de energia, impedindo a superreducdo da cadeia de transporte de elétrons

fotossintética e a fotoinibicdo (PINTO et al., 2013). Por ser uma das enzimas mais eficazes na
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defesa contra processos oxidativos, esse aumento da catalase em maior salinidade (Figura 2, f)
representaria uma melhor capacidade de adaptacéo da espécie (AKCAY et al., 2010).

Em ambas as temperaturas, com o acesso RN sob -0,1 MPa de NaCl, ocorreu reducéo
de atividade da catalase para 0s eixos embrionarios, ao passo que o aumento do potencial
osmatico para -0,4 MPa de NaCl aumentou esta atividade (Figura 2, f). Essa resposta,
segundo Hameed et al. (2015), ocorre porque 0s mecanismos das espécies respondem ao
estresse diferentemente; quanto a atividade da catalase, ocorre diminuicdo, seguida de
aumento da atividade, ap0s a recuperacdo. Esse efeito da salinidade nas atividades das
enzimas antioxidantes varia entre espécies de plantas, 6rgdos e até mesmo potenciais
osmoticos (ZHANG et al. 2014).

Para o incremento na atividade enzimatica da catalase, sob maior temperatura, 35 °C, e
no menor estresse salino de -0,1 MPa de NaCl, provavelmente houve efeito de estresse
combinado, salinidade e temperatura (Figura 3, a,b).

Em eixos embrionérios de C. pyramidale, sob maior salinidade (-0,4MPa de NaCl), e
com aumento de temperatura de 30 para 35 °C, a atividade da SOD foi aumentada (Figura 4 a-
b), indicando maior eficiéncia na eliminacdo de ROS (ROSSATTO et al., 2017). Este fato é
verificado em plantas submetidas a um ambiente estressante, como salinidade e alta
temperatura (SHARMA et al., 2012; ROSSATTO et al., 2017). A SOD atua na manutencgao
das condigbes fisiologicas normais, permitindo que o estresse oxidativo seja tolerado,
regulando os niveis de ROS (MITTLER, 2002).

A restricdo hidrica proporcionou ao acesso RN germinacdo superior quando
comparada ao BA (Figura 5, a-d), que obteve germinacgéo nula para a temperatura de 25 °C e
potencial osmético de -0,4 MPa (Figura 4). Possivelmente, a temperatura mais baixa afetou a
velocidade de absorcdo de agua pelas sementes desse acesso durante a germinacdo, pois é fato
gue as sementes absorvem agua mais rapidamente sob temperaturas mais elevadas
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

O Semiarido brasileiro, ambiente de ocorréncia da espécie C. pyramidale, caracteriza-
se pela irregularidade no regime de chuva, no espago e no tempo, precipitacdo pluviométrica
em torno de 800 mm ao ano, concentrada em periodos de trés a cinco meses, temperatura
média anual elevada (27 °C) e evapotranspiracdo potencial (2.000 mm/ano), apresentando
balango hidrico negativo em grande parte do ano (LIMA et al., 2011). A capacidade de as
sementes germinarem sob um potencial osmoético baixo sugere que, em anos de baixa
precipitacdo pluviométrica, poderd ocorrer germinagdo, ainda que em menor porcentagem
(Figura 4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253018302056#bib0105
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Confirmando que os acessos se diferem na resposta germinativa, a restricdo hidrica
ndo prejudicou a germinagdo das sementes do acesso RN, sob 25 °C, a0 passo que para o
acesso RN, no potencial osmético de -0,4 MPa de PEG 6000, ndo houve germinacdo (Figura
4). Constata-se, assim, que o limite toleravel das espécies sobreviverem em situacao de baixa
disponibilidade de &gua e o nivel que reduzird o crescimento das plantulas, difere entre e
dentro da espécie. Por outro lado, a capacidade de recuperagdo da planta depende da duragdo
e da intensidade do estresse imposto (CATUCHI, 2012).
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Figura 4. Germinacdo de acessos de sementes de Cenostigma pyramidale sob diferentes
temperaturas e restricdo hidrica. Valor médio de quatro repetices + erro padréo
da média.

A variacdo da atividade enzimatica sob estresse depende da duracdo do estresse, da
espécie e fase avaliada (WENG et al., 2015). Ao elevar a temperatura de 30 para 35 °C, em 0
MPa, os eixos embrionarios de ambos o0s acessos aumentaram a atividade da enzima POD
(Figura 5, a-b). Com o aumento da restri¢cdo hidrica, 0 para -0,1 MPa, atividade decresceu
(Figura 5, a-b).

Associa-se 0 aumento na atividade da peroxidase com a diminuicdo na expansdo
celular durante o estresse hidrico, devido a formacdo de ligacGes cruzadas fendlicas entre os
componentes da parede celular (TENHAKEN, 2014). Na temperatura de 35 °C, o0 acesso BA
apresentou decréscimo na germinacdo (Figura 4) e decréscimo na atividade da peroxidase
(Figura 5, a), no entanto, a permanéncia sob deficiéncia hidrica demonstra que houve
desintoxicacdo de ROS sob déficit hidrico (SILVA et al., 2019), apenas em maior tempo de
exposicéo (Figura 6, a)

Para 0 acesso BA, a atividade da catalase decresceu nos eixos embrionarios, sob 30 °C,
na medida em que o potencial osmético aumentou, de -0,1 para -0,3 MPa de PEG 6000
(Figura 6 b, ¢). No entanto, o para 0 RN a resposta foi oposta (Figura 6, f). A sensibilidade
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aos niveis de estresse pode variar em funcdo do tempo de exposicdo (DEUNER et al., 2011).
Na situacdo de maior exposicdo ao estresse e temperatura de 35 °C, 0s acessos comportaram-

se semelhantemente, apresentando aumento na atividade da catalase (Figura 6, b, d).
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Figura 5. Atividade das enzimas peroxidase (a-d), catalase (e-h) e superoxido dismutase (i-1)
em eixos embrionarios com tamanho de 1 a 2 mm e cotilédones de Cenostigma
pyramidale coletados, sob duas temperaturas e restricdo hidrica. Valor medio de
quatro repeticdes + erro padrdo da média.

Em E. velutina, constatou-se aumento na atividade da catalase para o potencial
osmotico de -0,2 MPa de PEG 6000, principalmente nos eixos embrionarios, diminuindo
posteriormente, com 0 aumento da restricdo hidrica até -0,6 MPa (RIBEIRO et al., 2014).
Para C. pyramidale, acesso RN, essa redugdo mostrou-se mais acentuada no eixo do que nos
cotilédones (Figura 5, 6, h), divergindo do esperado, ja que a atividade da catalase
normalmente aumenta com o incremento da intensidade do estresse hidrico (SAHITYA et al.,
2018).

A SOD é um componente importante de defesa das plantas na célula, destacando-se
como o primeiro mecanismo de defesa contra aumentado das EROS, acumuladas pelo estresse

abiodtico (SAIBI; BRINI, 2018). O aumento na atividade dessa enzima é acompanhado por
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mecanismos aprimorados de eliminagao de H.O2, como a catalase, que constitui em uma das
estratégias importante para lidar com o estresse oxidativo (WENG et al., 2015).

A catalase € uma das principais enzimas produzidas contra o estresse oxidativo, para a
producdo celular, com o incremento da intensidade do estresse hidrico (SAHITYA et al.,
2018), demonstra seu papel na eliminacdo das EROs presentes nas células. O aumento da
atividade da catalase é associado a regulacdo da expressao génica e ao menor dano oxidativo,
considerando a funcdo protetora dessa enzima (SOFO et al., 2015). Embora nos eixos
embrionarios acesso RN a catalase tenha apresentado incremento da sua atividade, nos
respectivos cotilédones essa atividade foi baixa, independentemente da restricdo hidrica e
tempo de exposicao nessa condicdo (Figura 5, 6, h).
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Figura 6. Atividade das enzimas peroxidase (a-d), catalase (e-h) e superdéxido dismutase (i-1)
em eixos embrionarios com tamanho de 2 a 4 mm e cotilédones de Cenostigma
pyramidale coletados, sob duas temperaturas e salinidade. Valor médio de quatro
repeticdes + erro padrdo da média

Eixos embrionarios de C. pyramidale, acesso BA, sob 30 °C, cuja exposi¢do ao
estresse hidrico se deu em menor periodo, no potencial osmético de -0,1 MPa de PEG 6000,
aumentaram a atividade da enzima SOD (Figura 5, i), fato que caracteriza a eficiéncia na
detoxificacdo das EROs (SHARMA et al., 2012). Para o0 acesso RN, ocorreu diminuicao dessa

atividade (Figura 5, j). Normalmente, esse aumento na atividade enzimética é frequentemente
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relacionado ao aumento da tolerancia da planta contra os estresses ambientais (SHARMA et
al., 2012).

Restricdo hidrica e aumento de temperatura, simulando estresse multiplo, por menor
periodo, resultou em menor atividade no acesso BA do que o RN das enzimas peroxidase,
catalase e superdxido dismutase nos cotilédones de C. pyramidale e com atividade catalase
expressivamente baixa no acesso RN. Diferentes compartimentos das sementes comportam-se
de maneira especifica. Em cotilédone, por se tratar de tecidos de reserva, espera-se que ndo
haja atividade, sem 0s mecanismos de protecdo, caracterizados pelas enzimas de
decomposicéo das EROs (FLORES et al., 2014).

Com o aumento do estresse, a formacao de espécies reativas de oxigénio se intensifica,
de forma que a eliminacdo deve ocorrer constantemente para evitar o estresse oxidativo
(WENG et al., 2015). Dessa forma, a acdo sincronizada das enzimas responsaveis pela
remoc¢do das EROs confere maior tolerancia as plantas sob condicfes de estresse (DEUNER
et al., 2011). E importante ressaltar que cada espécie responde de maneira diferente as
condicdes de estresse e sob condi¢Ges de campo, e muitas vezes as plantas sofrem estresses
combinados. No entanto, os mecanismos de sinalizacdo de EROs sdo potencialmente
significativos para estudos visando a conhecer a tolerancia da espécie a estresses ambientais
(REZVANI; ZAEFARIAN, 2017).

O entendimento dos mecanismos antioxidantes desempenha papel importante na
resposta das plantas a uma combinacdo de estresses (SUZUKI et al., 2014). Portanto, isso
evidencia a importancia dos mecanismos de defesa contra o dano oxidativo, ativados durante
0 estresse, para regular os niveis toxicos de EROs (MULLINEAUX; BAKER, 2010). A
combinacdo de dois ou mais estresses abidticos acarretara impacto negativo nas plantas, que
sera maior do que de cada um dos diferentes estresses isolados (BYRT et al., 2018). Em
conjunto, restricdo hidrica e temperatura ou salinidade e temperatura resultam na ativacdo de
respostas Unicas do transcriptoma que pode envolver centenas de transcricdes ndo alteradas
por cada um dos diferentes estresses individualizados (SUZUKI et al., 2014).
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CONCLUSOES

Os acessos de C. pyramidale diferem no mecanismo enzimatico adotado na
sinalizacdo aos estresses abidticos.
A temperatura influencia na toleréncia de sementes de C. pyramidale & salinidade e
restricdo hidrica.
As atividades das enzimas antioxidativas em eixos embrionarios e cotilédones de

plantulas de C. pyramidale variam entre 0s acessos, temperaturas e estresses.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo de diferentes acessos permitiu amplo entendimento quanto a germinacéo e
aos mecanismos bioquimicos e enzimaticos durante o processo germinativo, sob estresses
abidticos.

Os acessos responderam metabolicamente de forma diferente, seja por meio de ajuste
osmotico ou diferenciacdo na desintoxicacdo das enzimas. O acesso proveniente do distrito de
Massaroca, Juazeiro, Bahia, mostrou-se mais tolerante e eficiente quanto ao mecanismo de
adaptacdo aos estresses ambientais do que o oriundo do municipio de Currais Novos, Rio
Grande do Norte. Essa diferenciagdo na resposta dos acessos de sementes de C. pyramidale
aos estresses abioticos pode estar ligada as condi¢cbes edafoclimaticas das diferentes regides,

localizagdo das plantas e tipo de estresse.



