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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar diferentes técnicas de superacdo de dorméncia, o
comportamento germinativo sob condigdes salinas e de déficit hidrico, o desenvolvimento de
plantulas submetidas a diferentes potenciais de solutos com NaCl e relacionar as condi¢fes
estressantes com a mobilizacdo de reservas cotiledonares em plantulas de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.). Os tratamentos de superacdo de dorméncia constituiram-se de imersdes
em agua/24, 48 e 72 h; agua quente, 50, 75 °C e fervente/10, 15 e 20 min, em H,SO,
(98,08)/15, 30 e 60 min e controle. Para as condicOes estressantes, as sementes foram imersas
em 100 mL de solucdo de NaCl ou de PEG 6.000 com potenciais de solutos: [0,0 -0,2, -0,4, -
0,6, -0,8 e -1,0 MPa]. Avaliaram-se a embebicdo (durante 168 h), percentagem de germinacéo
(%G) indice de velocidade de germinacdo (IVG) e tempo médio de germinacéo (TMG). Para
a mobilizag&o das reservas, os tratamentos foram 0os mesmos potencias de solutos com NacCl.
A semeadura foi em papel germitest e a germinacdo em camara do tipo BOD a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas, com cinco repeticdes de 25 sementes por tratamento. Os estudos dos
efeitos do NaCl nas plantulas de copaiba fez-se em trés estadios de desenvolvimento: ED 1
(raiz com 52 cm); ED 2 (emissdo dos protofilos) e ED 3 (protéfilos expandidos), Quinze
plantulas por repeticdo foram separadas em cotilédones e eixos embrionarios. Quantificaram-
se a massa seca dos cotilédones e dos eixos embrionarios, os teores de lipidios, proteinas,
amido, aclcares sollveis, aminoacidos e jons Na*, K" e CI". Avaliaram-se as atividades das
enzimas: lipase, liase do isocitrato, sintase do malato, o e B-amilases e fosforilase do amido
nos cotilédones de plantulas cultivadas em agua destilada e em solucBes de NaCl com
potenciais de solutos de 0,0, -0,4 e -0,8 MPa. A imersdo das sementes de copaiba em &cido
sulfurico concentrado/60min é eficiente para embebicdo e superacdo da dorméncia. O PEG
6.000 e o NaCl atrasam a embebicdo. Nas condicdes estressantes, o0 NaCl -1,0 MPa néo
influencia no %G, mas, aumenta olVG e reduz o TMG a partir do potencial de soluto de -0,6,
MPa. O PEG reduz o %G a partir de -0,8 MPa com maior efeito no IVG e TMG, do que
NaCl. Sementes de copaiba possuem 42% de lipidios, principal reserva. O potencial de soluto
de -0,8 MPa inibe a mobilizacdo de reservas e aumenta os teores de fons Na* e CI" nos
cotilédones e eixos embrionarios de sementes de copaiba. A inibicdo da mobilizacdo das
reservas causada pelo sal aumenta os teores de agucares solUveis nos cotilédones e inibe 0
crescimento das plantulas. As sementes de copaiba apresentam forte resisténcia a entrada de
agua, a qual pode ser anulada com imersdo em acido sulfurico concentrado por 60 min. Para o

%G, as sementes testadas sdo tolerantes ao NaCl em -1,0 MPa e intolerantes ao PEG em



potenciais de solutos equivalentes. A germinacdo é menos sensivel ao NaCl do que a fase de
plantula. O NaCl em potenciais de solutos abaixo de -0,4 MPa reduzem o crescimento e
desenvolvimento inicial de plantulas de copaiba. As atividades das enzimas do metabolismo

dos lipidios e do amido sdo inibidas com o aumento da salinidade.

Palavras-chave: Copaiba. Estresse hidrico. Potencial de soluto. Enzima. Fabaceae.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate different techniques for breaking dormancy, the
germination under saline conditions and drought, the development of seedlings subjected to
different potentials of solutes and NaCl stress conditions relate to the cotyledonary reserve
mobilization in seedlings Copaifera langsdorffii. The treatments of over come consisted of
immersion in water/24, 48 and 72 h, hot water, 50, 75 C and boiling water/10’, 15’ and 20’
and H,SO,4 (98,08%)/15, 30” and 60” min and control. For stress conditions, the seeds were
immersed in 100 ml of NaCl or PEG 6000 with a potential of the solute, [0,0 (control), -0,2, -
04, -0,6, -0,8 and -1,0 MPa]. The water absorption, was evaluated (168 h) germination
percentage (G%), germination speed index (GSI) and mean germination time (MGT). For the
mobilization of the reserves were used as the same solute potential with NaCl above. Sowing
was on paper germitest and germination in a germination chamber of the BOD at 25 °C and
photoperiod of 12 h, consisting of five replicates of 25 seeds per treatment. Studies of the
effects of NaCl was done in three stages of developing an ED (radicle with 5 £ 2 cm) ED 2
(issuing protophilus) and ED 3 (protophilus expanded), taking as reference quiescent seeds
(DE 0). 15 seedlings per replicate were separated into cotyledons and axis. Quantified the dry
mass of cotyledons and axis, the levels of lipids, proteins, starch, soluble sugars, amino acids
and Na’, K" and CI. We evaluated the activities of enzymes: lipase, the isocitrate lyase,
malate synthase, o and f-amylases and starch phosphorylase in the cotyledons of seedlings
grown in distilled water and in NaCl solutions with solute potential of -0,4 and -0,8 MPa. The
water absorption by seeds copaiba was higher and faster in the treatments with boiling water
and sulfuric acid. The PEG 6000 and NaCl delayed the time of soaking, Overall, the
immersion in H,SO,4 performed best in breaking dormancy. In stressful conditions, NaCl had
no influence on %G, however, reduced the (IVG) and increased the TMG, the solute potential
of -0,6, -0,8 and -1,0 MPa. PEG reduced the %G in solute potential of -0,8 and -1,0 MPa and
had a greater effect on IVG and TMG, compared with NaCl. The seeds were quiescent lipids
as the main reserve. The increase in salinity inhibited the mobilization of reserves in the
cotyledons of the seeds, especially in the solute potential of -0,8 and -1,0 MPa and increasing
the concentrations of Na* and CI” in the embryonic axis and cotyledons. Inhibition of the
mobilization of reserves caused by salt provided an increase in soluble sugars in the
cotyledons, this effect inhibited the growth and seedling development. The activities of
enzymes in the metabolism of lipids and of starch phosphorylase were significantly inhibited

with increasing salinity, with more effectively inhibited the enzymes of lipid metabolism. The



seeds have a strong resist entry of water, the immersion of the seed in concentrated sulfuric
acid for 60’ is effective to remove the barrier. For %G, the copaiba seeds under conditions
that were tested are NaCl-tolerant and intolerant to PEG. The germination is less sensitive
than the NaCl seedling stage. The NaCl in solute potential below -0,4 MPa negatively affects

the growth and early development of seedlings of copaiba.

Keywords: Copaiba. Water stress. Potential of solute. Enzyme. Fabaceae . Caesalpinioideae.
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1. INTRODUCAO

As relacbes antropicas com o ambiente se tornam cada vez mais agressivas a
medida que o homem pratica a monocultura, adota novos recursos tecnologicos, degradando e
extinguindo ecossistemas, através de préaticas irracionais e insustentaveis visando lucros em
curto prazo e ignorando o futuro (DIAS, 2000; DUPAS, 2008). As nossas reservas florestais,
fontes de recursos naturais, sdo rotineiramente vitimas da antropizacdo continua e irracional.

A crescente fragmentacdo das comunidades florestais, que excede 1,2% ao ano
reduz a capacidade de manutengdo das funcBes ecossistémicas como um todo. H& previsdes
de que, mantendo-se a taxa atual de desmatamento, por volta do ano 2030, a ocorréncia de
comunidades florestais, cerrado, mata Umida, caatinga, dentre outros extratos
fitossocioldgicos estardo resumidos a areas protegidas (BERNACCI et al., 2006).

A velocidade atual de ocupacdo e de isolamento de areas naturais dificulta a
execucdo e o planejamento de pesquisas em longo prazo. Intensifica-se assim, a necessidade
de pesquisas nas areas de biodiversidade, fisiologia vegetal, propagacdo de plantas, ecologia,
fisiologia e producéo de sementes nos atuais remanescentes vegetais, bem como compreender
a estrutura e organizacdo dos processos ecoldgicos que norteiam estes ecossistemas
(MARANGON, et al., 2008).

Além dos fatores antrdpicos, 0s quais sdo 0s mais agressivos, as espécies vegetais
precisam se defender também das adversidades naturais encontradas no seu ambiente de
ocorréncia (WALCK et al., 2011). A fase inicial do desenvolvimento das plantas é critica no
seu ciclo de vida, os efeitos das latitude e altitude, variacbes de temperatura, seca, frio,
qualidade do solo sdo fatores determinantes na dindmica populacional das espécies florestais
(ADLER; HILLERISLAMBERS, 2008; HEDHLY et al., 2009; SHEVTSOVA et al., 2009;
KLADY et al.,, 2011; SAATKAMP et al., 2011) Muitas espécies de plantas possuem
adaptacOes especiais e importantes que conferem estratégias de sobrevivéncia em condicdes
ambientais adversas. Fatores como condi¢des climaticas, competicdo, predacdo e outros
estimulam as espécies vegetais a desenvolverem mecanismos de defesa que garantem sua
permanéncia na natureza (LARCHER, 2003). Neste contexto, uma adaptagdo ecologicamente
importante, ocorrente em sementes de espécies arboreas é o fendmeno da dorméncia
(LARCHER, 2003; MARCOS FILHO 2005).

Segundo Labouriau (1983) sdo dormentes, as sementes que, depois de expostas a
determinadas condi¢des do ambiente, durante a maturacdo ou ap6s a maturidade, apresentam

alteracdes restritivas das condicOes exigidas para a germinacdo. O mesmo autor argumenta
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que, os efeitos do ambiente tém carater indutivo e sé podem ser removidos por tratamentos
especificos, também de carater indutivo e em geral, diferente das condi¢des causadoras da
dorméncia.

Dorméncia em € geralmente, uma adaptacdo ecologica importante para a
sobrevivéncias de vérias espécies de plantas. Por outro lado, a dorméncia € uma caracteristica
indesejavel na agricultura, bem como para os viveiristas, onde rédpida germinacdo e
crescimento sao requeridos, cuja dorméncia acaba por gerar problemas como desuniformidade
entre as mudas, além de maior tempo de exposicdo as condi¢des adversas, como a acao de
passaros, insetos, doencas, propiciando maior risco de perda de sementes por deterioracdo
(BARBOSA et al., 2005).

E interessante estimular o reflorestamento do semiarido nordestino com plantas
nativas perenes, visando sistemas silvipastoris direcionados a populacdo de baixa renda, na
tentativa de preservar o agrossistema e diminuir as pressdes de desertificacdo que as regioes
semiaridas sofrem. Sendo para isso, importante conhecer os fatores que afetam o
desenvolvimento das plantas (AMORIM et al., 2009).

O entendimento da ecologia e da fisiologia de sementes de espécies florestais tem
larga abrangéncia, englobando os processos associados com a producéo, dispersdo, predacao e
germinagdo, como pré-requisitos importantes no recrutamento e regeneragdo em Aareas
devastadas (SOUSA et al., 2008). Larcher, (2003) considera que a ecologia da semente
fornece um elemento essencial para o conhecimento da dindmica de populac6es em relacdo ao
estabelecimento de novos individuos em programas de reflorestamento e reconstituicdo de
comunidades vegetais.

Pesquisas sobre a ecologia, fisiologia, producdo e propagacdo de plantas tem
relevancia no contexto da biologia da conservacdo, visto que muitas espécies florestais se
encontram ameacadas de extin¢do, outras podem desaparecer antes mesmo de serem
descobertas.

Um grande problema encontrado nas regifes semidridas é o déficit hidrico, devido
a baixa pluviosidade, méa distribuicdo das chuvas, elevada taxa de evapotranspiracdo e baixa
capacidade de retencdo de agua dos solos, em geral rasos e pedregosos (FRENNE et al.,
2012). Outra adversidade ao desenvolvimento das plantas é a salinidade nos solos, devido a
uma drenagem insuficiente, irrigacao ineficiente, alta taxa de evaporacéao e baixa precipitacéo
pluviométrica, associada as caracteristicas do material de origem e as condicdes
geomorfoldgicas e hidrolégicas (JENKS; HASEGAWA, 2005).
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Segundo Souza (1994), a salinidade causa queda na produtividade devido ao
excesso de fons Na* e do déficit hidrico. Os solos afetados por sais formam aproximadamente
33% da area mundial de solos de irrigacdo. Estudos relacionados a fisiologia dos estresses
abiodticos em especies arboreas ainda sdo poucos e, por consequéncia, as informagdes sao
incipientes.

Espécies arboreas, como as do género Copaifera e outras, de importancia
socioecondmica e paisagistica carecem de pesquisas que visem avaliar suas respostas as
condicdes adversas do ambiente, tanto do ponto de vista ecolégico como econdmico, pois tais
informacgdes podem ser Uteis para tracar o perfil das espécies quanto a sua adaptagdo em
condicdo de cultivo e em areas a serem reflorestadas.

No Brasil ocorrem 16 espécies autdctones de copaiba. Todas as variedades
produzem uma resina, chamada 6leo de copaiba, obtidas por incisdo no tronco. Por isso, a
arvore ¢ conhecida como “pau-de-6leo”, “dOleo branco” e “arvore do o6leo diesel” (ROSA;
GOMES, 2009).

Copaifera langsdorffii Desf. é conhecida popularmente como copaiba, pau-de-
6leo, podoi e outros. Ocorre em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Amazonas, Ceard, Piaui e Parana. Planta decidua ou semidecidua, heliofita, seletiva, xerofita.
Vive tanto na mata primaria como nas formacdes secundarias. A madeira é utilizada na
construcdo civil, movelaria e pecas torneadas, etc. Do caule se extrai o balsamo de copaiba,
reputado pelas suas propriedades terapéuticas (LORENZI, 2002; RAO et al., 2001).

Uma vez que a copaiba habita regides semiaridas sujeitas a periodos de seca e
salinidade, estudos sobre detec¢do de mecanismos de tolerancia e/ou adaptacdo séo altamente
necessarios para um melhor entendimento do comportamento fisiol6gico desta espécie no seu
habitat natural. Assim, a fisiologia vegetal pode contribuir, e muito, na selecédo e indicacédo de
gendtipos promissores com maior capacidade produtiva para a producdo de mudas através da
elaboracdo de fichas de descritores com indicadores fisioldgicos que os classifiguem como
tolerantes e adaptados a estresses abioticos.

Face as argumentacGes mencionadas, o estudo da quebra de dorméncia, do
comportamento germinativo sob estresses salino e hidrico e da mobilizacdo de reservas
durante a geminacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de copaiba submetidas a estresse
salino, justifica-se. Os conhecimentos adquiridos na pesquisa poderdo ser importantes na
contribuicdo ao proposito de alicergar um saber mais acurado, visando uma futura

reintroducédo da referida espécie mediante necessidades.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar diferentes técnicas de superagdo de dorméncia, o Processo germinativo sob
condigdes salinas e de déficit hidrico, o desenvolvimento de plantulas submetidas a diferentes
potencias de solutos com NaCl e relacionar as condicdes estressantes com a mobilizacdo de

reservas cotiledonares em plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.)

2.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar a evolucdo da absorcdo de agua nas sementes de copaiba sob testes de quebra de
dorméncia e em solugdes de NaCl ou polietileno glicol 6.000;

e investigar a germinacdo de sementes de copaiba sob diferentes métodos de superacdo de
dorménciga;

e estudar o processo germinativo de sementes de copaiba submetidas aos estresses hidrico e
salino;

e quantificar as principais substancias de reservas nas sementes quiescentes de copaiba;

e avaliar os efeitos da salinidade na matéria seca em cotilédones e eixos embrionarios, ao
longo do desenvolvimento inicial das plantulas;

e obter informagdes sobre os processos de mobiliza¢do de reservas cotiledonares: lipidios,
amido, agucares soluveis: redutores e ndo redutores, aminoécidos livres e proteinas,
durante a germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas de copaiba em condigdes
salinas;

e relacionar os teores de agUcares solUveis no eixo embriondrio com a mobilizacdo de
reservas nos cotilédones em condicGes de salinidade;

e quantificar os teores de ions Na*, K" e CI" nos cotilédones e eixo embrionario durante o
processo e

e estudar nos cotilédones as atividades das principais enzimas envolvidas na mobilizagdo dos
lipidios e do amido durante a germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de

copaiba em condicdes salinas.



23

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia da semente

Botanicamente semente é um évulo fecundado e desenvolvido (MASCOS FILHO
2005). Semntes sdo estruturas biologicas complexas e de grande importancia para a maioria
dos vegetais como meio de sobrevivéncia. Guardam, em seu interior, os produtos resultantes
de milhares de anos enfrentando riscos durante a dispersdo e as mais variadas ameacas a
sobrevivéncia e estabelecimento das plantulas, diante de adversidades naturais, de natureza
bidtica e abidtica. As sementes sdo constituidas por tecido de reserva endospérmico ou
cotiledonar e eixo embrionario, cujo crescimento se encontra temporariamente Suspenso,
estando protegidas por um envoltdrio ou cobertura responsavel por varias fungées, incluindo
papel importante na regulagdo da germinacdo (SILVA et al., 2012).

Sendo uma porcdo de vida envolvida por um involucro resistente e protetor, a
semente suporta condicBes adversas de ambiente através do tempo que a forma esporofitica
ndo suporta. Sua funcdo disseminadora € favorecida pela adaptacdo do seu envoltério, o qual
através da presenca de espinhos, ganchos, pélos, rugosidade, asas e outras estruturas
facilitadoras de dispersao por varios agentes (LARCHER, 2003; MARCOS FILHO 2005).

Além de suas funcBes em relacdo a propria espécie, a semente foi e continua
sendo de fundamental importancia para o0 homem, servindo como principal fonte de alimento
e de substancias nutritivas, tais como carboidratos, proteinas e gorduras, ela teve papel
preponderante no inicio e na sustentacdo da civilizagdo, pois, esta somente comegou quando o
homem descobriu a funcdo e importancia desse 6rgao vegetal (CASTRO; HILLHORST,
2004).

A semente possui importantes fungfes em cultura de expressdo econémica: € 0
material utilizado para a multiplicacdo de plantas; é a estrutura colhida para comercializacdo
(grédos para consumo), sendo considerada o mais importante insumo agricola. Em primeiro
lugar conduz ao campo as caracteristicas genéticas determinantes do desempenho da cultivar
ou variedade e em segundo lugar é responsavel ou contribui decisivamente para o sucesso do
estabelecimento do estande desejado, fornecendo a base para a producédo rentavel (MARCOS
FILHO, 2005).

Hé& cerca de dez mil anos atras, 0 homem reduziu o seu modo de vida némade e
passou a constituir sociedades produtivas. Com essa mudanga no comportamento da

humanidade, surgiu a agricultura, devido a necessidade de alimentos. Desde entdo, o
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intercdmbio de sementes assumiu papel importante na estruturagdo da vida, especialmente
com a domesticacdo de plantas, que aparentemente foi iniciada aos 7.000 - 5.000 a.C.,

dirigindo-se principalmente ao milho, ao arroz, ao feijdo e a abobora (BEWLEY, 1997).

3.2 Germinagao e estabelecimento da plantula

O encerramento do periodo de repouso é sucedido pelo inicio do processo
germinativo que constitui uma sequéncia de eventos fisiologicos, influenciados por varios
fatores intrinsecos e extrinsecos as sementes (BEWLEY; BLACK, 1994).

Marcos Filho (2005) argumenta que o processo de germinacao € conceituado de
maneiras diferentes, dependendo de como a questdo € abordada. H& consenso entre 0s que se
dedicam ao estudo da fisiologia vegetal, sob o aspecto botanico, e os tecnologistas de
sementes; ambos consideram que a germinacao tem inicio com a embebicdo. No entanto, para
os fisiologistas, o processo germinativo finda com a protruséo da raiz primaria, enquanto, sob
0 ponto de vista tecnoldgico, as informacfes devem oferecer certa garantia aos produtores
agricolas, permitindo avaliar a probabilidade de sucesso no campo. Assim, no conceito
tecnoldgico inclui-se o desenvolvimento da estrutura embrionaria e a formacdo de uma planta
perfeita.

Larcher (2003) ressalta que germinacdo € na préatica, o recomeco do crescimento
por parte do embrido, resultando no rompimento do envoltério da semente e seu
desenvolvimento, até um ponto, além do qual a planta pode se manter por conta propria. A
germinacdo envolve a emergéncia e desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido e
da semente, segundo 0 mesmo autor, podera suceder uma falsa germinagdo promovida pela
expulsdo da radicula de um embrido morto em decorréncia do processo de embebicdo. Neste
caso, conforme Carvalho e Nakagawa (2000) é necessario aplicar um critério complementar,
como a curvatura geotrdpica positiva desse 6rgao, para confirmar a viabilidade do embrido. O
inicio da germinacdo € marcado pela embebicdo, isto é, a hidratacdo de seu conteudo,
produzindo um aumento de volume da semente e o rompimento de seus envoltdrios
(SMIDERLE; MOURAO-JUNIOR:SOUSA 2005).

Morfologicamente, a germinacdo é a transformacdo do embrido em plantula,
enquanto, sob o ponto de vista fisiologico, a germinacdo consiste na retomada do
metabolismo e do crescimento, que estavam suspensos apds a maturidade e o reinicio da

transcricdo do genoma. Bioquimicamente, a germinacao refere-se a diferenciacdo sequencial
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dos caminhos oxidativos e de sintese e a retomada de uma sequéncia de processos
bioguimicos caracteristicos do crescimento vegetativo e do desenvolvimento (NIZAM, 2011).

O padréo de respostas da semente de uma dada espécie € determinado por um
conjunto de fatores seletivos, biodticos e abioticos, agindo simultaneamente (GORALI,
NEFFAT, 2007).

Sementes de plantas de &reas com baixo indice de pluviosidade, como as do
semiarido, como estratégia de sobrevivéncia, germinam mais rapido do que as de outros
ambientes, ja que estdo programadas fisiologicamente para germinarem no curto espaco de
tempo das estacfes chuvosas e em o0s niveis de salinidade do solo s&o geralmente reduzidos e
ha disponibilidade hidrica suficiente para favorecer a germinacdo (GORAI; NEFFAT, 2009)

Quando as sementes ndo germinam embora colocadas em condicGes favoraveis a
sua germinagdo, sdo consideradas “dormentes”, podendo ser enquadradas em uma das
seguintes categorias: embrido imaturo, impermeabilidade do tegumento a dgua e/ou a gases,
embrido dormente, tegumento mecanicamente resistente ao crescimento, bloqueio metabdlico
na fisiologia da semente causado pela sensibilidade a luz e temperatura, presenca de
inibidores quimicos da germinacéo, e ainda, uma combinacao de causas (MARCOS FILHO,
2005). Para Larcher (2003) dorméncia é um periodo em que 0 crescimento € Suspenso ou
reduzido, frequentemente quando as condi¢Ges ambientais séo adversas.

Conforme Frenne (2012), o clima pode condicionar ou ndo a dorméncia das
sementes em certas regides. No caso das florestas tropicais Umidas, onde as condicdes sdo
mais favoraveis para a germinacdo das sementes, a viabilidade é perdida rapidamente e a
dorméncia sé serve para prolongar o processo de germinacdo. O autor explica ainda que este
comportamento ndo € vantajoso, uma vez que um grande numero de sementes, deste tipo de
vegetacao sofre alta taxa de predacéo e a longevidade ndo seria ecologicamente importante.

A dorméncia torna-se favoravel para as espécies das regides de clima arido, onde
as chuvas séo de distribuigéo irregular, e a dorméncia funcionaria como uma adaptacdo para
prevenir as sementes de germinar na estacdo seca, cujas condi¢cdes ndo sdo propicias para
fornecer a umidade necessaria a germinacdo e ao estabelecimento das plantulas. Larcher
(2003) acredita que nas regifes aridas e semiaridas, algumas plantulas morrem durante o
periodo de estiagem, e em consequéncia, outras sementes que permanecem dormentes no
solo, germinam nos anos subsequentes, gracas a mecanismos que as defendem contra essas
condicBes adversas. Dessa forma, a dorméncia retarda a germinacdo e a distribui no tempo,

sendo efetiva como mecanismo de sobrevivéncia.
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Segundo Marcos Filho (2005) a dorméncia se apresenta vantajosa para a
perpetuacdo e o estabelecimento de muitas espécies vegetais nos mais variados ambientes. Por
outro lado, Barbosa et al. (2005) consideram que a dorméncia é uma caracteristica indesejavel
na agricultura, bem como para os viveiristas, onde rapida germinacdo e crescimento séo
requeridos, cuja dorméncia acaba por gerar problemas como desuniformidade entre as mudas,
além de maior tempo de exposicao as condigdes adversas, como a acdo de péssaros, insetos,
doencas, além de maior risco de perda de sementes por deterioragéo.

A dorméncia imposta por impermeabilidade tegumentar é predominante entre as
leguminosas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). A presenga de um tegumento duro,
impermeével a dgua e aos gases dificulta o processo de absor¢do de agua pela semente e
restringe os processos fisicos e as reagdes metabolicas basicas da germinacdo (BORGES et
al., 2004). A escarificagdo mecéanica e quimica, bem como a imersdo em agua em diferentes
temperaturas sdo métodos bastante utilizados e com sucesso, na superacdo desse tipo de
dorméncia, encontrado em sementes de espécies florestais. No entanto, a aplicacdo e a
eficiéncia destes tratamentos dependem da intensidade da dorméncia, o que é variavel entre as
espéecies (SILVA et al., 2007). O local e data da coleta também sdo fatores que podem
influenciar a intensidade da dorméncia. (GARCIA et al., 2002; BARBOSA et al., 2005;
ALVES et al., 2007;). Sementes de Dimorphandra mollis Benth. submetidas a diferentes
tratamentos pré-germinativos apresentaram variacfes na germinacgdo, em funcdo da data e do
local de coleta, o que pode estar associado ao estadio de maturacdo e a influéncia do ambiente
(OLIVEIRA et al., 2008).

O uso do é&cido sulfarico é comum para a quebra da dorméncia tegumentar, no
entanto, a sua eficiéncia esta relacionada com o tempo de exposi¢do ao &cido e a espécie
(SILVA et al., 2007). Azeredo et al., (2010) constataram que 0s tratamentos de imersao em
agua a 70, 80, 90 °C e fervente por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos aumentaram o percentual de
germinacao, porém, a imersdo em acido sulfarico concentrado por 20, 25 e 30 minutos foi
mais eficiente para a superacdo da dorméncia de sementes de Piptadenia moniliformis Benth.
Ja para sementes de Ochroma lagopus Sw., a imersdo no acido sulfurico concentrado por 1
minuto foi suficiente para proporcionar alta germinacdo (BARBOSA et al., 2004). A
escarificacdo mecanica constitui-se em um método simples e de baixo custo, sendo indicada
como o método mais eficiente para a promog¢édo da germinacdo em sementes de Copaifera
langsdorffii Desf. (RODRIGUES et al., 2009) e Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.. (LIMA
JUNIOR, 2006). Entretanto, a escarificacio excessiva pode causar danos ao tegumento e

diminuir a germinacao. Costa et al. (2010) verificaram que a imersdo em agua fervente por 10
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e 15 minutos deteriorou as sementes de Adenanthera pavonina L., com consequente morte do
embrido, impossibilitando a germinacao.

A formacdo da plantula resulta do desenvolvimento do embrido logo apos a
germinacdo, o termo plantula € aplicado ao organismo vegetal enquanto este for
nutricionalmente dependente das substancias contidas nos tecidos de reserva da semente
(MELO et al., 2004). O término dessa fase do desenvolvimento geralmente coincide com o
momento em que a plantula alcanca a taxa de crescimento maximo, passando a depender da
atividade fotossintética, quando passa a ser considerada como uma planta propriamente dita
(LARCHER, 2003).

O periodo compreendido entre o inicio da germinacdo e o estabelecimento da
plantula é considerado uma fase de crucial importancia do ponto de vista fisiologico e
reprodutivo das plantas. Tal processo, pode ser influenciado por véarios fatores, como:
quantidade e qualidade das reservas energéticas; morfologia funcional dos cotilédones; fatores
abidticos (temperatura, disponibilidade de oxigénio e luz, excesso ou déficit hidrico,
salinidade); e, finalmente, interacbes com outras espécies (MELO et al., 2004; TAIZ;
GEIZER, 2009).

O estabelecimento das plantulas constitui um dos processos ecoldgicos mais
importantes para a propagacao de uma espécie. Tal fase é responsavel por garantir maior ou
menor probabilidade no sucesso adaptativo e reprodutivo, sendo, portanto, importante e
necessario conhecer o comportamento das espécies quanto a rapidez no crescimento, como
por exemplo, por meio da mensuracdo dos incrementos em altura, diametro e nimero de
folhas em um intervalo temporal (SAATKAMP et al., 2011).

O estabelecimento de uma espécie esta ligado a capacidade de suas sementes
germinarem rapida e uniformemente, a fim de vencer as adversidades do habitat e a
concorréncia com outras espécies presentes no local, ou pela capacidade de se manterem
viaveis por periodos mais longos até que condicdes ambientais sejam propicias ao
desenvolvimento das plantulas (FRENNE et al., 2012). Para tanto, cada espécie desenvolve
adaptacdes, como a mobilizacdo de determinadas reservas que serdo Uteis para a formacéo de
estruturas fisicas, como parede celular, ou para a respiracdo, sintetizando intermediarios
metabdlicos com finalidades diversas (BORGES; RENA, 1993).
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3.3 Efeitos do déficit hidrico e da salinidade na germinacdo e estabelecimento da

plantula

Plantas frequentemente se deparam com condi¢Ges desfavoraveis durante o
crescimento e desenvolvimento. Fatores climaticos, como temperaturas extremas (calor, frio,
congelamento) seca, (precipitagcdo deficiente, ventos de secagem) e contaminacdo dos solos
por alta concentracdo de sal, sdo importantes estressores abidticos ambientais que limitam o
crescimento, o desenvolvimento e rendimento das plantas (JENKS; HASEGAWA, 2005). Por
outro lado, estes fatores geoclimaticos aliados a fatores interativos genético-ambiental
contribuem para fatores agrondmicos e desempenham um importante papel na determinacgao
da distribuicdo geografica das espécies vegetais. Estas adversidades, diferentes, porém, nédo
necessariamente letais sdo geralmente conhecidos como estresses. O stresse ambiental pode
perturbar as estruturas celulares e prejudicar as principais funcdes fisiologicas (LARCHER,
2003). Seca e salinidade, associados a caracteristicas edaficas impdem um estresse osmatico
que pode levar a perda de turgescéncia, baixas temperaturas podem compremeter os sistemas
de membranas e de transportes de solutos e fotoassimilados. Os sistemas de membranas
podem se desorganizar, proteinas podem sofrer perda de actividade ou serem desnaturadas, e
muitas vezes, niveis de excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidos,
levando a danos oxidativos (DOBRA et al., 2010). Como consequéncia, ocorre inibi¢do da
fotossintese, disfuncdo metabdlica, e danos das estruturas celulares contribuindo para o
desequilibrio fisiologico que compromete sevemente a fertilidade e induz senescéncia
prematura. Diferentes espécies de plantas sdo altamente varidveis em relacdo a seus ambientes
ideais, um ambiente aspero pode oferecer condi¢BGes prejudiciais para uma dada espécie

vegetal e ndo ser estressante para outra (LARCHER, 2003).

3.3.1 Importancia da 4gua para as plantas

A agua é a substancia mais abundante na biosfera e a mais importante sob o ponto
de vista bioldgico. Acredita-se que 0s organismos vivos tenham sua origem em ambiente
aquatico e tornaram-se dependentes da &gua durante sua evolucdo, sendo impossivel viver
sem a mesma (TAIZ; ZEIGER, 2009).

De todas as substancias absorvidas pelas plantas, a &gua é obviamente a de maior
necessidade e em maior quantidade (REICHARDT, 1993). Larcher (2000) ressalta que a

disponibilidade hidrica dos solos é fator limitante para o crescimento, desenvolvimento e
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producdo vegetal. O autor enfatiza ainda que a primeira e mais sensivel resposta ao déficit
hidrico € a diminuicdo da turgescéncia, com consequente reducéo do processo de crescimento.
Segundo 0 mesmo autor, 0 metabolismo proteico e dos aminoacidos é rapidamente limitado.

O movimento e a disponibilidade de agua para as sementes sdo de grande
importancia para a germinagdo, crescimento inicial do sistema radicular e emergéncia das
plantulas, a embebicdo depende do gradiente de potencial hidrico existente entre a semente e
0 meio. Sementes ortodoxas quiescentes possuem potencial matrico muito baixo,
consequentemente, o potencial hidrico € muito negativo, por volta de -200 MPa, podendo ser
ainda mais negativo dependendo da espécie. A baixa disponibilidade de 4gua no meio diminui
o0 gradiente de potencial hidrico entre este e a semente, consistindo uma limitacdo sobre a
embebicdo (BEWLEY; BLACK, 1994).

Potenciais hidricos muito negativos imposto por salinidade ou seca, especialmente
no inicio da embebicdo, influenciam a absor¢do de dgua pelas sementes, podendo inviabilizar
a sequéncia de eventos do processo germinativo (LIMA; TORRES, 2009). O estresse hidrico
geralmente contribui para a diminuicdo da velocidade e percentagem de germinacdo das
sementes, sendo que para cada espécie existe um valor de potencial hidrico no solo, abaixo do
qual a germinacgdo ndo ocorre. Estresses hidrico e salino estdo correlacionados com 0 excesso
de sais soluveis, reduzindo o potencial hidrico do solo e impedindo absor¢do pelas sementes e
plantas (NISHIZAWA et al., 2008);.

Estudos a respeito das relacdes hidricas sdo importantes para o conhecimento da
biologia das sementes. A habilidade de tolerar a dessecacdo que as sementes ortodoxas
apresentam, podendo sobreviver durante longos periodos sob condi¢fes adversas, tem sido o
mecanismo adaptativo que permite a distribuicdo de plantas em climas parcialmente hostis.
Sob baixos niveis de umidade no meio germinativo, € comum o desenvolvimento de
mecanismos protetores contra a dessecacdo e para evitar a cessacdo dos processos
metabolicos (BEWLEY; BLACK, 1994).

Além do déficit hidrico, a salinidade da &dgua e do solo apresenta-se como outro
fator problematico para o crescimento das plantas no semiarido (KONG et al. (2012). Petridis,
et al. (2012) definem salinidade como o excesso de sais (ions) inorganicos nos solos ou no
meio de cultivo das plantas, e representa um dos principais problemas na agricultura em todo
0 mundo. O problema se agrava em regides semiaridas devido as condicOes favoraveis a
salinizagdo. Segundo Jenks (2005) o processo natural de salinizagdo dos solos envolve a
acumulagdo de fons, principalmente Na*, Ca?*, Mg®*, CI, SO, e HCO;3 nas camadas

superficiais do solo.
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A érea de insuficiéncia hidrica do Nordeste brasileiro abrange uma superficie de
150 milhGes de hectares. Nessa regido, a maioria dos perimetros de irrigacdo apresenta solos
com alto teor de sal, que provoca desde a diminuicdo nos rendimentos das culturas até o
abandono das areas exploradas ficando as mesmas sujeitas a desertificacdo (BARROS et al.,
2009).

A alta concentracdo de sais € um fator estressante para as plantas, pois, reduz o
potencial osmotico e proporciona a acdo dos ions sobre o protoplasma. A agua €
osmoticamente retida na solucdo salina, de forma que o aumento da concentracéo de sais a
torna cada vez menos disponivel para as plantas (RIBEIRO et al., 2008). Assim, com 0
aumento da salinidade ocorre diminuicdo do potencial osmotico do solo, dificultando a
absorcéo de agua pelas raizes (AMORIM et al., 2002).

As sementes também sofrem influéncia significativa da condicdo de salinidade
dos solos. O alto teor de sais, especialmente de cloreto de sodio (NaCl), pode inibir a
germinacdo devido a diminuicdo do potencial osmoético, ocasionando prejuizos as demais
fases do processo (LIMA;.TORRES, 2009).

Nas regides aridas e semiaridas, o excesso de sais no solo tem limitado a producao
agricola. A salinidade, tanto dos solos como das aguas, € uma das principais causas da queda
de rendimento das culturas. Entretanto, os efeitos dependem, ainda, de outros fatores, como
espécie, cultivar, estadio fenoldgico, tipos de sais, intensidade e duracdo do estresse salino,
manejo cultural e da irrigacdo e condicdes edafoclimaticas (TESTER; DAVENPORT, 2003).

Gheyi (2000) discorre que 0 excesso salino promove diminuicdo na pressdo
osmdtica e toxicidade para o desenvolvimento da fauna e da flora, diminuindo as taxas de
mineralizacdo e humificacdo da matéria orgénica, tornando os solos menos férteis. Nesse
contexto, a reducdo do crescimento das plantas devido a salinidade, pode estar relacionada a
déficit hidrico provocado por efeitos osmaticos ou de efeitos especificos de ions que podem
acarretar toxidez ou disturbios nutricionais.

A tolerancia a salinidade € um processo que depende da capacidade das plantas de
amenizar os efeitos causados pelo excesso de sal através de mecanismos especificos de
adaptacdo (MUNNS, 2002; LACERDA, 2005). Taiz e Zeiger (2009) consideram que
enquanto plantas glicofitas sdo afetadas de forma adversa pela presenca de niveis
relativamente baixos de sal, as haldfitas podem sobreviver com altos niveis ou mesmo
prosperar sob tais condi¢bes. Os mecanismos pelos quais as plantas toleram a salinidade s&o

complexos, envolvendo sintese molecular, indugdo enzimatica e transporte de membrana.
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A avaliagdo do comportamento de espécies arbdreas em solos degradados,
visando a escolha de plantas mais tolerantes aos sais, representa uma alternativa viavel, ja que
sdo espécies de uso multiplo, que aléem de fornecerem uma excelente cobertura vegetal,
apresentam sistemas radiculares profundos, que pode reduzir a evaporacdo da dgua, aumentar
a permeabilidade e a porosidade do solo. Varias sdo as formas de se elevar a producdo de
biomassa em solos com caracteristicas desfavoraveis, como a utilizagdo de insumos agricolas
(fertilizantes, corretivos ou fontes alternativas), a adogéo de técnicas de manejo adequada e a
utilizacdo de espécies tolerantes as condicdes salinas (HOLANDA et al., 2007).

Floriano (2004) sustenta que o cultivo de espécies arboOreas associadas ao uso de
corretivos é uma alternativa promissora para a reintegracao de solos salinizados por meio da
exploracdo agricola. Os efeitos benéficos da implantacdo dessas espécies nesses solos
explicam-se pelo fato do sistema radicular atingir camadas profundas do solo, aumentando a
sua permeabilidade, diminuindo assim, a evaporacdo e possibilitando melhorias nas
propriedades fisico quimicas dos solos.

Os efeitos da salinidade sobre as plantas estdo atrelados a diversos fatores,
caracterizados pelas influéncias impostas pelo ambiente e condicdes fisiologicas das plantas,
de crescimento e desenvolvimento de diferentes espécies e das condicdes estressantes e de
manejo de saberes (ALIAN et al., 2000). Vérias espécies podem até mesmo ser favorecidas
qguando expostas a altas concentracbes de NaCl (TESTER; DAVENPORT, 2003).
Determinadas plantas sdo beneficiadas pela salinidade durante a germinacdo, o que lhes
confere maior capacidade de adaptacdo ao estresse salino (VIANA et al., 2004).

A aplicacdo da salinidade em plantas, dependendo da espécie cultivar ou
variedade podem induzir a resultados positivos na producdo agricola, consistindo num método
eficiente na avaliacdo de gendtipos sensiveis ou tolerantes ao estresse salino. Khodadad
(2011) estudando a fisiologia do estresse em seis genotipos (KM5, KM8, KM12, KM19,
KM47 e Kose) de acafrdo (Carthamus tinctorius L.), usando agua destilada (0,0 MPa) e
quatro concentracdes de NaCl (-0,3, -0,5, -1 e — 1,5 MPa) verificou que os genétipos KM5,
KM8 e KM47 sdo sensiveis a salinidades nos potenciais de soluto de -1,0 e -1,5 MPa, devido
a reducdo nas atividades enzimaticas que culminou com uma menor germinagdo, baixo vigor
e reducdo no tamanho das plantulas. Por outro lado, o genotipo Kose foi considerado tolerante
ao estresse salino por exibir comportamento satisfatorio em potencias de soluto equivalentes,
apresentado bom desempenho nas varidveis avaliadas. Kaya et al. (2006) reportaram que a
percentagem de germinacdo de sementes de Helianthus annuus L. ndo foi influenciada pelo
NaCl em niveis de NaCl de 23,5 dSm™. (-1,06 MPa).
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Em contra partida, sementes de algumas espécies submetidas a altas
concentracdes de sal podem apresentar um tipo incomum de dorméncia e ndo germinarem,
Lin et al. (2012) verificaram que algumas sementes de trigo, submetidas a concentracdes de
NaCl de 300, 400, e 500 mM ndo germinaram. Contudo, quando essas sementes foram
semeadas e irrigadas com &gua destilada germinmara bem. Sobre tal fenémeno, Debez et al.
(2004) explicam que, isso pode ser uma estratégia adaptativa da germinacdo da semente em
ambiente salino. Os autores ressaltam ainda, que a condicdo extrema de salinidade induziu a
semente entrar em um tipo de dorméncia secundaria e que o sal, apenas retardou a germinacgéo

sem comprometimento da viabilidade.

3.4 Substéancias de reserva e sua mobilizacdo durante a germinacao

Durante e ap6s 0 processo germinativo, desencadeia-se um intenso processo de
mobilizacdo das reservas que foram armazenadas pela planta méae durante o desenvolvimento
da semente. Essas substancias sdo importantes fontes energéticas para 0S processos
metabolicos e como fonte de esqueletos de carbono, para a construcdo dos tecidos vegetais
(BEWLEY; BLACK, 1994; BUCKERIDGE et al., 2004).

A composi¢do quimica das sementes apresenta a mesma variagdo qualitativa de
componentes encontrada em outras partes da planta; inclui substancias classificadas como
componentes estruturais, materiais armazenados e produtos secundarios. O conhecimento da
composicdo quimica da semente é de fundamental importancia para o estabelecimento de
diretrizes, visando a sua utilizacdo como fonte de alimento para 0 homem e outros animais ou
como matéria-prima de ampla aplicacdo industrial (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Desde longa data as sementes vem sendo estudadas quanto a composi¢ao quimica
de suas reservas, 0 interesse ndo se da apenas por seu teor nutritivo, mas também pela
utilizacdo na confecgdo de produtos industrializados e outros fins. Além disso, o estudo da
composicdo quimica é do interesse pratico da tecnologia de sementes, pois, tanto o vigor
guanto o potencial de armazenamento de sementes sdo influenciados pelo teor dos seus
componentes (BUCKERIDGE et al., 2004).

H& uma grande variagdo na composicdo quimica das sementes, em geral, as
reservas sdo armazenadas no endosperma e/ou no embrido sendo carboidratos, proteinas e
lipidios as principais substancias armazenadas. A quantidade, composi¢do quimica,

propriedades e outros atributos estdo relacionados ao ambiente de ocorréncia, a espécie,
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cultivar ou variedae (BEWLEY; BLACK, 1994; BUCKERIDGE et al., 2004; MARCOS
FILHO, 2005).

3.4.1 Carboidratos

Carboidratos sdo polihidroxialdeidos ou polihidroxicetonas ou substancias que
liberam estes compostos por hidrdlise. S&o os principais componentes de reservas das
sementes da maioria das espécies cultivadas. Sua principal funcdo é o fornecimento de
energia para a retomada do crescimento do embrido durante a germinacdo (NELSON; COX,
2006). O amido e os polissacarideos de reserva de parede celular sdo os principais
carboidratos de reserva em sementes (BEWLEY; BLACK, 1994).

Os carboidratos de reserva armazenado em sementes de leguminosas tém sido
aplicados como indicadores taxondmicos. Muitas Fabaceae Papilionoideae armazenam
grandes quantidades de amido em suas sementes; em outras, sua ocorréncia € pequena ou
ausente. Em Caesalpinioideae e Mimosoideae 0 amido como reserva em sementes é uma
excecdo (HEGNAUER; GPAYER BARKMEIER, 1993).

O amido é um carboidrato homopolissacarideo, metabolicamente inativo,
armazenado em maiores quantidades nas sementes, principalmente no endosperma de
gramineas e no embrido de varias eudicotileddneas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).
O amido é constituido de cadeias longas de amilose e amilopectina, a primeira é formada de
cadeias de D-glicose, ndo ramificadas, compostas de 200 a 1000 unidades de glicose, unidas
por ligacOes glicosidicas de configuragdo a-1,4. A segunda € uma molécula muito maior, com
cadeias ramificadas, unidas a cadeia principal por ligacdes glicosidicas a-1,6. A maioria dos
grdos de amido é composta por cerca de 20-25% de amilose e de 50-75% de amilopectina
(MARCOS FILHO, 2005).

Segundo Taiz e Zeiger (2009), varias sdo as vias metabdlicas e enzimas nos
tecidos vegetais capazes de metabolizar o amido. Durante sua sintese, ocorre a participacdo de
diversas isoformas da amido sintase, havendo ainda, a participacdo de enzimas ramificadoras
e desramificadoras em etapas subsequentes (Figura 1). O conjunto destas enzimas € uma
fungéo da origem boténica de cada amido, assim, a mesma planta pode sintetizar diferentes
tipos de amido, como o amido transitorio, sintetizado em folhas, ou aquele encontrado em
Orgdos vegetativos ou ainda sintetizado em amiloplastos de Orgdos e estruturas de
armazenamento como sementes de oleaginosas durante a formacdo da semente, e, em alguns
casos, durante a germinacdo (NELSON; COX, 2006).
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As enzimas degradadoras de amido atuam sobre as ligacbes glicosidicas,
desmembrando os granulos de amido em estruturas menores, como a maltose e a glicose. As
principais enzimas sdo a a-amilase, a B-amilase ¢ a fosforilase do amido. A a-amilase é uma
endoenzima que hidrolisa aleatoriamente as ligagdes o-1,4 nas cadeias amilGsicas e
amilopectinicas, sendo a primeira enzima a atuar no processo de degradagdo do amido, pela
sua capacidade de agir diretamente no granulo, liberando moléculas de maltose e moléculas
maiores contendo ligagdes a-1,6, as dextrinas. Enquanto que a B-amilase é uma exoglucanase
que ataca somente os terminais ndo redutores dos polimeros do granulo de amido. Essa
enzima pode hidrolisar completamente a amilose, porém, hidrolisa parcialmente a
amilopectina, pois, ela ndo consegue quebrar as ligagdes a-1,6, 0 resultado € também a
liberacdo de dextrinas. Por ultimo, a amido fosforilase ataca as liga¢des a-1,4 incorporando
um fosfato entre a penultima e a Gltima molécula de glicose da extremidade nédo redutora,
liberando glicose-1-fosfato, que pode ser utilizada diretamente na producdo de sacarose, e
também de dextrinas. Essas dextrinas liberadas sdo entdo hidrolisadas por enzimas
desramificadoras, que atuam sobre as ligacdes a-1,6, liberando fracdes finais redutoras que
possibilitam a completa degradacdo do amido pelas exoenzimas (BEWLEY; BLACK, 1994;
BUCKERDIGE et al., 2004; NELSON; COX, 2006).

Figura 1 - Modelo de interconversao da sacarose em amido

I

Sacarose Amilopectina Amilose
Sacarose Amido sintase
sintase +enzima Amido sint
ramificadora I."" do simtase
) do amido ga '?I'?o
UDP glicose + frutose granalo
—— ADP glicose —————p ADP giicose
pirofosforilase .
ADP glicose ADP glicose
pirofosforilase pirofosforilase
Glicose 1-fosfato —————————  Glicose 1-fosfato
Fosfoglicomutase
citosolica Fosfoglicomutase
plastidial
Glicose 6-fosfato - —- Glicose 6-fosfato

Fonte: Emes et al. (2003).

A conversdo do amido a agUcares sollveis (sacarose, glicose e frutose) envolve
varias enzimas em mais de uma via metabdlica, representando um exemplo cléssico de
heterogeneidade da atividade enzimética (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Acredita-se que somente com a a¢do conjunta da a-amilase, f-amilase enzimas
desramificadoras e a-glicosidase, pode-se obter in vivo, a completa hidrdlise do amido.
Entretanto, o processo de degradacdo do amido vem sendo estudado sob aspectos mais
amplos, ao longo da germinacdo de sementes de cereais e leguminosas, enquanto as vias de
degradacdo em células de tecidos vegetais vivos e a participacdo de cada uma destas enzimas
na hidrolise do amido carecem de maior conhecimento (SARIKAYA et al., 2000;
NASCIMENTO et al., 2006).

Diferencas marcantes sdo encontradas quando comparados os modelos de
degradacdo de amido encontrado em 6rgdos de armazenamento de cereais como sementes de
cevada e arroz e de leguminosas como o feijao e a ervilha, ou ainda aquele acumulado de
forma transiente em cloroplastos de células de folhas durante o dia, o qual é conhecido como
amido transitorio (LLOYD; KOSSMANN; RITTE, 2005; SMITH et al., 2005).

Na Figura 2, estdo representados alguns modelos propostos para a degradacéo do
amido de diferentes origens vegetais.

Em sementes de cereais, 0 estabelecimento da degradacdo do amido acontece
durante a germinacdo, mediado pela intensa sintese “de novo” da a-amilase, a qual é
sinalizada pelas giberelinas, acompanhado pela a¢do da P-amilase e a-glicosidase nas
dextrinas liberadas. O amido armazenado em cotilédones de leguminosas ou em tubérculos
parece ser degradado principalmente por vias fosforoliticas (SMITH et al., 2005).

O efeito da salinidade sobre os processos metabdlicos nas plantas tem sido
largamente estudado na literatura. Munns, (2002) argumenta que o efeito da salinidade é
consequéncia de dois distintos componentes do estresse salino: (1) o componente osmatico
resultante da elevada concentracdo de solutos na solucdo do solo, provocando um déficit
hidrico pela reducédo do potencial osmoético; (2) o componente idnico, decorrente dos elevados
teores de Na* e CI" e da alterada relagio K*/Na" e outros nutrientes. O modelo bifésico de
reducdo do crescimento, proposto por Munns identifica a diminuicdo do potencial osmético
como o primeiro fator de reducdo do crescimento e, o efeito especifico dos ions, como o
segundo. Esses fatores interferem direto nos processos enzimaticos ivibializando a degradacéo
de reservas em 0Orgdos vegetais como sementes em germinagdo. Consequentemente, a
concentragdo de sais aumenta no citoplasma e inibe a atividade de enzimas de varias rotas
metabolicas (WILLADINO, 2005; PRISCO; GOMES FILHO, 2010).

Como j& mencionado, as amilases sdo enzimas chaves na degradacdo do amido
em sementes em germinagdo. Em condigOes de salinidade as atividades dessas enzimas séo

fortemente inibidas em vaérias espécies vegetais.
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Trabalhando com sementes de Vigna unguiculata semeadas em &gua (controle) e
em solucdo de 125 mM de NaCl, Prisco e Enéas-Filho (1981) verificaram decréscimo nos
teores de amido nos cotilédones e acumulo nos teores de acucares sollveis nos cotilédones e
no eixo embrionario, durante a germinacao.

Figura 2 - Modelos de degradacdo de amido em cotilédones de cereais e leguminosas e em
folhas. (A) via pela qual o amido € convertido em maltose e glicose no endosperma de
cereais. A membrana plasmatica e o envelope do amiloplasto sdo degradados no inicio da
germinacdo. (B) conversdo do amido em agucar nos cotilédones de leguminosas
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Segundo os autores, isso pode ter sido causado devido a inibi¢do da translocacgéo
dos produtos da hidrélise do amido em funcdo da salinidade. Zayed e Zeid (1997) e Zaied
(2010), trabalhando com sementes de Phaseolus vulgaris, semeadas em NaCl -1,0 MPa
constataram forte inibicdo nas atividades total e especifica das a e B—amilases durante a
germinacdo em comparacdo as semeadas em agua destilada. Marques et al. (2009) estudando
0 comportamento de sementes de cajueiro ando precoce submetidas a estresse salino
observaram forte inibicdo nas atividades das amilases, atribuindo tais efeitos aos elevados
teores de fons Na* e CI" nos tecidos das sementes em germinagdo. Murata et al, (2012)
estudando o comportamento de plantulas de Elaeagnus oxycarpa cultivadas em solucéo de

300 mM de NaCl encontraram efeitos toxicos nos processos enzimaticos, devido ao estresse
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salino. Dentre outros trabalhos na literatura relacionados a efeitos inibitorios da salinidade nas
atividades amilasicas em plantas, citam-se (NIKNAM et al., 2006; VOIGT, 2009; LIN 2012).

3.4.2 Lipidios

Os lipidios pertencem a um grupo de compostos quimicamente diferentes entre si,
mas, com uma caracteristica comum a todos, a insobilidade em agua. S&o ésteres de acidos
graxos e glicerol, conhecidos como triglicerideos ou triacilglicerdis, por ser cada molécula de
glicerol, combinada com trés moléculas de acidos graxos (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007).

Em sementes, os lipidios sdo armazenados na forma de triacilglicerois,
depositados em organelas denominadas esferossomos ou corpusculos de 6leo. Sdo compostos
mais reduzidos e, portanto, os lipidios sdo considerados fontes de energia mais eficientes do
que os carboidratos durante a germinacgédo e constituem forma importante de reserva (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

A grande maioria dos lipidios presentes em sementes é do tipo simples, em que 0s
acidos graxos sdo identificados pelo nimero de atomos de carbono e de ligagdes duplas. Os
saturados contém apenas ligacdes simples, com nimero par de atomos de carbono. O acido
palmitico é o principal &cido graxo saturado das sementes oleaginosas. Contudo, 0s mais
comuns sdo o0s insaturados, com uma ou mais ligagdes duplas nas cadeias hidrocarbonadas.
Os principais acidos graxos instaurados encontrados em sementes sdo o oleico (18:1) e o
linoleico (18:2), representando cerca de 60% da massa de todos os lipidios em sementes
oleaginosas (BUCKRIDGE et al., 2004; NELSON; COX, 2006).

Além dos lipidios de reserva, sdo importantes os fosfolipidios polares,
constituintes essenciais dos sistemas de membranas celulares. A organizagdo das membranas
afeta diretamente a normalidade dos processos fisiol6gicos em sementes, como a germinacéo,
a dorméncia, o vigor, a tolerancia a dissecacdo e o condicionamento fisioldgico. Sdo 0s
principais alvos do processo de deterioracdo pos-maturidade, de modo que a manutengdo de
sua integridade beneficia o desempenho das sementes (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER,
1989).

A mobilizacdo dos lipidios envolve a acdo de lipases, enzimas que clivam a
ligagdo éster dos trigliceridios ou de seus derivados (diacilglicerdis e monoacilglicerois),
liberando uma molécula de glicerol e até trés moléculas de acidos graxos (STONE;

GIFFORD, 1999). O glicerol é utilizado na sintese de glicose e os acidos graxos livres séo
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degradados a acetil-CoA, que podera ser utilizado no ciclo do glioxalato para produzir
sacarose depois de outros processos enzimaticos na gliconeogénese (TAIZ; ZEIGER, 2009).
A maior parte do glicerol resultante da acdo das lipases sobre os trigliceridios € convertida a
glicerol-fosfato, no citoplasma, 0 mesmo ¢ oxidado a diidroxiacetona-fosfato, na mitocondria.
Esse composto é um dos intermediarios da gliconeogénese e, ao retornar ao citosol, contribui
para a formacao de hexoses, empregadas na sintese de sacarose, que por sua vez é translocada
para o eixo embrionario em crescimento (BUCKERIDGE et al., 2004).

As lipases que possuem atividade 6tima em pH 4,0 e diminuem apo6s a
germinagdo sdo consideradas como ndo associadas a mobilizacdo dos trigliceridios; j& as
lipases com atividade 6tima em pH 7,0 aumentam a atividade durante a mobilizacdo dos
trigliceridios, apos a germinacao. A atividade dessas lipases encontrasse no citoplasma ou nos
glioxissomos, e ndo nos corpos lipidicos (BEWLEY; BLACK, 1994). O processo pelo qual
essas enzimas tem acesso ao seu substrato ainda ndo foi elucidado a contento. Sabe-se no
entanto, que a mobilizacdo dos lipidios estd associada as oleosinas, proteinas de baixo peso
molecular presentes nas membranas dos corpos lipidicos (TAIZ; ZEIGER 2009).

O destino dos subprodutos da hidrolise de trigliceridios é variavel. O glicerol pode
ser reutilizado para a sintese de trigliceridios, utilizado na respira¢do, ou convertido a sacarose
e transportado ao eixo embrionario em crescimento. Enquanto que os acidos graxos livres
podem sofrer B-oxidacdo e o seu produto, acetil-CoA, podera ser utilizado na respiracdo
celular ou na sintese de glicose (BEWLEY; BLACK, 1994).

Conforme Taiz e Zeiger (2009), durante a germinacdo, as sementes oleaginosas
metabolizam os triacilglicerois, convertendo-os em uma forma mais movel de carbono,
geralmente sacarose. Esse processo envolve uma série de etapas, localizadas em diferentes
compartimentos celulares (Figura 3).

As atividades das enzimas envolvidas no metabolismo dos lipidios sdo sensiveis
as altas concentracGes de NaCl no interior das células. Kumar: Sana e Hossain, (2004),
analisando o comportamento fisiol6gico de sementes e plantulas de Brassica napus,
cultivadas sob varias concentracfes de NaCl (0, 50, 150 e 200 mM) constataram que a
mobilizacdo dos produtos derivados da degradacdo lipidica foi severamente inibida nas
concentragcdes acima de 110 mM, devido aos efeitos inibitdrios nas atividades das enzimas
envolvidas no metabolismo dos lipidios.

Os autores explicaram que a inibicdo da lipase nos cotilédones foi causada por um
efeito direto dos ions Na* e CI” ou por um efeito indireto do sal, modificando a expressdo dos

genes decodificadores da enzima, afetando a sua sintese de novo. A germinacéo de diferentes
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gendtipos de cartamo (Carthamus tinctorius L.) ndo foi afetada significativamente pelo
aumento das contracdes de NaCl de 0, 5, 10 e 15 dSm*. Porém, reduziu a massa seca das
plantulas com consequente diminuicdo no tamanho das mesmas, causadas por distdrbios nos
processos de degradacdo dos lipidios (GHAZIZADE; GOLKAR; SALEHINEJAD, 2012).

Figua 3 - Conversao de lipidios em agucares durante a germinacéo de sementes oleaginosas
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Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2009).

Similares resultados sobre a inibicdo nas atividades lipasicas foram encontrados
em sementes de Phaseolus vulgaris (ZAYED; ZEID, 1997; ZAIED, 2010), Brassica napus
(KUMAR; SANA; HOSSAIN, 2004) Carthamus tinctorius (GHAZIZADE; GOLKAR,;
SALEHINEJAD, 2012), Elaeagnus oxycarpa (MURATA et al., 2012),

3.4.3 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas de estruturas complexas, formadas por

polimeros de aminoacidos. Todas as reagdes fisiologicas em células vivas giram em torno das
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propriedades quimicas e fisicas das proteinas, dai, a grande importancia desses compostos
para a vida vegetal e animal.

As proteinas vegetais podem ter fungdo estrutural, nutritiva ou enzimatica,
participando da estrutura de tecidos, liberando aminoacidos usados como substratos para
respiracdo e monitoramento de reacdes quimicas. Outras proteinas participam do mecanismo
de transporte, de defesa ou como reguladoras de processos fisiolégicos (MARCOS FILHO,
2005).

As proteinas de reserva de muitas sementes sdo encontradas em organelas
delimitadas por uma membrana simples, as quais sdo chamadas de corpos proteicos, esses
corpos sao vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico rugoso, em algumas gramineas, ou
vacuolos de acumulo de proteinas, como na maioria das espécies, nos quais as proteinas sdo
depositadas durante a maturacdo da semente em um estado osmoticamente inativo. Nas
sementes de eudicotiledéneas, os cotilédones sdo os principais locais onde ocorre o acumulo
de proteinas (BUCKERIDGE et al., 2004; MAYER; POLJAKOFF MAYBER, 1989).

A hidrdlise das proteinas em seus aminoacidos constituintes € feita por meio de
uma classe de enzimas chamadas proteases, que podem ser definidas conforme a maneira pela
qual atuam sobre os seus substratos: a) as endopeptidases clivam as ligacBes peptidicas
internas originando cadeias polipeptidicas menores; b) as aminopeptidases hidrolisam
sequencialmente a partir do ultimo aminoécido na extremidade amino terminal da cadeia, um
a um e c) as carboxipeptidases, que realizam funcdo semelhante a das aminopeptidases,
porém, a partir da extremidade do terminal carboxila da proteina (BEWLEY; BLACK, 1994).

Os aminoacidos resultantes da hidrélise das proteinas sdo convertidos em
glutamina e asparagina pela acdo da asparagina sintetase, essas amidas sdo transportadas para
0 eixo embrionario em crescimento (KRASENSKY'; JONAK, 2012).

A sintese e degradacdo das proteinas sdo influenciadas pela salinidade de maneira
semelhante ao que ja foi descritos para carboidratos, amido e lipidios. Contudo, as proteinas
enzimas desempenham papel chave na grande maioria das reagdes, em todos 0s processos das
vias metabolicas de sintese e degradacdo, portanto, os sintomas da salinidade afetam, em
primeira ordem, as atividades proteicas que desencadeiam uma série de desequilibrios
fisiologicos e bioquimicos (TESTER, 2008; JANSKA et al.; 2010).

As respostas aos estresses ambientais ocorrem em todos o niveis de organizacao
celulares, incluindo sistemas de membranas, modificacdo da arquitetura da parede celular e
alteracbes no ciclo celular. Em contra partida, as plantas alteram o metabolismo de varios

modos, inclusive a producdo de de solutos compativeis, tais como: prolina, rafinose e glicina
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betaina, capazes de estabilizar as proteinas e estruturas celulares e/ou para manter a
turgescéncia celular por ajuste osmotico e reestabilizar o equilibrio metabdlico (MUNNS;
TESTER, 2008; JANSKA et al., 2010). A nivel molecular a expressdo génica € modificada
pela tensdo ocasionada pelo estreesse (CHINNUSAMY ZHU; ZHU, 2007; SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

Gonela et al. (2004) investigando o comportamento de proteases em semente de
variedades de Stylosanthes guianensis (Aubl.) durante a germinacéao inferiu que a salinidade
induz a alteracfes ndo negativas na atividade das peroxidades, as autoras consideram que este
comportamento possa estd relacionado a sensibilidade ao estresse salino, ressalta-se no
entanto, que, conforme Dash e Panda, (2001) espécies sensiveis a salinidade diminuem a

atividade desta enzima, prejudicando o ajustamento osmotico.

3.5. Caracterizacédo de Copaifera langsdorffi Desf.

A Copaifera langsdorffii Desf. pertence a divisdo Magnoliophyta, Classe:
Magnoliopsida Ordem Fabales, Familia Fabaceae, Subfamilia Caesalpinoideae e Género
Copaifera (APG 111, 2009; FORZZA et al., 2010). E conhecida popularmente como copaiba,
6leo-de-copaiba, copaiba vermelha, balsamo, oleiro, copaiba-da-varzea, copaibera-de-minas,
copauba, cupilva, Oleo-vermelho, pau-de-6leo, poddi. A copaiba tem ampla distribuicdo
geografica no territorio brasileiro (da Amazdnia a Santa Catarina, no Nordeste e Centro-
Oeste). E espécie ocorrente em varias formacdes vegetais, tais como: mata Umida, cerradio
cerrado, carrasco e caatinga. No Ceara a copaiba cresce sobre a Chapada do Araripe, extremo
sul do estado (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A copaiba é arborea, perene, tem crescimento lento, alcanca de 25 a 40 metros de
altura (Figura 4A), podendo viver até 400 anos (LORENZI, 2002). O tronco € aspero, de
coloragdo escura, com medidas entre 0,4 e 4 metros de didmetro. As folhas s&o alternas,
compostas paripinadas, com 3 a 5 jugos, foliolos opostos ou alternos, glabros (Figura 4B), as
folhas quando jovens apresentam coloracdo avermelhada (Figura 5C). Inflorescéncias
peniculadas, terminais, com uma média de 125 flores. As flores sdo hermafroditas apétalas,
branco-esverdeadas com aproximadamente 5 mm de didmentro, célice formado por quatro
sépalas livres, possuem odor intenso, nectarias, senecem no segundo dia apés a antese (Figura
4C).

Os frutos sdo do tipo foliculo, a maioria € monospérmica (Figura 4E), semente

preta envolvida por um arilo de cor laranja (Figura 4E). A copéiba pertence ao grupo das
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deciduas ou semideciduas, helitfitas, seletivas e xerdfitas. Vive tanto na mata priméaria como
nas formacgdes secundéarias. (RAO et al., 2001; LORENZI, 2002; FREITAS; OLIVEIRA,
2002).

Figura 4 - Copaifera langsdorffii Desf.: (A) aspecto geral da planta; (B) folha; (C) flores; (D)
frutos verdes e (E) sementes

A

Fonte: Fotografias do Autor.

Copaifera langsdorffii € uma das espécies com estudos ligados a ciéncia, a
etnoboténica, aos saberes tradicionais entrelagcados pelo conhecimento cultural e social,
instrumentos fundamentais para uma leitura mais complexa da relagdo sociedade/natureza. Os

usos tradicionais da copaiba datam de tempos anteriores ao periodo colonial, refletindo o
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aporte do conhecimento produzido por etnias indigenas, africanas e comunidades rurais
(SALVADOR, 1975).

O oOleo extraido da copaiba é largamente utilizado no tratamento de Ulceras,
sinusites, inflamacdes da pele, rins e garganta de humanos e de outros animais, também é
usado no controle de doencgas sexualmente transmissiveis; na industria de perfumes; Como
bactericida e anti-inflamatdrio; na manufatura de sabonetes, cremes e espumas de banho,
xampus, cremes condicionadores, logdes hidratantes e capilares, para amaciar o cabelo; na
iluminacdo é usado como combustivel de lamparinas, na calafetacdo do casco de pequenas
embarcagdes ribeirinhas e até mesmo maritimas pelos nossos “comquistadores”, portugueses
e espanhois (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Além do Odleo-resina, a copaiba produz resina viscosa de alta durabilidade
utilizada em industrias de vernizes, pinturas e lacas. A madeira € utilizada na construcao civil,
movelaria e para producéo de energia (BRAGA, 1960; LORENZI, 2002).

No Brasil, a espécie C. langsdorfii Desf. é particularmente importante por estar
distribuida por todo o territorio (da Amazonia a Santa Catarina, no Nordeste e Centro-Oeste) e
por possuir quatro diferentes variedades: C. langsdorfii var. grandifolia, grandiflora, laxa e
glabra (VEIGA; PINTO, 2002).

Algumas pesquisas a cerca da fisiologia de sementes de Copaifera langsdorffii
tém sido desenvolvidas (BEZERRA et al., 2002; NOLETO et al., 2010). Entretanto, aspectos
bioquimicos e fisiologicos da composicdo das reservas e sua mobilizacdo nas sementes
durante a germinacdo e crescimento inicial das plantulas de copaibas sdo ainda pouco
conhecidos.

Conforme o exposto, neste trabalho foram estudadas as relagdes entre embebicéo,
técnicas de superacdo de dorméncia, condicdes de déficit hidrico e de salinidade e a
germinacdo; bem como a mobilizacdo de reservas cotiledonares e as atividades das principais
enzimas envolvidas no processo, em sementes e plantulas de copaiba submetidas a estresse

salino.
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Andlise de Sementes (LAS), do
Departamento de Fitotecnia e no Laboratério de Fisiologia Vegetal (LABFIVE), do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

4.1 Material Botanico

As sementes de copaiba foram coletadas na parte aérea de uma Unica planta (safra
2009), pertencente a constituicdo floristica da Chapada do Araripe, sitio Barreiro Grande,
municipio do Crato-CE, situado em latitude sul 7° 14’ 03” e longitude oeste 39° 24’ 34”
(LATITUDE DAS CIDADES BRASILEIRAS, 2012). As sementes foram conduzidas ao
Laboratdrio de Andlises de Sementes onde foram beneficiadas, acondicionadas em garrafas
plasticas hermeticamente fechadas e armazenadas em camara fria com temperatura de 10 °C +
1,0 °C e umidade relativa do ar de 60% + 3%.

Antes de serem utilizadas na pesquisa as sementes foram tratadas com hipoclorito

de s6dio a 5% por 20 minutos para desinfecc¢éo.

4.2 Condicdes gerais dos experimentos

A presente pesquisa foi conduzida em quatro experimentos consecutivos:
Experimento I: embebicdo. Neste experimento foi determinado o teor de dgua e a evolugédo
da curva de embebicdo com intuito de relacionar a absorcéo de 4gua com o tipo de dorméncia
e 0 comportamento germinativo das sementes de copaiba.

Determinou-se o teor de agua inicial das sementes de copaiba pelo método direto,
de acordo com As Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009). Foram amostradas ao
acaso duas subamostras de 10 g de sementes, acondicionadas em capsulas de aluminio,
mantidas em estufa a 105 + 3 °C por 24 horas e pesadas em balanca analitica com precisdo de
0,0001 g .

As curvas de embebicdo foram determinadas em dois procedimentos: a) as
sementes foram imersas em 100 mL de &gua destilada (em copo de Becker) apds serem
submetidas aos seguintes tratamentos: imersdo em agua a 50, 75 °C e fervente por 10, 15 e 20
minutos para cada temperatura; imersdo em &cido sulfurico concentrado por 15, 30 e 60

minutos e controle (sem tratamento); b) as sementes foram imersas em acido sulfurico
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concentrado por 60 minutos, lavadas em &gua corrente por 10 minutos, em seguida postas
para embeber em 100 mL de solucéo de cloreto de sddio ou de polietileno glicol 6.000 (PEG
6.000) com diferentes potenciais de solutos [(0,0 (controle), -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa)],
utilizaram-se duas subamostras de 10 g de sementes por tratamento. O tempo de embebicao
foi de 168 horas e as pesagens ocorreram ap0s 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢
168 horas de embebicao.

O ganho de agua para determinar as curvas de embebicéo foi obtido com base no
teor de agua inicial das sementes. Os resultados foram expressos em percentagem, calculados
pela férmula:

Umidade = [(Pu-Ps)/(Pu-T)]x100 em que:
Pu = massa da semente Umida mais o peso da capsula

Ps = massa da semente apds a secagem mais 0 peso da capsula
T = massa da capsula

Experimento Il: superacdo de dorméncia. Neste experimento avaliaram-se técnicas de
superacao de dorméncia nas sementes de copaiba com os seguintes tratamentos:

a) Tratamentos com agua

-imersdo em agua destilada a temperatura ambiente por 24, 48 e 72 horas;

-imersdo em agua a 50, 75 °C e fervente por 10, 15 e 20 minutos para cada temperatura;

b) Tratamentos com &cido

-imersd@o em &cido sulfurico concentrado (98,08%) por 15, 30 e 60 minutos; e

c) controle

Sem tratamento.

Experimento I11: germinacéo sob estresses hidrico e salino. Neste experimento avaliou-se
0 comportamento germinativo das sementes de copaiba submetidas a condi¢cdes de déficit
hidrico e de salinidade e.

Para simular a condicdo de salinidade e de déficit hidrico, os tratamentos
consistiram de agua destilada (controle) e cinco solucdes de cloreto de sddio (NaCl) e cinco
solugdes de polietileno glicol 6.000 (PEG 6.000), respectivamente, com diferentes potencias
de solutos (¥s): -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa.

As quantidades de NaCl para os potenciais de solutos desejados foram obtidas
tomando-se como base os calculos da equacdo de Van't Hoff, citada por Salibury e Ross
(1992).
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¥s = -iICRT
Onde:

Ys = potencial osmotico em bar;

I = coeficiente isotonico;

C = concentracdo da solucdo, pressdo em moles de solugéo por Kg de agua;
R = constante universal dos gases (0,0831 Kg bar K™* mol™);

T = temperatura em Kelvin (°K).

As quantidades de PEG 6.000 foram obtidas de acordo com a Tabela citada por Vilela et al.
(1991).

Experimento IV: mobilizagdo de reservas. Realizou-se neste experimento os estudos a
mobilizagcdo das principais substancias de reserva durante a germinagdo das sementes e
desenvolvimento inicial de plantulas de copaiba submetidas a condi¢Bes salinas. Antes da
semeadura as sementes foram imersas em &cido sulfdrico concentrado (98,08%) por 60
minutos, para eliminar a dorméncia tegumentar. Os tratamentos consistiram de &dgua destilada
(controle) e cinco solucgdes de cloreto de sédio (NaCl) com diferentes potenciais de solutos
(¥s): -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa. As quantidades de NaCl para os potenciais osmoticos

desejados foram obtidas seguindo o mesmo procedimento descrito para o experimento Ill.

4.3 Semeadura

A semeadura foi feita entre trés folhas de papel germitest (30 cm x 20 cm),
previamente autoclavadas e umedecidas com agua destilada (experimento 1) com as solucbes
de NaCl ou de PEG 6.000 para os estresses salino e hidrico respectivamente (experimento I11)
e com as solugdes de NaCl (experimento IV) na propor¢do de 2,5 vezes a massa seca do
papel. Foram utilizadas cinco repeticdes de 25 sementes para cada tratamento. Os rolos de
papel contendo as sementes foram colocados em cubas plasticas, estas foram fechadas e
acondicionadas em camara de germinacdo do tipo B.O.D., reguladas para a temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 h.
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4.4 Descricao das avaliagdes

Para a germinacao foram avaliadas as seguintes variaveis:

Percentagem de germinacdo (%G) - calculada conforme Brasil, (2009), pela seguinte
formula:

%G = a/n*100

Onde:

a = numero de sementes germinadas;

n = nlmero de sementes semeadas/repeticdo

indice de velocidade de germinacéo (IVG), obtido de acordo com a férmula de Maguire
(1962):

IVG =Y ni/i

Onde:

ni = namero de sementes germinadas no dia;

i = numero de dias apds a semeadura.

Tempo médio de germinacdo (TMG). determinado conforme Labouriau (1983), com 0s

resultados expressos em dias ap6s a semeadura, calculados pela formula.

Tm =X nj X ti/n; em que:

Tm = tempo médio de germinacéo (dias);
ni = nimero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem;
ti = tempo médio decorrido entre o inicio da germinagdo e i-ésima contagem.

As contagem das sementes germinadas ocorreram diariamente com inicio aos seis
dias apds a semeadura (dia em que germinou a primeira semente) e término aos 20 dias apés a
semeadura, quando se notou visualmente a impossibilidade de haver germinacdo das sementes
remanescentes. Foram consideradas germinadas as sementes com raiz priméria de 0,5+0,2 cm
de comprimento (JUNTILA, 1976; DURAN; TORTOSA,1985).

4.5 Mobilizacéo de reservas
Apbs varios testes preliminares com as sementes de copaiba, avaliando-se o

comportamento germinativo e o desenvolvimento das plantulas em funcdo do tempo e das

condigdes aplicadas foram eleitos quatro estadios de desenvolvimento (Figura 5).
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ED 0: sementes dormentes;

ED 1: raiz com 5£2 centimetros de comprimento aproximadamente (10+2 DAS);
ED 2: emissdo dos protofilos(18+2 DAS);

ED 3: plantulas com protofilos totalmemte expandidos (25£2 DAS).

Para 0 ED 0, cinco repeticdes de 10 sementes, sofreram a remoc¢do manual do
tegumento, em seguida foram congeladas (-20 °C), depois liofilizadas e pesadas para
determinacdo da massa seca, prosseguindo-se com maceracdo. O pd liofilizado foi
armazenado em vidros de 8,0 mL hermeticamente fechados, em condicdes refrigeradas (10 °C
* 1,0 °C) para posterior utilizag&o.

Para os demais estadios de desenvolvimento, as sementes foram germinadas,
conforme a metodologia anteriormente descrita. Em cada ED, para cada repeticdo, separaram-
se 15 plantulas em cotilédones e eixos embrionarios, 0s eixos embrionarios foram separados
em parte aérea e raiz, depois, fez-se 0 mesmo procedimento aplicado ao ED 0.

O estudo da mobilizacdo das principais reservas foi baseado nos teores
cotiledonares e do eixo embrionério de lipidios, amido, proteinas, actcares soluveis (redutores

e ndo redutores) e aminodacidos livres em cada estadio de desenvolvimento.

Figura 5 - Fotografias das sementes (A) e das plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.), nos estadios de desenvolvimento: (B) ED 1; (C) ED 2 e (D) ED 3

Fonte: Foto do autor. Obs: fotografias em escalas diferentes.
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4.5.1 Amido

Realizou-se a extracdo e determinacdo do amido dos cotilédones conforme Hodge
e Hofreiter (1962). No precipitado remanescente da extracdo de acucares sollveis
adicionaram-se 4,0 mL de acido perclérico a 30% (v/v), mantendo-se 0s tubos sob agitacdo
constante, por 20 min, com o auxilio de uma mesa agitadora com movimentos orbitais a 45
rpm, prosseguindo-se com adicdo de 5,0 mL de agua desionizada em cada tubo, fez-se
centrifugacdo a 3.000 x g, por 15 minutos em temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Coletou-se o
sobrenadante e o precipitado foi submetido a mais duas extracGes. ApoOs a extracdo, 0S
sobrenadantes foram hogeneizados, aferindo-se seu volume para 50 mL com &cido perclérico
a 6,9% (v/v), em baldo volumétrico. Quantificou-se o amido adicionando-se em tubos de
ensaio, 1,0 mL do extrato convenientemente diluido e 5,0 mL de uma solucdo de antrona a
0,14% (p/v), preparada em acido sulfdrico a 14 M. Os tubos foram mantidos em banho-maria
a 95 °C por 10 minutos, parando-se a reagdo com banho de gelo. As amostras triplicadas
foram submetidas a quantificacdo dos aclcares soltveis por meio de leituras de absorbancia a
620 nm, utilizando-se como branco, 4gua desionizada e antrona a 0,14% em substituicdo ao
extrato. A curva padrdo de carboidratos foi obtida utilizando-se solugdes com concentragoes
crescentes de D(+) glicose anidra. Os teores de amido obtidos representam a média de duas
extracdes independentes para cada repeticdo, sendo expressos em mgg™ de massa seca.

4.5.2 AcUcares solUveis (redutores e ndo-redutores)

O extrato foi obtido colocando-se em tubos de ensaio, 50 mg do pé liofilizado,
com adicdo de cinco mL de etanol a 80%, sendo em seguida o material submetido a 75 °C, em
banho-maria por 60 minutos, com agitacdes a cada 15 minutos, prosseguindo-se com
centrifugacdo a 3.000 x g, por 15 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
coletado, repetindo-se o0 processo mais duas vezes, partindo-se do precipitado remanescente.

Os sobrenadantes coletados foram reunidos e o volume completado para 25 mL
com etanol a 80% (v/v), em baldo volumétrico e armazenados em condicdes refrigeradas de -
25 °C, para posterior utilizacdo, enquanto o precipitado final foi reservado para a extracéo do
amido.

A determinacdo dos carboidratos soltveis foi realizado conforme Dubois et al.
(1956). Em 0,5 mL do extrato a contento diluido adicionou-se 0,5 mL de fenol a 5% (v/v) e

2,5 mL de H,SO,4 concentrado. A mistura foi agitada e repousada por 10 min, a critério de
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resfriamento. As amostras foram submetidas a quantificagdo dos agucares sollveis através de
leituras de absorbancia em 490 nm, utilizando-se como branco, &gua desionizada em
substituicdo ao extrato mais fenol a 5% e 2,5 mL de H,SO,4 concentrado. Cada extrato foi
dosado em triplicata. A curva padrdo para a avaliacdo dos acucares sollveis foi obtida
utilizando-se solugdes com concentragdes crescentes de D(+) glicose anidra.

Os acucares redutores foram determinados de acordo com Miller (1959). Em
tubos de ensaio contendo 1,5 mL do extrato a contento diluido, foram adicionados 1,5 mL da
solucdo reagente DNS, formada por acido 3,5-dinitrossalicilico a 1,0% (p/v), hidréxido de
sodio a 1,0% (p/v), fenol a 0,2% (v/v) e sulfito de sédio a 0,05% (p/v). O material foi agitado
e mantido em banho-maria a 85 °C por 15 minutos. O material foi removido do banho-maria
com imediata adicdo de 0,5 mL de uma solucdo de tartarato de sodio e potassio a 40%,
seqguido de agitacdo. Em temperatura ambiente, submeteram-se as amostras triplicadas a
quantificacdo dos acUcares redutores, através de leituras de absorbancia a 575 nm, utilizando-
se como branco, dgua desionizada no lugar do extrato e 0os demais componentes do meio de
reacdo. A curva padrdo de acucares redutores foi obtida utilizando-se solucGes com
concentracgdes crescentes de D(+) glicose anidra.

Os agUlcares ndo-redutores foram determinados pela diferenga entre os aglcares
sollveis e os acgucares redutores. Os teores de acucares soluveis, redutores e ndo-redutores
obtidos representam a meédia de duas extragcBes independentes para cada repeticdo, sendo

expressos em mgg™ de massa seca.

4.5.3 Lipidios

Os teores lipidicos totais cotiledonares de cada ED foram determinados por
gravimetria, em duas extracdes independentes. Em tubos de ensaio previamente com massa
aferida, adicionou-se 50 mg do material liofilizado e 5,0 mL da mistura extratora, formada por
cloroférmio (99,80%) e metanol (99,80%), na proporcdo de 2:1, respectivamente. Os tubos
foram fechados e mantidos sob agitacdo constante, sobre mesa agitadora com movimentos
orbitais a 45 rpm por 60 minutos seguida de centrifugagéo a 3.000 x g, por 30 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante com os lipidios dissolvidos foi descartado. Repetiu-se
a extracdo mais duas vezes, partindo-se do precipitado remanescente, sob as condigdes ja
descritas, com o tempo de agitacdo de 30 min. O precipitado delipidado foi mantido em estufa
a 60 °C por 72 h para a completa volatilizagdo da mistura extratora, com pesagens a cada 24 h

até atingir massa constante. Cada amostra foi analisada em triplicata. Os valores
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correspondentes aos teores de lipidios totais nos cotilédones foram obtidos através da
diferenca entre as massas inicial e final do pd e expressos em mgg™ de massa seca.

4.5.4 Proteinas totais

A determinacéo dos teores de proteinas totais em cada ED foi realizada de acordo
com Baethgen e Alley (1989). O extrato foi obtido colocando-se para cada tratamento cinco
amostras de 30 mg de material liofilizado em tubos digestores contendo 1,11 g da mistura
catalisadora de sulfato de potassio a 98-102% mais sulfato de cobre e selénio em p6 a 99,5%,
na proporcdo de 1:0,1:1:0,01 (p/p), juntamente com 2,0 mL de acido sulfdrico a 98,08%, os
tubos foram colocados em um bloco digestor com temperatura elevada gradualmente até 350
°C, para a mineralizacdo das amostras. Apds a completa digestdo do material o material foi
ressuspenso em agua desionizada e o volume final aferido para 25 mL, em baldo volumétrico.
O teor proteico total foi determinado adicionando-se em tubos de ensaio, 1,0 mL da amostra
diluida a contento com uma solucéo preparada pela dissolucdo de 22 g da mistura catalisadora
utilizada na digestdo em 1,0 L de H,SO4 a 1,1 M (solugdo diluente). Em seguida, foram
adicionados 5,5 mL de uma solugdo formada por fosfato de sddio dibasico a 0,1 M, tartarato
de sodio e potassio a 5% (p/v) e hidroxido de sédio a 5,4% (p/v) ; 4,0 mL de solucéo
contendo salicilato de s6dio a 15% (p/v) mais nitroprussiato de sédio a 0,03% (p/v); mais 2,0
mL de hipoclorito de sédio a 0,31% (v/v), utilizando como branco a solucdo diluente em
substituicdo ao extrato, prosseguindo-se com agitacdo e banho-maria a 37 °C durante 15 min.
O nitrogénio total foi estimado através de leituras de absorbancia a 650 nm, baseando-se na
curva padrdo ajustada a partir de solugcbes com concentragdes crescentes de sulfato de
amonio. Dosagem foi triplicada. Os teores de proteinas totais foram obtidos multiplicando-se
o teor de nitrogénio total por 6,25, levando-se em conta que nas proteinas o teor de nitrogénio
é em média, 16% e os resultados representam a média de duas extra¢Bes independentes para
cada repeticdo, sendo expressos em mgg™ de massa seca.

4.5.5 Aminoécidos livres

Utilizando-se o extrato preparado para carboidratos soliveis determinaram-se 0s
teores de aminoéacidos livres segundo Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio foram
adicionados 0,5 mL do extrato, a contento diluido; 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M, (pH

5,0); 0,5 mL de cianeto de potassio a 0,2 mM, em metilcelosolve a 100% (v/v); e 0,1 mL de
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de uma mistura de ninhidrina a 5% (p/v) mais metilcelosolve a 100% (v/v). O material foi
agitado e mantidos em banho-maria a 95 °C, por 20 minutos, interrompendo-se a reagdo com
banho de gelo, prosseguindo-se com adicdo de 0,65 mL de etanol a 60% (v/v). Os teores de
aminoacidos livres foram estimados através de leituras de absorbéancia a 570 nm, tomando-se
como branco, agua desionizada no lugar do extrato com os demais constituintes do meio de
reacdo. A curva padrdo foi ajustada a partir de solugbes com concentracdes crescentes de
glicina. Cada extrato foi dosado em triplicata. Os teores de aminoacidos livres obtidos
representam a média de duas extracfes independentes para cada repeticdo, sendo expressos

em mgg™ de massa seca.

4.5.6 Determinacao dos teores de fons Na*, K" e CI

Para as determinacdes dos teores dos ions Na*, K™ e CI', preparou-se o extrato em
tubos de ensaio contendo 50 mg do material liofilizado com 10 mL de agua desionizada, e m
em ntido em banho-maria a 45 °C, por 60 minutos agitando-se a cada 15 minutos, seguiu-se 0
processo com centrifugacdo a 3.000 x g, por 15 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi filtrado em papel e armazenado a -20 °C durante o periodo de utilizagdo
annalitica. Determinaram-se os teores de Na* e K* com o auxilio de um fotdmetro de chama
(MALAVOLTA; VITTI: OLIVEIRA, 1989).

Os teores de CI" foram determinados segundo Gaines, Parker e Gascho (1984).
Em tubos de ensaio, foi adicionado 1,0 mL do extrato bruto a contento diluido e 0,167 mL da
mistura de reacdo, formada por tiocianato de mercurio a 13,2 mM preparado em metanol a
100% e nitrato férrico a 20,2% (p/v), em &gua desionizada, na proporcao de 4:1. Apés 15
minutos de agitacdo, os teores de CI” foram estimados através de leituras de absorbancia em
460 nm, utilizando-se como branco, agua desionizada em substituicdo ao extrato. As dosagens
do extrato foram em triplicata. A curva de calibracdo foi obtida utilizando-se solugdes com
concentracdes crescentes de NaCl. Os teores dos fons referidos foram expressos em mgg™ de

MasSa seca.
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4.6 Atividades enziméaticas em cotilédones

4.6.1 Enzimas do metabolismo dos lipidios

Extracéo - Para a aquisi¢do do extrato utilizado para a determinagdo da atividade das enzimas
do metabolismo de lipidios, homogeneizou-se 100 mg do material liofilizado de cotilédones
em almofariz e pistilo a 4 °C, durante 4 minutos, com 2,0 mL de tampéo de extracdo contendo
Tris-HCI a 100 mM (pH 7,5), cloreto de potassio a 10 mM, cloreto de magnésio a 1,0 mM,
EDTA a 1,0 mM, glicerol a 20% (v/v), ditiotreitol (DTT) a 2,0 mM e fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) a 1,0 mM, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 16.000

X g, por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos.

4.6.1.1 Lipase

Determinou-se a atividade lipasica conforme Winkler e Stuckmann (1979), com
modificacdes sugeridas por Gupta, Rathi e Gupta (2002). Utilizou-se como meio de reacédo
0,1 mL do extrato bruto e 2,4 mL de uma mistura recém-preparada das seguintes solugdes, na
proporcdo de 1:9:0,2, respectivamente: a) solu¢do tampédo Tris-HCIl a 55 mM, pH 8,0,
contendo goma arébica a 0,23% (p/v) e desoxicolato de sodio a 0,11% (p/v); b) palmitato de
p-nitrofenila (pNPP) a 0,3% (p/v), preparada em isopropanol a 100% (v/v); e ¢) TRITON X-
100 a 100% (v/v). A reacdo teve inicio pela adicdo do extrato bruto e as amostras foram
incubadas a 37 °C, em banho-maria, durante 15 minutos, interrompendo-se a mesma com
banho de gelo, a concentracdo do p-nitrofenol liberado a partir da hidrélise enzimatica do
pNPP foi determinada pela absorbancia em 410 nm, tomando-se como branco, agua
desionizada e os demais constituintes do meio de reacdo. Cada extrato enzimatico foi dosado
em duplicata. A atividade lipasica total foi expressa em pmol de p-nitrofenol.min™.mg™ de
massa seca e a atividade especifica em pmol de p-nitrofenol.min™.mg™ de proteina, usando-se
para os célculos, o coeficiente de extingdo molar (1,5 x 10° M™.cm™) do p-nitrofenol
(SADEGHIPOUR; BHATLA, 2002).

4.6.1.2 Liase do isocitrato

A atividade da liase do isocitrato foi determinada espectrofotometricamente,

através do aumento da absorbancia em 324 nm, devido a formagdo de glioxalato de
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fenilhidrazona, de acordo com o método descrito por Dixon e Kornberg (1959). O meio de
reacdo consistiu de tampdao imidazol-HCI a 100 mM, pH 7,1, MgCl; a 5,0 mM, cloridrato de
fenilhidrazina a 3,33 mM, cloridrato de cisteina a 2,0 mM, isocitrato de sodio a 1,67 mM e
100 puL do extrato bruto, em um volume final de 1,0 mL. A reacdo foi conduzida a
temperatura ambiente, sendo iniciada pela adi¢do do isocitrato de sédio. As leituras inicial e
final ocorreram ap6s 15” e 5°15” de reacdo, respectivamente. Cada extrato enzimatico teve
dosagem duplicada. A atividade total da liase do isocitrato foi expressa em nmol de glioxalato
min? mg™® de massa seca e a atividade especifica, em nmol de glioxalato min*mg™ de
proteina, usando-se para os célculos, o coeficiente de extingdo molar (1,7 x 10* M™ cm™) do
glioxalato de fenilhidrazona (DIXON; KORNBERG, 1959).

4.6.1.2 Sintase do malato

Determinou-se a atividade da sintase do malato medindo-se o aumento da
absorbancia em 412 nm, devido a reacdo entre o DTNB (acido 2,2’- dinitro-5,5’-ditio-
dibenzoico) e o grupo tiol livre da coenzima-A (CoA), de acordo com o0 método descrito por
Hock e Beevers (1966). Tendo como meio de reacdo tampédo imidazol-HCI a 100 mM, pH
7,1, MgCl; a 5,0 mM, DTNB a 0,13 mM, acetil-CoA a 0,1 mM, glioxalato de sodio a 3,33
mM e 100 pL do extrato bruto, em um volume final de 10,0 mL. A temperatura ambiente, a
reacao teve inicio pela adicdo do glioxalato de sédio ao meio de reacdo. As leituras inicial e
final foram feitas apds 157e 2°15” de reacdo, respectivamente. Cada extrato enzimatico teve
dosagem duplicada. A atividade total da MS foi expressa em nmol de CoA min™ mg™ de
massa seca e a atividade especifica, em pmol de CoAmin™ mg™ de proteina, usando-se para
os calculos, o coeficiente de extingdo molar (1,33 x 107 M cm™) do complexo DTNB-CoA
(HOCK; BEEVERS, 1966).

4.6.2 Enzimas do metabolismo de amido

Extraco - Para as determinagdes das atividades das enzimas a- e 3-amilases e fosforilase do
amido, os extratos foram obtidos apds a homogeneizacdo de 100 mg do poé liofilizado em
almofariz e pistilo com 2,0 mL de tampéo de extracdo, composto por Bis-Tris a 100 mM, pH
6,5, MgCl, a 3,0 mM, cloreto de célcio a 3,0 mM, glicerol a 20% (v/v), TRITON X-100 a
1,0% (v/v), DTT a 20 mM e PMSF a 1,0 mM (SAEED; DUKE, 1990). Apés a

homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g, por 20 minutos a 4 °C. O
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sobrenadante obtido foi purificado em colunas de Sephadex G-25, usando-se um kit PD
Spintrap G25 (GE Healthcare), conforme instrugdes do fabricante.

4.6.2.1 a- e f—Amilases

A atividade amilésica total foi determinada segundo Guglielminetti et al. (1995).
O meio de reagdo foi composto por tampéo acetato a 50 mM, pH 5,2, CaCl, a 10 mM, amido
soluvel a 1% (p/v) e 100 pL do extrato purificado, em um volume total de 1,0 mL. A reacéo
ocorreu em banho-maria a 30 °C, sendo iniciada pela adi¢do do extrato. Apos 30 minutos, a
reacédo foi parada pela adi¢do de 1,0 mL da solucéo reagente DNS e os carboidratos redutores
liberados foram computados conforme Miller (1959), através de leituras de absorbancia em
575 nm, utilizando-se como branco, amostras em que o extrato foi adicionado ap0s o reagente
DNS. A curva padrdo foi obtida utilizando-se solugcdes com concentragdes crescentes de
maltose. Cada extrato enzimatico foi dosado em duplicata e a atividade amilésica total
expressa em umol de maltose min'mgde massa seca ¢ a atividade especifica em pmol de

maltose min™mg™ de proteina.

4.6.2.2 Fosforilase do amido

A atividade da fosforilase do amido foi determinada colorimetricamente, segundo
Lee (1966), através da determinacdo do fosfato inorganico (Pi) liberado a partir da glicose-1-
fosfato, em razdo da adicdo de glicose a molécula de amido existente no meio de reacéo,
composto por MES a 100 mM, pH 6,3, amido soltvel a 1,0% (p/v), glicose-1-fosfato a 10
mM e 100 pL do extrato, em um volume total de 1,0 mL. A reacdo foi iniciada com adi¢do de
glicose-1-fosfato e as amostras foram incubadas em banho-maria a 30 °C, por 30 minutos. A
reacdo foi paralisada adicionando-se 0,5 mL de uma solugdo de &cido tricloroacético (TCA) a
5,0% (p/v), seguida da adicdo 2,0 mL de uma solucdo de acetato de sodio a 100 mM. O Pi
resultante foi determinado como descrito por Fiske e Subbarow (1925). Em tubos de ensaio,
contendo 0,5 mL das amostras mais 1,0 mL de uma solucdo formada por molibdato de
amonio a 0,7% (p/v) e H,SO,4 a 2% (v/v), seguido pela adicdo imediata de 50 uL. de uma
solugdo de é&cido ascorbico a 10% (p/v). Apos 10 minutos adicionou-se 1,45 mL de uma
solucdo formada por citrato de sédio a 2,0% (p/v), arsenito de sodio a 2,0% (p/v) e acido
acetico a 2,0% (v/v). O Pi foi quantificado através de leituras de absorbancia a 820 nm, tendo-

se como branco, amostras em que a glicose-1-fosfato foi adicionada ap6s o TCA. A curva
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padrdo de fosfato foi obtida utilizando-se solu¢Bes com concentracBes crescentes de acido
fosférico. Cada extrato enzimatico foi dosado em duplicata. A atividade total da fosforilase do
amido foi expressa em umol de Pi min™ mg'lde massa seca ¢ a atividade especifica, em pumol

de Pi min mg™ de proteina.

4.7 Concentracgdo de proteina

A concentracdo de proteinas sollveis nos extratos enzimaticos foi determinada de
acordo com Bradford (1976). Em tubos de ensaio contendo 100 pL do extrato
convenientemente diluido foi adicionado 1,0 mL do reagente composto por azul de comassie
brilhante G-250 a 0,01% (p/v), etanol a 4,75% (v/v) e &cido fosférico a 8,5%. Apds 15
minutos, a concentracdo de proteinas sollveis foi estimada pela leitura de absorbancia a 595
nm, tomando-se como branco, agua desionizada em substituicdo ao extrato. Obteve-se a curva
padrdo utilizando-se solugdes com concentracBes crescentes de albumina sérica bovina
(BSA).

4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Em todos 0s experimentos usou-se o delineamento inreiramente ao acaso, sendo
para cada tratamento, duas repeti¢cbes de 10 g de sementes nas avaliacdes da evolucdo da
curva de embebicdo, cinco repeticdes de 25 sementes nos estudos germinativos de superacédo
de dorméncia e nos estresses salino e hidrico. Nos estudos da mobilizacdo de reservas o
experimento foi em parcelas subdividida com trés estadios de desenvolvimento (ED1, ED2 e
ED3) como tratamentos principais e seis potenciais de solutos (0,0, -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0
MPa) como tratamentos secundarios, 0 mesmo numero de repeticGes e de sementes do
experimento imediatamente anterior . Os dados obtidos atraves dos resultados da absorsdo de
agua, testes de superacdo de dorméncia e do estudo da mobilizacdo de reservas foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade. Para curva de embebicdo foram gerados gréaficos de
linha de tendéncia para observar a evolucdo da absorcdo de agua pelas sementes em questdo
em funcédo do tempo e dos potenciais de solutos acima referidos. Para os resultados obtidos da
germinacdo com estresses hidrico e salino, fez-se a analise de variancia e de regressdo.
(BANZATTO; KRONKA, 2008). Os graficos foram gerados pelo programa SigmaPlot®
[Versdo 11.0 (SYSTAT Software, Inc.)].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de embebicéo

Observa-se na Tabela 1 que houve diferenca significativa entre os tratamentos e
para a interacao tratamento versos tempo, tanto para os testes de quebra de dorméncia como
para os estresses salino e hidrico.

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia referente a embebicdo de sementes de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas a testes de superacdo de dorméncia e aos estresses
salino e hidrico

Superacao de dorméncia Estreses salino e hidrico
Fonte.de Quadrados Fonte.de o
Variacio G. L. Médios Variacio G. L. Quadrados Médios
Trat. 12 3336,284** Trat. 10 432,812**
Tempo 13 38,082 Tempo 13 2807,823**
Trat. x Tempo 156  38,082** Trat. x Tempo 130 8,091**
Erro 220 0,298 Erro 153 0,169
CV. (%) 0,55 0,95

(**) = Significativo a 1% pelo teste F, Trat. = tratamentos
CV = Coeficiente de variacao.

Os dados referentes as percentagens de umidade das sementes de copaiba
submetidas a testes de superacdo de dorméncia estdo expressos na Tabela 2 e as curvas de
embebicdo referentes aos mesmos testes nas Figuras 6A e 6B e 7A e 7B.

A absorcdo de agua pelas sementes de copaiba foi acompanhada durante 168 horas
(Tabela 2). As sementes do tratamento controle apresentaram lenta taxa de embebicdo,
guando comparadas com os demais tratamentos. As imersGes em agua quente e em acido
sulfarico concentrado propiciaram aceleracdo na absorcdo de agua, no entanto, os tratamentos
de imerséo em agua a 50 e a 75 °C por 10, 15 e 20 minutos, apesar de diferirem do tratamento
controle promoveram taxa de embebigcdo mais lenta em comparacdo aos tratamentos com
agua fervente e com 4&cido sulfdrico. Além disso, a absor¢do de agua pelas sementes dos
tratamentos controle, imersdo em agua a 50 e a 75 °C pelos tempos de 10, 15 e 20 minutos,
ndo obedeceram ao padrdo trifasico cléssico, caracteristico de sementes ortodoxas (BEWLEY;

BLACK, 1994). Dessa forma, as sementes estudadas nesses tratamentos, mantiveram um
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comportamento linear com relagdo a absor¢do de agua e ndo houve estabilizacdo da curva
durante o tempo em que ficaram imersas (Figura 6A e 6B).

Investigando a evolucdo da absorcdo de agua em sementes de pinhdo manso
(Jathorpha curcas L.) durante 196 horas, Silva et al. (2012) verificaram resultados
discordantes, em que estabilizacdo da curva de embeicao se deu a partir de 24 horas, contudo,
os tratamentos de imersdo em agua fervente e em &cido sulfurico aceleraram a absorcéo de
agua, promovendo uma rapida taxa de absorcdo nas primeiras horas de embebicéo,
destacando-se as imersGes em agua fervente por 10, 15 e 20 minutos e em &cido sulfurico por
60 minutos superando o tratamento controle em 6,39, 9,40, 18,20 e 12,53% respectivamente
na primeira hora de embebicéo. Esses resultados evidenciam uma resisténcia ao fluxo de agua
para o interior das sementes do tratamento controle devido a restricdo mecanica imposta pela
testa da semente (Tabela 2).

Durante as primeiras 36 de embebicdo, o tratamento de imersdo em &gua fervente
por 20 min. diferiu significativamente dos demais, proporcionando maior e mais rapida
absorcéo de dgua com um aumento de 38% em relacdo ao tratamento controle. Nesse mesmo
periodo, a imersdo em acido sulfdrico por 60 minutos foi o segundo melhor tratamento,
promovendo um aumento de 37,38% na taxa de absor¢do de agua, quando comparado com o
tratamento controle. Contudo, a partir do periodo de 48 horas até o tempo de 120 horas de
embebicdo, o tratamento de imersdo em éacido sulfurico por 60 minutos teve melhor
desempenho, o mesmo foi acompanhado pelo tratamento de imersdo em acido sulfurico por
30 minutos até o final do experimento (Tabela 2).

Diferentemente do tratamento controle e dos tratamentos de imersao em &gua a 50
e 75 °C, as imersfes em agua fervente e em acido sulfdrico além de promoverem melhor
desempenho na taxa de embebicdo das sementes de copaiba, propiciaram também a
estabilizacdo da curva de absorcdo de agua, 0 que ocorreu a partir do periodo de 36 horas,
exceto para o tratamento de imersdo em &cido sulfdrico por 15 minutos, cuja estabilizacdo da
curva ocorreu com 96 horas de embebicdo. Dessa forma, nos tratamentos de imersdo em agua
fervente e em &cido sulfarico, as sementes em questdo seguiram o padrao trifasico classico de
embebicdo (Figuras 7A e 7B).

Em sementes de espéecies da familia Leguminosae-Caesalpinioideae, a testa €
constituida por uma camada externa de células epidéermicas esclerificadas, coberta por uma
cuticula; uma camada interna de osteoesclereides (hipoderme) e camadas de células
parenquimaticas com paredes espessadas (GUNN, 1981; CRESTANA; BELTRATI, 1988). A

presenca desse conjunto estrutural em muitas das espécies de leguminosas impede a difusdo
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Tabela 2 - Valores médios das percentagens da absorcdo de dgua em funcdo do tempo de embebicdo em sementes de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) submetidas a testes de superacdo de dorméncia

Tratamentos

Tempo Controle Agua50 Agua50 Agua50 Agua75 Agua75 Agua75 Aguafv. Aguafv. Aguafv. H,SO,  H,SO, H,SO0,

(horas) °C/10° °C/15° °C/20° °C/10° °C/15° °C/20° /10° /15° /20° /15° 130° /60’
1 1060h 10,60h 10,60h 10,60h 10,60h 1145g 13,19f 16,99d 20,00c 28,80a 14,31e 14,78e 23,13D
2 10,601 10,601 10,601 10,601 10,601 12,05h 14619 19,36d 29,51b 34,11a 1589f 17,86e 26,65cC
4 10,841 11,251 13,071 15,149 12,255 1396h 16,47f 24,17d 31,09c 3574a 16,05f 19,15e 31,96hb
6 11,811 11,961 12,63 ] 1557h 14,7201 14920 17,63f 2796d 32,38c 38,88a 16,359 2155e 34,29b
8 12,041 12,85] 15,43 i 1846f 1282 1554hi 16,07h 31,18d 34,82c 4167a 17,04g 2359e 37,02b
10 12,181 13,48h 15949 1599¢g 1356h 16,489 19,18f 34,77d 37,23c 44,16a 1865f 2558e 3925b
12 12,231 13,94 ] 16,07 i 16,251 14,145 1759h 20,069 37,65d 39,65c 46,72a 20,77f 2692e 4157b
24 13,74m 20,36h 23,959 2341g 16991 1795) 18,89i 4439d 4798c 5280a 27,75f 3749e 50,36b
48 1842m 2599i 26,80h 29,889 23441 23,761 24,74) 46,23e 50,30d 53,75b 36,41f 5108c 54,67a
72 24,03) 30,871 3158h 3631g 30,69i 3083i 3148h 468le 5058d 5367c 4231f 5548b 56,76a
96 28,781 33,88) 3540h 3969g 3351) 3467i 39,17g 47,15f 50,67d 53,85c 48,96e 57,11b 58,71a
120 32,601 39,851 40,78gh 40,44h 36,06j 41179 4762f 4794f 50,86e 54,60c 53,75d 58,76b 59,52 a
144 39,19h 4436f 4455f 4447f 39959 47,03e 51,39c 5022d 51,75¢c 5526b 5580b 5991a 60,26a
168 4519) 47,12h 49359 50,19f 4585i 51,83e 5480c 51,73e 5325d 57,05b 56,89b 6056a 60,96a
Médias 20,16 n 23,37m 24,771 26,21 22511 2495h 27529 376le 4143c 4650a 3150f 3784d 4537Db

Teor de agua das sementes quiescentes = 10,6%; DMS para linha = 0,56; DMS para médias = 0,13

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Agua fv. = agua fervente.



60

Figura 6 - Evolucdo da absorcdo de dgua em sementes de copiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) submetidas a imers6es em &gua a temperatura ambiente (controle ) e em &gua a 50 °C
(A) ea75°C (B) por 10, 15 e 20 minutos
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de &gua e de gases em dire¢do ao interior do tecido embrionario (ROLSTON, 1978, SOUZA;
MARCOS FILHO, 2001), conferindo assim o mecanismo da dorméncia tegumentar. Neste
contexto, sementes de muitas espécies leguminosas diferem do padréo trifasico de embebicéo.

O padréo trifasico classico de embebicdo é dividido em trés fases: uma fase de
répida absor¢do de agua (Fase 1), seguida de uma fase de estabilizacdo (Fase 1) e uma fase de
crescimento e desenvolvimento embrionéario, definida como Fase Ill (BEWLEY; BLACK,
1994; BEWLEY, 1997; CASTRO et al., 2004).

Figura 7 - Evolucdo da &gua em sementes de copiba (Copaifera langsdorffii Desf.)
submetidas a imersdes em agua a temperatura ambiente (controle ) e em agua fervente e por
10, 15 e 20 min (A) e em aacido sulfurico por 15, 30 e 60 min (B)
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Nas sementes de copaiba do tratamento controle, a primeira fase teve inicio entre
2 e 4 horas de embebicdo, com uma taxa de absor¢do muito lenta, prolongando até o periodo
final do ensaio (168 h), 0 mesmo ocorreu com as sementes dos tratamentos de imersdao em
agua a 50 e 75 °C, como ja mencionado anteriormente, ndo houve estabilizacdo da curva,
portanto, as sementes nesses tratamentos permaneceram o tempo todo na fase 1. Conforme
Carvalho e Nacagawa (2000), a fase | possui duracdo de uma a duas horas. Por outro lado,
Coll et al, (2001) explicam que a velocidade de absorcdo e a quantidade de dgua embebida
variam com a natureza e composicao do tegumento e que o tempo exigido para a estabilizacdo
da curva de absorc¢do de agua pode se prolongar por vérias horas, dependendo da espécie.

Esses resultados diferem dos encontrados por Noleto et al. (2010), que
trabalhando com sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) verificaram que no
tratamento controle a primeira fase foi caracterizada por uma lenta absorcdo de agua durante
as primeiras 18 horas de embebicdo, tornando-se mais rapida entre 18 e 60 horas e que a
estabilizagcdo da curva ocorreu entre 60 e 78 horas, caracterizando a Fase Il. Segundo esses
autores o tempo necessario para a completa embebicdo das sementes de copaiba é muito mais
longo do que o encontrado na maioria das espécies, tais como Bixa orellana (AMARAL et
al., 1995); Caesalpinia pyramidalis (DANTAS et al., 2008a); Eremanthus erythropappusi
(DAVIDE et al., 2008) e Lupinus luteus (GARNCZARSKA et al., 2007).

As sementes de copaiba tratadas com imersdo em &agua fervente e em &cido
sulfurico iniciaram a primeira fase logo na primeira hora de embebicéao, prolongando-a até 36
horas, quando teve inicio a fase Il (Figura 7A e 7B). Esta Gltima, caracterizada por uma
reducdo na embebicédo, prolongou-se por aproximadamente 144 horas. A propor¢do do tempo
decorrido entre as fases | e 1l esta de acordo com Bewley (1997), pois, normalmente, a fase Il
é até dez vezes mais longa que a fase I. Apds 168 horas de embebicdo, poucas sementes
atingiram a fase Ill, (protrusdo radicular). Esse fato se deve, provavelmente, a condicdo em
que as sementes foram colocadas para embeber (copos com agua sem sistema de oxigenacao),
desfavorecendo assim, a germinacdo da maioria das sementes devido a baixa oxigenagdo do
meio, apesar da agua de embebicdo ter sido trocada ap0s cada leitura. Vale ressaltar que esse
comportamento ocorreu apenas com as sementes tratadas com agua fervente e com acido
sulfurico.

Os tratamentos de escarificacdo mecanica e quimica, bem como a imersdo em
agua quente sdo metodos bastante utilizados para avaliar a absor¢do de &gua e superar a
dorméncia imposta pela testa encontrada em sementes de espécies florestais. Contudo, a

aplicacéo e eficiéncia desses tratamentos dependem de alguns fatores como: a intensidade da
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dorméncia, - muito variavel entre as espécies-, procedéncia e idade das sementes; local e
método de coleta (GARCIA et al., 2002; ALVES et al., 2007; BARBOSA et al., 2005;
SILVA et al 2007). Oliveira et al.(2008) encontraram em sementes de Dimorphandra mollis
Benth. Submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos variagdes na absorcéo de agua e
na germinag&o, em funcéo da data e do local de coleta das sementes.

No caso da escarificacdo quimica, ocorre a corrosdo ou desgaste do tegumento,
eliminando a impermeabilidade imposta pela testa. O uso do acido sulfurico concentrado foi
eficiente para promover a permeabilidade e superar a dorméncia em sementes de Adenanthera
pavonina L. (KISSMAN et al., 2008), Stryphinodendron adstringens Mart., e S. polyphyllum
Mart. (MARTINS et al., 2008), Albizia lebbeck L. (BENEDITO et al., 2009) e Parkia
platycephala Benth. (NASCIMENTO et al., 2009). Segundo Nascimento et al. (2009), o
sucesso do tratamento esta relacionado com o tempo de exposicdo ao acido bem como a sua
concentracdo. O uso de agua quente amolece o tegumento, favorecendo a entrada de agua na
semente (PEREZ, 2004) e sua eficiéncia foi constada para sementes de Acécia mangium
Willd. (SMIRDELE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008).

A absorcdo de agua pelas sementes é o primeiro passo da germinacao, sem o qual
este processo ndo ocorre. Dessa forma, a germinacao esta totalmente atrelada e condicionada
ao processo de embebicdo. A reativacdo do metabolismo (fase I) é caracterizada pelo rapido
aumento da respiracgdo, proporcional ao aumento da hidratacdo dos tecidos da semente. Na
inducdo do crescimento (fase 1), a atividade respiratdria se estabiliza. A terceira fase, na qual
a absorcdo da agua tende a aumentar ocorre um segundo aumento na atividade respiratoria,
que se associa a maior disponibilidade de oxigénio, como consequéncia da ruptura da testa
produzida pela emergéncia da radicula e o crescimento da plantula (GUIMARAES, 1999).
Iniciada a germinacdo das sementes ocorre a ativacdo da sintese proteica, a formacdo de
enzimas hidroliticas que produzem a mobilizacdo das reservas. Neste sentido, é de suma
importancia o conhecimento sobre o comportamento das sementes no que diz respeito ao
padrdo de absorcdo de &gua, para que se possa conhecer o tipo de dorméncia de uma
determinada espécie e adquirir métodos técnicos eficientes e viaveis para superacdo da
dorméncia e obtencdo de uma germinagéo rapida e uniforme.

Os dados referentes as percentagens medias de absor¢do de dgua dos tratamentos
em funcdo do tempo em sementes de copaiba submetidas a solu¢des de NaCl ou de polietileno
glicol 6.000 (PEG 6.000) estéo representados na Tabela 3 e as curvas de embebicéo referentes
aos mesmos tratamentos estdo expressos na Figura 8A e 8B. Salienta-se que antes da

embebigéo as sementes foram imersas em acido sulfirico concentrado por 60 minutos, para
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Tabela 3 - Valores médios das percentagens da absorcdo de agua em funcdo do tempo de embebicdo em sementes de copaiba (Copaifera
langsdorffi Desf.) submetidas a imersdes em agua destilada (controle) e em soluc6es de NaCl ou de PEG 6.000

Tratamentos (Ws em MPa)

Tempo  Controle NaCl PEG 6.000
(horas) 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
1 24,27 a 23,39 abc 23,03abc 23,06 abc 22,79bc 22,27cd 24,08ab 2252cd 21,39de 20,12e 11,15f
2 2797a  25,88bc 25,43cd 25, 73bc 24,84cd 26,85ab 2767a 2535cd 2424d 22,39e 2156¢e
4 3366a 3192bc 30,65cde 31,61cd 29,60ef 30,95cd 33,14ab 30,40de 2862f 27,17g 2582h
6 40,50a 38,98b 37,88bc  36,50d 34,67 ¢ 3443e 36,87cd 3482e 33,71e 31,18f 3056f
8 4410a 42,84ab 40,68dc 41,98bc 3959de 37,00f 4187bc 3842e 3642f 3460g 33,78¢g
10 49,75a  45,62b 4461 b 45,09 b 4282 c¢c 4195c 4539b 42,16c 38,65d 36,07e 36,04e
12 50,40a 50,84 a 50,54 a 50,39 a 51,14 a 4894b 50,15ab 46,50c 43,45d 41,87e 40,19f
24 52,77a 52,24 a 52,69 a 51,82ab 51,81ab 50,84b 5151ab 48,30c 4499d 44,46d 42,16¢
48 54,67 a 54,52 a 5427ab 53,75ab 53,62abc 52,28¢c 5297bc 4987d 4666e 4566e 44,06f
72 56,91a 56,62ab 55,63abc 5537bc 5532bc 5522c¢c 5447c 5057d 46,98e 46,39ef 4537¢
96 58,26a 57,25ab 56,46bc 56,39bc 56,19bc 5535cd 54,67cd 5033e 4540f 4524f 4446f
120 59,56 a 57,34b 57,21b 57,11 b 57,00 b 56,95b 55,08c 48,11d 46,08e  44,58f 44,28 f
144 60,63a 58,62b 58,48 bc 57,71bc 5756bc 57,26c¢c 5522d 50,16e 4735f 44739 4456¢
168 61,08a 59,73 b 59,49 b 58,01c 57,86 c 57,86 ¢c 5555d 5055e 47,42f 46,239 45,07¢g
Médias 48,18 a 46,84 b 46,21 ¢ 46,03 c 45,34 d 4486e 4561d 4200f 39,38g 3790h 36,36

Teor de agua inicial das sementes = 10,6%; DMS para tempo/tratamento = 1,34, DMS para médias = 0,35

Médias seguida de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 8 - Evolucdo da absorcdo de dgua em sementes de copiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) submetidas a imersdes em agua destilada (controle ) e em solucdes de NaCl e de PEG
6.000 de -0,6 e -1,0 MPa
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eliminar a impermeabilidade do tegumento e que para o tratamento controle usou-
se agua destilada.
Considerando-se 0 teor de agua inicial das sementes secas (10,6%), contata-se
uma rapida taxa de embebicdo ja nas primeiras horas em todos os tratamentos. Contudo, nas
primeiras 10 horas de embebicdo, a absor¢do de agua das sementes do tratamento controle foi

superior aos demais, atingido uma taxa de absorcdo de 39,75%. Nesse intervalo, as menores
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taxas de embebicdo foram promovidas pelas sementes imersas em solucdo de PEG 6.000, nos
potenciais de solutos de -0,6, -0,8 e -1,0 MPa, com reducGes da taxa de absorcéo de 4gua em
11,69, 14,28 e 14,31%, respectivamente, quando comparadas com as sementes do tratamento
controle. Evidencia-se, conforme os dados, uma reducdo do ganho de agua pelas sementes de
copaiba & medida que os potenciais de soluto foram ficando mais negativos, sendo mais
pronunciada nos tratamentos com PEG 6.000.

A estabilizacdo da curva ocorreu as 24 horas de embebicdo, quando as sementes
completaram a fase | (Figura 4 A e B). Contudo, nesse intervalo, as taxas de absorcéo de agua
nos tratamentos com PEG foram mais baixas em relagcdo aos demais, com exce¢éo do PEG
em -0,2 MPa, o qual néo diferiu do tratamento controle.

A fase Il perdurou de 24 horas até o final do ensaio, a fase 11l ndo foi observada,
uma vez que ndo houve emissao de radicula. Como ja mencionado, a auséncia da fase 111 pode
ter sido devido as condigdes de baixa oxigenacdo em que as sementes foram submetidas o que
pode ter comprometido o inicio da germinagdo. conforme as médias dos tratamentos durante
as 168 horas de embebicdo (Tabela 3), observa-se que houve uma reducdo significativa na
taxa media de embebicdo sendo diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de
NaCl e de PEG. O potencial de soluto de -1,0 MPa promoveu menor taxa de embebicdo em
ambos os solutos NaCl e PEG 6.000, quando comparados separadamente, diminuindo a taxa
média de absorcédo de 3,32% para 0 NaCl e 11,81% para o PEG 6.000, em comparag¢do com o
tratamento controle.

Resultados semelhantes em relacdo a absorcdo de agua em solugbes de NaCl
foram encontrados por Nizam (2011), trabalhando com sementes de azevém perene Lolium
Multiflorum Lam. esse autor observou alta taxa de absorcdo de &gua pelas sementes em
solucdes de NaCl em condutividade elétrica (CE) de 4 dS m™. (aproximadamente -0,2 MPa)
por outro lado, 0 mesmo autor constatou que as sementes diminuiram significativamente a
taxa de embebicio quando a CE foi aumentada para 20 dS m™ (aproximadamente -0,88 MPa).
Taiz e Zeiger (2006) relatam que o aumento da concentracdo de NaCl na solugdo ou no
substrato aumenta a pressdo osmotica promovendo abaixamento do potencial hidrico do meio,
0 que dificulta a absorcdo de &gua pelas sementes, e por conseguinte reducdo na taxa de
germinacao.

Quanto ao estresse hidrico os resultados desta pesquisa corroboram com o0s
encontrados por de Albuquerque et al. (2000), em sementes de Crotalaria spectabilis Roth.
Os autores verificaram reducdo significativa na taxa de embebicdo das sementes imersas em

solucéo de polietileno glicol 6 000 nos potenciais de soluto de -0,4; -0,8 e -1,2 MPa quando
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compararam com o controle (sementes imersas em agua destilada). JELLER et al. (2003)
estudando a absorcdo de agua em sementes canafistula (Cassia excelsa Schrad.) imersas em
solucgdes de PEG 6.000 com potencias osmoticos de -0.2, -0.4 e -0.6 MPa e em agua destilada
durante 168 horas evidenciaram que o PEG reduziu a taxa de embebicéo e prolongou a fase Il
do padréo trifasico classico quando comparada com o tratamento controle, sendo tal redugéo
mais acentuada para o potencial de solutode -0,6 MPa.

Estudos da curva de embebicdo € de grande valor, especialmente para o
desenvolvimento de técnicas pré-germinativas que visem melhorar a qualidade fisiologica das
sementes, tais estudos permitem a aquisicdo de conhecimentos técnico-praticos para a
elaboracdo de métodos possibilitadores de aprimoramentos de trabalhos em fisiologia de
sementes e producdo de mudas, principalmente em se tratando de espécies arbdreas nativas
(NATH; COOLBEAR; LOPES et al., 2000).

5.2 Superacao de dorméncia

Conforme os dados da analise de variancia referentes aos testes de superagédo de
dorméncia apresentados na Tabela 4, observa-se que houve diferencas significativsa entre os
tratamentos, para as trés variaveis estudadas: Percentagem de Germinacio (%G), indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de Germinacdo (TMG), para as quais se

obteve uma boa uniformidade dos dados, considerando-se 0s baixos coeficientes de variacao.

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia referente aos valores médios de Percentagem de
Germinagdo (%G), Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de
Germinacdo (TMG) de sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas a
testes de superacéo de dorméncia

) Quadrados Médios
Fonte de Variacéo G. L.

%G VG TMG
Tratamentos 15 2335,45** 1,98** 1,08**
Erro 60 29,22 0,013 0,012
CV. (%) 6,80 7,16 3,97

(**) = Significativo a 1% pelo teste F.
CV = Coeficiente de variagéo.

Como visto na Figura 9, a maioria dos tratamentos foi capaz de promover a

germinacdo acima de 85%, destacando-se os tratamentos com &cido sulfurico concentrado por
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30 e 60 minutos, com 94 e 96,8% de germinacdo respectivamente. Conforme Brasil (2009),
em se tratando de sementes de espécies nativas, uma germinacdo acima de 80% pode ser
considerada como um bom resultado, levando-se em conta apenas a quantidade de sementes
germinadas.

Figura 9 - Valores médios da percentagem de germinacao de sementes de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) submetidas a testes de superacdo de dorméncia

Controle A ——F—ic
Acido/60" - Bia
Acido/30" B a
Acido/15" - Fab
Agua fervente/20' = f
Agua fervente/15' e
agua fervente/10' | H-a
Agua 75 °C/20" - EHab
Agua 75 °C/15' | B abed
Agua 75° C/10" - B ab
Agua 50 °C20' B ab
Agua 50 °C/15' - B ab
Agua 50 °C/10" - B ab
Agua/72 h | E abc
Agua/48 h A 7¥A— bed
Agua/24 h | 44— cd
0 20 40 60 80 100

Germinagao (%)

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. O trago na
extremidade direta de cada barra representa o erro padrdo da média.

Como observado na Figura 7B as imersdes das sementes de copaiba em 4acido
sulfarico concentrado por 30 e 60 minutos promoveram alta taxa de absorcdo de agua,
refletindo em alto %G, IVG e baixo TMG. Tais fatos reforcam a ideia de que a germinagéo
depende primariamente da evolucdo da absorcdo de dgua pelas sementes. Os tratamentos com
agua fervente por 15 e 20 minutos apesar de terem proporcionado altas taxas de embebicéo
(Figura 7A), ndo foram eficientes para as variaveis supracitadas, produzindo os piores
resultados, com reducdo da germinacdo em 34,4 e 57,6% respectivamente, em relacdo ao
controle e, 59,5 e 83,47% em relacdo a imersdo em acido sulfarico concentrado por 60
minutos. Por outro lado, a imersdo em agua fervente por 10 minutos promoveu alto percentual
de germinacdo nas sementes estudadas.

A absorcdo de agua pelas sementes € condicionada pela temperatura, sendo as
temperaturas mais elevadas promotoras de maior embebicédo, tal fenbmeno, provavelmente,
esta relacionado as modificacGes da viscosidade e da energia cinética da 4gua com o aumento
da temperatura (MAYER: POLJAKOFF-MAYBER, 1989).
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Segundo Carvalho e Nacagawa (2000) a embebicdo das sementes € um processo
fisico, ligado as propriedades coloidais, ocorrendo tanto em sementes vivas como em
sementes mortas. Neste sentido, 0 aumento do tempo de imersdo das sementes de copaiba em
agua fervente parece ter sido determinante no processo germinativo, causando a morte
embriondria da maioria das sementes, concequenciando no impedimento da germinagéo. Tal
fato, permite supor que a agua em ebulicdo poderia promover melhores resultados com o0 uso
de menores tempos de imersdo. Aburquerque (2006) obteve resultados favoraveis na
germinacdo de sementes de sucupira preta (Bowdichia virgilioides), utilizando para a
superacao de dorméncia agua fervente por 5 e 10 minutos. Ja Gama et al. (2011) investigando
0 comportamento germinativo de sementes de Centrosema plumeri Benth. conseguiram
germinacdo acima de 85% com imersdes em agua fervente por 10 e 20 segundos.

Os tratamentos de imersdo em agua quente e em temperatura ambiente e em &cido
sulfarico sdo bastantes utilizados para superar a dorméncia tegumentar de sementes de
espécies arboreas. Trabalhando com sementes de Bowdichia virgilioides, Alburquerque et al.
(2007) obtiveram éxito na superacdo de dorméncia com imersdes em acido sulfirico
concentrado e em agua fervente por 30 e 10 minutos respectivamente. Borges et al. (2004)
constataram que a imersdo em &gua a temperatura ambiente por 72 horas foi eficiente na
promocdo da germinagdo de sementes de mamoneira (Tachigalia multijuga). Melo et al.
(2011) conseguiram bons resultados na germinagdo de sementes de Parkia velutina com
imersdo em acido sulfurico concentrado por 30 minutos.

Bezerra et al. (2002) constataram que a imersdo das sementes de copaiba em
acido sulfdrico aumenta a percentagem e a velocidade de germinacdo e reduz em 3,7 dias 0
tempo médio de germinacdo. Porém, os resultados obtidos por esses autores foram inferiores
aos encontrados neste trabalho, tanto para a %G como para 0s IVG e TMG.

A maioria dos tratamentos aumentou significativamente o IVG das sementes
estudadas, destacando-se o tratamento com o acido sulfurico por 60 minutos, superando o
controle em 66,26% (Figura 10).

Quanto ao TMG, fica claro que no tratamento controle as sementes estudadas
demoraram mais para germinar, mesmo resultando em 73,6% de germinagéo. Isso indica que,
nem sempre altos percentuais de germinacdo no final do experimento significam uma

germinacdo rapida e uniforme (POPINIGIS, 1985).
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Figura 10 - Valores médios do indice de velocidade de germinacdo de sementes de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas a testes de superacéo de dorméncia
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. O trago na
extremidade direta de cada barra representam o erro padrdo da média.

O TMG indica o tempo médio em que um lote ou uma amostra de sementes leva
para germinar ao maximo (MARCOS FILHO, 2005). Observa-se na Figura 11 que a imerséo
em acido sulfdrico por 60 minutos reduziu significativamente o TMG (56,12%) em relagdo ao
controle, sendo este, o0 tratamento que se sobressaiu em relacdo aos demais.

A germinacdo das das sementes de copaiba imersas em é&cido sulfdrico por 60
minutos teve inicio a partir do sexto dia apos a semeadura (DAS).

Ja no tratamento controle a germinagdo iniciou no décimo primeiro DAS, um
atraso de 45,45% em relacdo ao tempo de primeira contagem. Considerando-se as variaveis
avaliadas, tomando-se como base o erro padrdo da média dos tratamentos (Figuras 9, 10 e 11)
e enfatizando-se a imersdao em H,SO4/60’ e controle (%G = 0,8 e 5,51; IVG = 0,01e 0,1;
TMG = 0,06 e 1,01 respectivamente), evidencia-se que, no geral, a imersdéo em
H,SO4/60’promoveu menor variacdo e maior rapidez, conferindo maior unifiormidade dos
dados referentes a germinacgdo das semente testadas.

Marcos Filho (2005) salienta que o conhecimento sobre a velocidade de
germinacdo de um lote de sementes é muito importante em diagndsticos para a obtencao de
plantulas ou mudas mais uniformes e sadias, uma vez que quanto mais rapido a semente

germina, menos as sementes estdo sujeitas a injdrias causadas pelo ataque de pragas e/ou
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Figura 11 - Valores médios referentes ao tempo médio de germinacéo de sementes de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas a testes de superacéo de dorméncia
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. O trago na
extremidade direta de cada barra representa o erro padrdo da média.

doengas, devido ao menor tempo de exposi¢cdo, proporcionando assim, menor custo de
producéo.

Fica evidente, conforme estes resultados, a necessidade de utilizacdo de
tratamentos pré-germinativos para o desencadeamento da germinacdo em sementes de
copaiba. Resultados semelhantes para essa espécie foram encontrados por Bezerra et al.,
(2002), em que os autores verificaram aumento no IVG e reducdo do TMG com imersdo em
acido sulfarico concentrado.

O comportamento germinativo de C. langsdorffii tem sido descrito na literatura
cientifica e técnica de duas maneiras: alguns trabalhos recomendam a necessidade de
tratamentos de quebra de dorméncia (BORGES et al., 1982; BEZERRA et al., 2002),
enquanto que segundo Noleto (2010), ndo h& necessidade de tais tratamentos Entre os
tratamentos de escarificacdo ja testados para a espécie figuram a escarificagdo mecanica com
lixa e a imersédo em &cido sulfdrico (BEZERRA et al., 2002), imersdes em agua parada por 72
horas e em hipoclorito de sédio (NaCIO) por 60 minutos (NOLETO, 2010). Todavia, todos esses
trabalhos carecem de informacdes mais detalhadas sobre o processo germinativo ao longo do tempo.

Trambalhando com sementes de copaiba Amaro e Andrade Jr. (1997) verificaram

germinacdo de 97%, sem qualquer tratamento, porém, nesse caso, 0s autores coletaram
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sementes antes de completarem a desidratacdo, ainda dentro dos frutos, e o tegumento ainda
néo estava completamente maduro.

No presente trabalho, obteve-se 73,6% de germinacdo no tratamento controle, com um
IVG de 1,12, que é considerado muito baixo e um TMG de 16,4 dias, considerado muito alto
(BRASIL, 2009). Porém, neste caso, as sementes foram colhidas apds a deiscéncia, em frutos
abertos e secos, ou seja, em estagio final de maturacdo. E importante ressaltar que a época da
coleta e a maneira como as sementes sdo coletadas podem influenciar a germinacao
(MARCOS FILHO et a., 1994; MARCOS FILHO, 2005; SILBERSTEIN et al., 2008).

5.3 Germinacao sob estresses hidrico e salino

Conforme os dados contidos na Tabela 5, observa-se que o estrese salino nao
afetou significativamente o %G, porém, influenciou IVG e o TMG. Quanto ao estresse
hidrico, houve diferenca significativa entre os tratamentos para as trés varidveis avaliadas.

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia referente aos valores medios de percentagem de
germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacao (IVG) e tempo médio de germinacéo
(TMG) de sementes de copaiba submetidas aos estresses salino hidrico

Quadrados Médios

Fonte de
. G. L. %G VG TMG
Variagao
NaCl
Tratamentos 5 67,52" 135,29** 4,22%*
Erro 24 32,80 3,42 0,05
CV. (%) - 6,14 11,88 11,37
PEG
Tratamentos 5 6340,69** 295 ,34** 137,33**
Erro 24 199,46 4,41 17,65
CV. (%) 21,18 28,74 54,64

(™) = ndo significativo, (**) = significativo a 1% pelo teste F. CV = coeficiente de variacio.

Os dados sobre o %G, IVG, e TMG e e as equacOes da regressdo estdo
representados nas Figuras 12A, 12B 12C e na Tabela 6, respectivamente. Verifica-se que o
percentual de germinacdo das sementes de copaiba ndo foi afetado significativamente pela
reducdo do potencial de soluto induzido por NaCl. No entanto, essa variavel foi influenciada
significativamente pelo PEG nos potenciais de solutos --0,8 e -1,0 MPa, reduzindo o0 %G em
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Figura 12- Valores medios: (A) percentagem de germinacdo (%G), (B) indice de velocidade
de Germinacdo (IVG) e (C) tempo médio de germinacdo (TMG), de sementes de copaiba

(Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas aos estresses salino e hidrico
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Tabela 6 - Equacdes da regressdo para Percentual de Germinacgdo (%G), indice de Velocidade
de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de Germinacdo (TMG) de sementes de copaiba

submetidas aos estresses salino e hidrico

Solucdo  Variaveis Equacao F P R®
%G 93,2"™ - - 1,0
NaCl IVG 3,355-0,650x-1,946x°** 33,30 0,0089 0,92
TMG 6,7590 +7,1086x** 106,13 0,0005 0,95
%G 94,57+32,71x-12,71x>** 190,78  0,0007 0,98
PEG IVG 3,15-3,29x** 65969,54 <0,0001 0,99
TMG 7,39+,14x** 1845,74  <0,0001 0,99

(™) = ndo significativo, (**) = significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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53,7% e 95% respectivamente, comparados ao controle (Figura 12A). A diminui¢do do
potencial de soluto com NaCl a partir de -0,6 MPa reduziu significativamente o IVG com
maior impacto em -1,0 MPa (72,3%), em relacdo ao tratamento controle. Essa variavel foi
mais afetada pelo PEG, que promoveu reducles significativas em todos os tratamentos
comparando-se ao controle, sendo o potencial de soluto de -1,0 MPa de maior efeito,
reduzindo o IVG em 98,2% (Figura 12B). Nos tratamentos com NaCl, o TMG aumentou
significativamente nos potenciais de solutos de -0,6, -0,8 e -1,0 MPa, 57,5%, 65% e 94,5%
em relacdo ao controle, enquanto que para o PEG 6.000, esse aumento foi significativo em
todos os tratamentos, atingindo 1,4 vezes no potencial de soluto de -1,0 MPa

(Figura 12C). Para a percentagem de germinacao, estes resultados discordam dos de Jeller e
Perez, (1997) em que foi observado inibicdo do %G em 20,4% em -0,2 MPa, 100% em -1,0
MPa de NaCl em sementes dessa mesma espécie. Sobre esse contraste. E importante ressaltar
que a germinacdo das sementes de copaiba pode diferir em funcdo da metodologia utilizada
(AMARO; ANDRADE JR, 1997). No trabalho citado os autores néo precisaram a idade das
sementes, a forma como as sementes foram colhidas, além disso, na referida pesquisa as
sementes foram imersas em acido sulfurico por apenas 10 minutos e ndo foi revelado em qual
concentracdo. Enquanto que nesta pesquisa, as sementes foram imersas em &cido sulfirico
concentrado por 60 minutos para eliminar a ipermeabilidade tegumentar. Portanto, pode ser
que as sementes fossem velhas ou fi&o tenha sido eleiminda a impermeabilidade tegumentar e,
isso pode ter interferido nos resultados. Ressalta-se que, pesquisas sdo ainda necessarias para
elucidar melhor a superacéo de dorméncias das sementes de copaiba.

Quanto ao sal, de acordo com Marcos Filho (2005), o aumento na dosagem de
NaCl retarda a entrada de agua nas sementes, dificultando os processos metabolicos que
desencadeiam o inicio da germinacéao.

O mau desempenho da germinacdo na presenca de sal deve-se a limitagdo na
absorcdo de &gua que provoca uma caréncia de energia para 0s processos metabdlicos da
germinacdo (LARCHER, 2003). A alta concentracdo de sais € um fator de estresse para as
plantas, pois, reduz o potencial osmético e proporciona a acdo dos ions sobre o protoplasma.
A agua é osmoticamente retida na solucéo salina, de forma que o aumento da concentracdo de
sais a torna cada vez menos disponivel para as plantas. Assim, com o aumento da salinidade,
ocorre a diminuigdo do potencial osmotico do substrato, dificultando a absorcdo de 4gua pelas
raizes (LOPES; MACEDO, 2008).

Estudando os efeitos dos estresses hidrico e salino na germinacdo de sementes de

Plantago ovata, Souza et al. (2008) verificaram também que 0s menores valores encontrados
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de germinacgéo foram nos potenciais induzidos com PEG 6000 em comparagdo com solucdes
salinas. Resultados semelhantes foram obtidos por Moraes e Menezes (2003) trabalhando com
soja.

Larcher (2003) ressalta que o excesso dos ions Na* e CI” causa intumescéncia
protoplasmatica, afetando a atividade enzimatica e resultando principalmente na producédo
inadequada de energia por distlrbios na cadeia respiratdria.

Potenciais hidricos muito negativos, especialmente no comeco da embebicéo,
inviabilizam a sequéncia dos eventos germinativos da semente durante a absorcdo de agua.
Por outro lado, de acordo com Borges e Rena (1993), o abaixamento do potencial hidrico,
causado pela adigéo de polietileno glicol (PEG 6.000) na solucdo causa excesso de umidade,
ocasionando um decréscimo na germinacdo, visto que impede a penetracdo do oxigénio e
reduz todo o processo metabdlico resultante.

Com relagéo ao PEG 6.000, os resultados deste trabalho corroboram com Moraes;
Menezes; Pasqualli (2005), que observaram reducdes significativas na germinacdo e formagéo
de plantulas normais de Phaseolus vulgaris em potenciais osméticos inferiores a -0,60 MPa.
Isso pode estar relacionado com o fato de que solucdes de PEG apresentam alta viscosidade,
comprometendo a absorcdo de O, pelas sementes (YOON et al., 1997). Contudo, Lima e
Torres, (2009), trabalhando com sementes de juazeiro (Ziziphus joazeiro) verificaram um
efeito mais pronunciado do NaCl em relagéo ao PEG.

Conforme Gois et al. (2008), a reducdo do poder germinativo, em comparagdo
com o controle, serve como um indicador do indice de tolerancia da espécie a salinidade.
Nesse método, a habilidade para germinar indica, também, a tolerancia das plantas aos sais
em estadios subsequentes do desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Quanto ao limite maximo de tolerancia para IVG e TMG, Jeller e Perez, (1997)
encontraram para sementes de Copaifera langsdorffii limites de -1,6 MPa para NaCl e de -1,0
MPa para CaCl,, enquanto sementes de Pterogyne nitens. suportaram a salinidade ate -2,0
MPa e -1,6 MPa em solugdes de NaCl e CaCl2, respectivamente. Em sementes de Leucaena
leucocephala, o limite maximo de tolerancia ao NaCl ocorreu a -1,3 MPa (CAVALCANTE;
PEREZ, 1995). O mesmo ocorreu com sementes de Prosopis juliflora que a partir do potencial
de -0,3 MPa de NaCl; ja para o CaCl, a reducdo so foi significativa a partir de -0,6 MPa
(PEREZ; TAMBELINI, 1995). Sementes de P. nitens apresentaram reducdo na velocidade de
germinacdo a partir dos potenciais de solutos de -0,8 e -0,4 MPa em NaCl e CaCly,
respectivamente (NASSIF; PEREZ, 1997).
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Rosa et al. (2005) constataram em sementes de timbd (Ateleia glazioviana) as
mesmas dificuldades impostas pelos potenciais osmoéticos mais negativos a germinagdo, em
que a partir de -0,4 MPa houve um decréscimo acentuado na germinacdo acumulada, sendo
mais drastico para os potenciais de -0,6 e -0,8 MPa. Fonseca e Perez (2003), ao testarem
potenciais de -0,1 a -0,5 MPa induzidos por PEG 6.000 para a espécie Adenanthera pavonina,
encontraram maior percentual de germinacgdo na testemunha, o qual decresceu do potencial -
0,1 MPa até o potencial -0,5 MPa. Em Bowdichia virgilioides, Silva et al. (2001) observaram
que o percentual de germinacdo sofreu drastica queda a partir de -0,5 MPa, ao passo que em
potenciais mais negativos (-0,9 MPa e -1,1 MPa), ndo houve germinagdo. Com Senna
occidentalis, Delachiave e Pinho (2003) verificaram queda no percentual de germinagdo a
partir de -0,2 MPa, com germinacdo nula em -0,6 MPa. Ja Chorisia speciosa apresentou
elevada queda na germinacdo no potencial -0,7 MPa (FANTI; PEREZ, 2003).

Considernado-se o apanhado literarido e os resultados desta pesquisa, salienta-se
que, pesquisa mais acuradas sdo ainda necessarias para um melhor conhecimento do
comportamento fisiologico e bioquimico de sementes de Copaifera langsdorffii Desf. Haja

vista, a incipiéncia informativa disponivel na literatura especializada.

5.4 Quantificacado das principais substéncias de reservas

As sementes quiescentes de copaiba langsdorffii Desf. apresentaram 42% de
lipidios, 25,9 % de acUcares sollveis, 22,03% de proteinas e 6,32 % de amido, em relacdo a
massa seca dos cotilédones. Outros constituintes, como carboidratos de parede e compostos
derivados do metabolismo secundério, ions e outras substancias estariam compondo cerca de
3,74% (Figura 13).

Figura 13 -. Percentuais das principais substancias de reserva da semente de copaiba
3,74% M Lipidios

B Amido

M Proteinas

M Carboidratos

soluveis

W Outros

6,32%
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A quantidade total de reservas da semente disponivel para uma plantula ndo é
determinada apenas pela sua massa, mas é também influenciada pela composicdo quimica
Considerando-se a alta proporcao de lipidios nas sementes de copaiba, pode-se sugerir essa
caracteristica como uma possivel vantagem adaptativa para a espécie, possibilitando o
estabelecimento de plantulas em ambientes menos iluminados, devido ao maior contetido
energético armazenado. Segundo Kitagima (1996) os altos teores de lipidios em sementes de
algumas espécies devem indicar uma relacdo compensatoria (maior energia/volume), as
sementes mais leves sdo selecionadas, o que favorece a disperséo.

Observa-se nas Tabelas 7, 8 e 9 que a través dos dados apresentados pela analise
de variancia houve diferenca significativa entre os estadios de desenvolvimento (EDs), entre
0s tratamentos e na interacdo ED x Tratamento.

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia referente aos valores médios da massa seca e teores
de lipidios e amido, em mgg™ de massa seca, em cotilédones (COT), parte aérea (PA) e raiz
(RA) de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em diferentes estadios de
desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Quadrados Médios

Fonte de Variacdo G. L.

COoT PA RA
ED 2 565833,61** 3874,48** 77716,51**
Erro a 8 67,08 55,67 36,78
Tratamento. 5 2988,09** 241 57** 3431,35**
ED x Tratamento. 10 2156,38** 4208,06** 2752,53**
Erro 60 113,93 132,29 45,05
CV.a (%) 3,35 8,99 12,53
CV. b (%) 2,29 6,71 10,02

Lipidios
ED 2 655244.30**
Erro a 8 19,40
Tratamento 5 913,11**
EDxTratamento 10 570,45**
Erro b 60 34,49
CV.a (%) 1,73
CV. b (%) 2,31
Amido
ED 2 571147,12** 599,64** 4307,43**
Erro a 8 20,45 9,01 7,33
Tratamentos 5 3100,44** 94 27** 11125,32**
EDxTratamento 10 1382,24** 178,62** 1383,42**
Erro b 60 20,55 5,80 8,51
CV(%) 2,03 8,07 6,21
CV (%) 1,03 6,78 6,45
Proteinas

ED 2 70303,62** 1683,78** 239718,84**
Erroa 8 60,50 27,08 408,85
Tratamento 5 727,35%* 4811,68** 4458,03**
EDxTratamento 10 881,11** 1789,78** 5910,57**
Erro b 60 86,35 42,10 119,01
CVa (%) 8,25 474 14,98

CV b (%) 9,86 5,91 8,08
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Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia referente aos valores médios de aminoécidos,
acUcares sollveis, aclcares redutores e ndo redutores, em mgg™ de massa seca em cotilédones
(COT), parte aérea (PA) e raiz (RA) de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.)
em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Fonte de Variacdo

G. L.

Quadrados Médios

coT PA RA
Aminoacidos
ED 2 516,27** 3669,90** 2774,13**
Erro a 8 0,56 0,56 0,65
Tratamento 5 12,92** 85,39** 118,00**
EDxTratamento 10 10,15** 26,23** 50,01**
Errob 60 0,41 0,50 0,95
CV a(%) 7,83 3,52 5,24
CV b(%) 6,68 4,83 6,32
Acucares soluveis
ED 2 1448,90** 4756,98** 22933,58**
Erroa 8 0,45 2,56 51,95
Trat. 5 10,93** 35,94** 8162,29**
ED x Trat. 10 4,46** 67,12** 2001,31**
Errob 60 0,43 2,53 39,80
CV.a (%) 6,79 8,06 10,07
CV. a (%) 6,63 8,11 8,82
Acucares redutores
ED 2 169,31 ** 955,53** 24,25**
Erroa 8 0,10 0,73 0,01
Tratamentos 5 15,76 ** 46,35** 1,39 **
EDxTratamento 10 9,92** 51,35** 0,44 **
Erro b 60 0,07 0,69 0,02
CV.a (%) 15,80 14,78 9,93
CV. b (%) 12,79 14,27 14,18
Acucares ndo redutores
ED 2 658,62** 1582,77** 18020,47**
Erroa 8 0,16 1,87 61,84
Tratamentos 5 4,59** 116,94** 6487,15**
EDxTratamento 10 18,25** 89,62** 4757,48**
Errob 60 0,44 2,44 48,41
CV.a (%) 5,15 9,88 12,21
CV.b (%) 8,79 11,28 10,80
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Tabela 9 - Resumo da analise de variancia referente aos valores médios de ions potéassio,
sodio e cloreto, em mgg™ de massa seca, em cotilédones (COT), parte aérea (PA) e raiz (RA)
de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf) em diferentes estadios de
desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

fons sodio (Na*)

ED 2 325,47** 41,32** 66,34**
Erro a 8 0,77 0,13 0,54
Tratamentos 5 347,74** 142,60** 511,79**
EDx Tratamento 10 34,48** 13,68** 7,14**
Errob 60 0,82 0,12 0,59
CV.a (%) 12,79 7,77 7,87
CV. b (%) ) 13,17 7,48 8,24
lons potassio (K*)
ED 2 18,7610** 3078,46** 275,81**
Erroa 0,08 0,76 0,61
Tratamentos 5 0,3548** 21,84 ** 15,98**
ED x Tratamento 10 1,8126** 19,24** 12,29**
Errob 60 0,0629 0,86 0,35
CV.a (%) 10,28 7,66 12,51
CV. b (%) ] 8,72 8,15 9,58
lons cloreto (CI")

ED 2 160,24** 348,06** 403,26 **
Erroa 8 0,11 0,16 0,32
Tratamentos 5 232,60** 190,97** 459,88 **
ED x Tratamento. 10 51,89** 34,39** 80,21 **
Errob 60 0,04 0,20 0,47
CV a (%) 3,54 3,66 3,45
CV b (%) 2,24 4,11 4,01

(**) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

5. 4 Massa seca

De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, verifica-se que no ED 1,

apenas o potencial de soluto de -1,0 MPa diferiu do tratamento controle, mantendo 7,7% a
mais de massa seca nos cotilédones. J& para 0 ED 2, os potenciais de solutos de -0,6, -0,8 e -
1,0 MPa mantiveram respectivamente 7,2, 15,7 e 23% a mais de massa seca nos cotilédones,
guando comparados com o controle, enquanto que no ED 3, os potenciais de solutos
equivalentes mantiveram respectivamente, 32,5, 38% e 60% a mais de massa seca cotiledonar
em relagdo ao controle, diferindo estatisticamente desse tratamento. Para a massa seca da
parte aérea, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos no ED 1, no ED 2,

apenas o potencial de solutos de -1,0 MPa diferiu do controle, com uma reducdo de 18,4% na
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Tabela 10 - Valores médios da massa seca em miligrama por plantula de cotilédones
(MSCOT), parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) de pléntulas de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino
Tratamentos (Ws em MPa)
ED 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
MSCOT
ED1 4428 Ba 450,8 Ba 446,0 Ba 447,8 Ba 447,8 Ba 476,8 Aa
ED2 306,4 Db 306,8 Db 308,4 Db 328,0 Cb 354,8 Bb 376,8 Ab

ED3 61,6 Cc 57,4 Cc 74,2 BCc 81,6 Bc 85,0 ABc 98,4 Ac

Massa seca dos cotiledones das sementes quiescentes = 501,60 mg por semente.
DMS: linha = 16,17, DMS: coluna = 19,80.
MSPA
ED1 14,9 Ac 14,9 Ac 14,3 Ac 14,6 Ac 14,2 Ac 14,4 Ac

ED2 143,8 Ab 143,2 Ab 143,0 Ab  130,4 ABb  127,0 ABb 119,8 Bb
ED3 302,2 Aa 269,2 ABa 277,6 Ba  250,4 Ca 193,1 Da 182,8 Da

DMS: linha = 17,43, DMS: coluna = 21,33
MSRA
ED1 12,3 Ac 13,4 Ac 12,6 Ac 12,5 Ac 12,1 Ac 9,7 Ac

ED 2 38,2 Ab 42,8 Ab 39,2 Ab 36,9 Ab 38,1 Ab 33,9 Ab
ED3 156,9 Aa 153,3 Aa 118,2 Ba 107,1Ba 77,2 Ca 49,4 Da

DMS: linha = 10,16, DMS: coluna = 12,43
Médias seguidas de mesma letra mailscula e mindscula na linha e na coluna respectivamente, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

massa seca da plantula. J& para o ED 3, os potencias de solutos de -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa
reduziram significativamente o a mssa seca das plantulas de copaiba em 15,0 22,0 41,0 e
49,0% respectivamente, comparando-se com o controle. Para a massa seca da raiz, ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos nos ED 1 e ED 2. Por outro lado, no ED 3 houve
forte inibicdo no crescimento das raizes das plantulas de copaiba, mediante aumento da
concentracdo de NaCl na solugéo, a partir de -0,4 MPa, nesse potencial de soluto houve uma
reducdo de 24,7% no conteido médio de massa seca das raizes, quando comparado com 0
controle. A maior reducéo foi de 68,5%, promovida pelo -1,0 MPa, em relacdo ao tratamento
controle.

Segundo Fageria (1985) para uma planta ser considerada como tolerante, a
producdo de massa seca ndo deve ser reduzida pela salinidade em mais de 20% em relagéo ao
tratamento controle, assim, com base nos resultados aferidos neste trabalho, copaiba pode ser

considerada tolerante & salinidade até o nivel de -0,4 MPa em relacdo a producdo de massa
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seca no desenvolvimento inicial da planta, uma vez que os potenciais de solutos mais
negativos promoveram reducdo da massa seca superior a 20% em relagdo ao controle.

Considerando-se o0 contetdo de massa seca dos cotilédones das sementes
quiescentes (501,6 mg por semente) e as quantidades de matéria seca consumidas nos
potencias de solutos extremos 0,0 MPa (controle) e -1,0 MPa, estima-se que no ED 1 foram
consumidos 11,72%, no controle, enquanto que no -1,0 MPa foram consumidos 4,94% do
total de massa seca cotiledonar das sementes quiescentes, no ED 2 foram mobilizados para o
eixo embrionéario 38,91% no controle e 24,88% no -1,0 MPa e no ED 3 foram consumidos
87,71% no controle e 80,38% no tratamento -1,0 MPa. As diferencas entre o controle e 0 -1,0
MPa foram de 6,78% (ED 1), 14,03% (ED 2) e 7,33% (ED 3) em relacdo a mobilizacdo de
reservas a partir dos cotilédones. Neste sentido, e conforme essas informacdes, ha evidéncias
de que o NaCl afetou negativamente o crescimento das plantulas de copaiba.

A diminui¢do no contetdo médio de massa seca nos cotilédones foi acompanhada
pelo aumento significativo na massa seca do eixo embrionario (parte aérea e raiz), pois, a
massa seca das plantulas do ED 3 foi em média 16,86 (parte aérea) e 9,10 (raiz) vezes
superior a das plantulas do ED 1. Assim, esse crescimento, foi correlacionado com a
mobilizacdo das reservas cotiledonares para o eixo embrionario durante o desenvolvimento
inicial das plantulas de copaiba.

Conforme os dados apresentados na Figura 12A, observa-se que os potencias de
solutos aplicados com NaCl ndo afetou significativamente a percentagem de germinacéo. No
entanto, influenciou negativamente o indice de velocidade de germinacdo (Figura 12B) e no
tempo médio de germinacdo (Figura 12C). Estes resultados obtidos sobre a massa seca,
convergem com inibicdo do crescimento das pléntulas promovidas pelo aumento nas
concentracdes de NaCl.

Fica evidente que houve inibicdo da mobilizacdo de reservas a partir dos
cotilédones para o eixo embrionario, durante o desenvolvimento inicial das plantulas de
copaiba, devido ao aumento na concentragdo de NaCl na solugdo. Hosseini, Powell e
Bingham (2002) ressaltam que em glicofitas, o estabelecimento da plantula é mais afetado
pelo estresse salino do que a germinacgdo. Sementes de Schinopsis quebracho colorado (uma
espéecies arborea) foram mais tolerantes a salinidade na germinacdo do que na fase de
plantulas (MELONI et al., 2008). Isso indica que a maior e menor tolerancia na germinagéo e
fase de plantulas, respectivamente pode esta relacionado com diferente sensibilidade dos

tecidos ao estresse salino.
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Neves et al. (2004) encontraram resultados semelhantes na producéo de mudas de
umbuzeiro (Spodea tuberosa) em concentragfes de NaCl equivalentes aos potencias de
solutos de -0,08, -0,17, -0,27, -0,37 e -0,44 MPa. Santos (2010) trabalhando com sementes de
Moringa oleifera, constatou expressiva reducdo na producdo de massa seca das plantulas, em
potencias de solutos superiores a -0,22 MPa com NaCl, conferindo a essa espécie tolerancia
ao NaCl até o referido potencial osmotico. Farias (2008), trabalhando com sementes de
Gliricidia sepium Jacg. Walp. constatou reducdo da massa seca das plantulas em cerca de
50% no potencial osmotico de -1,7 MPa. Moraes et al. (2005) observaram em plantulas de
Vigna unguiculata (L) Valp. redugdo na massa seca decorrente da elevacdo dos niveis de
NaCl.

Lin et al (2012) investigando a fisiologia dos estresses salino e alcalino em
sementes de trigo (Triticum aestivum L.), submetidas a concentrac6es de NaCl de 0, 100, 200,
300, 400 e 500 Mm, observaram severa influéncia negativa na germinagéo e no crescimento
das plantulas, com pronunciadas reducgdes sobre a massa seca, comparando-se com o controle,
sendo que, nas concentracfes salinas mais elevadas (300, 400 e 500 mM) a germinacgdo foi
acentuadamente menor.

A inibicdo da mobilizagdo de reservas dos cotilédones e sobre o crescimento do
eixo embrionario causada por condicdes salinas, foi também observados por Marques (2009)
em plantulas de cajueiro, em feijdo-de-corda (GOMES-FILHO; PRISCO, 1978; PRISCO;
ENEAS-FILHO; GOMES-FILHO, 1981; GOMES-FILHO et al., 1983). Conforme Lin,
(2012), a reducdo no crescimento da plantula, imposta pelo estresse salino durante a
germinacdo resulta, principalmente, da inibicdo na mobilizacdo das reservas a partir dos
cotilédones para o eixo embrionario em crescimento.

A explicacdo para a reducdo do crescimento das plantulas submetidas a niveis
crescentes de NaCl em solucdo salina baseia-se no efeito osmético, associado a toxidez de
fons pela absorgdo excessiva de ions sodio (Na') e de cloreto (CI), no desequilibrio
nutricional, causado pelos distirbios na absorcdo e/ou distribuicdo dos nutrientes e na
restricdo hidrica, imposta pelo sal, o que promove menor velocidade dos processos
fisiologicos e bioquimicos e/ou dificuldades de hidrolise e mobilizagdo das reservas dos
cotilédones para o eixo embrionario (BEWLEY; BLACK, 1994; MUNNS, 2002; LACERDA
2005).
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5. 6 Mobilizacéo de reservas

Os dados referentes aos teores de lipidios das sementes quiescentes, e dos
cotilédones das plantulas de copaiba submetidas a tratamentos com agua destilada 0,0 MPa
(controle) e com solucdes de NaCl em diferentes potenciais de solutos, estdo representados na
Tabela 11. A mobilizacdo lipidica teve inicio no ED 1, porém, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos neste estaddio de desenvolvimento. No ED 2, verifica-se que apenas o
potencial de soluto de -1,0 MPa afetou significativamente a mobilizacdo dos lipidios, quando
comparado com o tratamento controle, no qual foram inibidos 3,0% de lipidios. No ED 3,
observa-se uma inibigdo mais contundente na mobilizac&o lipidica, uma vez que a partir do -
0,6 MPa a inibicdo foi significativa em relacdo ao controle. Sendo 18,8, 42,9 e 44,5% nos
potenciais de solutos de -0,6, -0,8 e -1,0 MPa, respectivamente.

Tabela 11 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de lipidios de cotilédones de
plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf) em diferentes estadios de
desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (¥'s em MPa)

ED 0.0 02 0.4 06 08 1.0
EDLI 391.0Aa 3888Aa 3834Aa  3830Aa  386,0Aa 385.6 Aa
ED2 2838Bb 2812Bb 2862ABb 2854 ABb 2864 ABb 292.4Ab
ED3 77,8 Dc 79,6 Dc 80,2 Dc 92,4 Cc 111,2 Bc 122,4 Ac

Teor de lipidios nas sementes quiescentes = 420 mg por grama de massa seca.
DMS: linha = 8,12, DMS: coluna = 9,94

Médias seguidas de mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha respectivamente, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Considerando-se a quantidade de lipidios nas sementes quiescentes (420 mg por
grama de massa seca) e a mobilizacdo lipidica nos potencias de solutos extremos [controle
(0,0) e -1,0 MPa], estima-se que no ED 2 a mobilizacao foi de 32,42% no controle e 30,38%
no -1,0 MPa, ja no ED 3, foram mobilizados no tratamento controle 81,47% de lipidios
enquanto no potencial de soluto -1,0 MPa a mobilizacéo foi de 70,85% dessa substancia dos
cotilédones para o eixo embriondrio em desenvolvimento. As diferencas entre os dois
potencias de solutos extremos foram de 2,04% para o0 ED 2 e 10,62% no ED 3. Estes dados
conferem que o aumento na concentragdo de NaCl afetou acentuadamente a mobilizagéo
lipidica nos cotilédones das plantulas de copaiba.

As sementes oleaginosas, como as de copaiba, possuem grandes quantidades de

6leos armazenados nos cotilédones, para que ocorra a germinagdo, este material de reserva



84

precisa ser degradado para fornecer energia e estruturas carbonadas para desencadear 0S
processos metabolicos e bioquimicos da germinacdo e para a construcao de novas células. Os
lipidios sdo degradados via B-oxidacdo, pelo ciclo de glioxalato, a principal enzima envolvida
no processo € a lipase que hidrolisa o 6leo, convertendo-o em glicose e frutose. Krasensky e
Jonak (2012) argumentam que o0s processos metabolicos de degradacdo dos lipidios podem
ser altamente sensiveis a estresses, tais como, deficit hidrico, salinidade e outros. Contudo, 0s
mesmos autores ressaltam que a menor ou maior sensibilidade a algum tipo de estresse
depende da espécie e de interacdes adaptativas com o ambiente.

Tendo em vista que os lipidios compBem a principal fonte de reserva das
sementes de copaiba (Figura 13), e que essas substancias sdo efetivamente degradadas durante
a germinacdo e inicio do desenvolvimento das plantulas, pode-se supor que a reducdo da
producdo de matéria seca pela plantula, ou seja, a inibicdo do crescimento do eixo
embrionario, observada nesse trabalho atrela-se ao atraso na mobilizacéo dos lipidios, devido
a distarbios na via de degradacdo desses compostos, promovidos pelo aumento na
concentracdo de NaCl.

Trabalhando com sementes de jojoba (Simmondsia chinensis), Kayani, Naqvi e
Ting (1990) observaram forte inibicdo na mobilizacdo lipidica na medida em que foi
aumentada a concentragdo de NaCl de 10 para 15 dSm™. Segundo esses autores, O
crescimento das plantulas de jojoba foi inversamente proporcional ao aumento da
concentracdo de NaCl. Sebei et al. (2007), estudando a germinacdo e o desenvolvimento
inicial de plantulas de linho (Linum usitatissimum L.) concluiram que concentracdes de 100 e
200 mM de NaCl prejudicam fortemente a germinagdo e o crescimento das plantulas dessa
espécie. Os autores atribuiram tais prejuizos aos efeitos osmotico e toxico da salinidade na
atividade das enzimas envolvidas nos processos de degradacdo dos lipidios, uma vez que
houve retardo na mobilizacdo desses compostos ja nas primeiras horas apés a semeadura, 0
que comprometeu a quebra dos lipidios e sua conversdo em agucares pela via gliconeogénica
para o suprimento energético e carbbnico do eixo embrionario.

Similares resultados sobre o retardo na mobilizacdo de lipidios durante a
germinacdo, com consequente comprometimento do crescimento das plantulas foram
encontrados em milho (ASHRAF; WAHID, 2000), em girassol (ASHRAF; ZAFAR,;
ASHRAF, 2003), em cajueiro (VOIGT et al., 2009; MARQUES, 2009, MARQUES et al.,
2011) e em Salicornia pérsica e Salicornia europaea ( AGHALEH et al., 2011).

No geral, esses trabalhos, evidenciam que a inibicdo da germinacdo e do

crescimento de plantulas de espécies oleaginosas induzidas pelo estresse salino esta
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estreitamente relacionada com atraso na degradacdo e mobilizacdo dos componentes de
reserva contidos no cotilédones, principalmente lipidios.

Na Tabela 12 estdo representados os dados referentes a concentracdo de amido
nos cotilédones, parte aérea e raizes de plantulas de copaiba, submetidas estresse salino. As
concentracdes de NaCl ndo afetaram significativamente os teores de amido no ED 1, percebe-
se que houve um aumento nos teores desta substancia nos cotilédones das plantulas do ED 2
nos potencias de solutos de 0,0 até -0,6 MPa, por outro lado, ocorreu 0 inverso nos
cotilédones das plantulas tratadas com -0,8 e -1,0 MPa. Os menores teores de amido foram
verificados nas plantulas do ED 3.

Tabela 12 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de amido em cotilédones,
parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em diferentes
estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (¥'s em MPa)

ED

0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Cotilédones
ED1 56,0 Ab 55,8 Ab 53,2 Ab 52,4 Ab 51,3 Aa 50,7 Aa
ED2 65,8 Aa 65,1 Aa 64,9 Aa 63,3 Aa 45,9 Bb 34,4 Cb
ED3 18,8Bb 19,3 Bc 16,8 BCc 19,2 Bc 22,7 Bc 25,7 Ac

Teor de amido das sementes quiescentes = 63,2 mg por grama de massa seca.
DMS: linha = 3,50; DMS coluna = 5,41

Parte aérea

ED1 26,3 Ac 25,0 Ac 26,9 Ab 25,2 bA 25,6 bA 25,6 bA
ED2 34,0 Ab 32,4Ab 33,3 Ab 34,3 Ab 350A 35,7 A
ED3 45,8 aA 42,3 ABa 41,3 Ba 40,8 Ba 27,3Cb 23,4 Db
DMS:linha = 3,65, DMS: coluna = 4,47
Raiz

ED1 52,6 Aa 53,8 Aa 50,7Ab 53,3Aa 50,1 Aa 50,8Aa
ED2 55,2 Aa 57,3 Aa 58,1 Aa 57,3 Aa 55,8 Aa 51,5 Aa
ED3 54,9 Aa 55,7 Aa 57,4 Aa 57,4 Aa 22,37 Bb 20,3 Bb

DMS: linha = 4,42, DMS: coluna = 5,41
Médias seguidas de mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A concentracdo de amido na parte aérea das plantulas dos ED 3 aumentou
consideravelmente em relacdo aos demais, sendo esse aumento, asintosamente inibido nos
tratamentos de -0,8 e -1,0 MPa. A concentracdo de amido nas raizes ndo sofreu alteracdo nos

ED 1 e ED 2, jaA no ED 3 a concentracdo foi reduzida em 59,25 e 63,02% nos potenciais de
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solutos de NaCl -0,8 e -1,0 MPa, respectivamente, em comparagao ao controle.

Comparando-se 0 ED 2 com o ED 1, observa-se um aumento na concentragéo de
amido nos cotilédones de 17,50% no controle e 16,66, 22,0, e 20,8% nos potenciais de solutos
de -0,2, -0,4 e -0,6 MPa respectivamente. Tal fenbmeno pode néo ser atribuido ao atraso na
mobilizacdo do amido, mas em funcdo da degradacdo dos lipidios e sua conversdao em
polimeros de glicose pela atividade das enzimas envolvidas no processo, tais como fosforilase
da ADP-glicose e sintase do amido (SMITH; DENYER; MARTIN, 1997). Através desses
resultados sugere-se que os lipidios desempenham papel fundamental como substancia de
reserva no fornecimento de energia e substratos para o crescimento e desenvolvimento do
eixo embrionario durante a germinagdo e desenvolvimento das plantulas de copaiba.

Trabalhando com sementes de cajueiro Voigt et al. (2009) e Marques (2009)
observaram que a rapida mobilizacdo de lipidios ap6s a protrusao radicular coincidiu com o
acumulo transiente de amido nos cotilédones, indicando sintese de carboidrato a partir dos
lipidios pela gliconeogénese. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores
em outras espécies: pepineiro (CHAPMAN; GALLESHI, 1985) e jojoba (KAYANI et al.,
1990).

A sintese de amido nos cotilédones de sementes oleaginosas durante a
germinagdo pode ocorrer devido a demanda de carboidratos soluveis pelo eixo embrionario, o
amido pode funcionar como um regulador desses agUcares, sendo sintetizado a partir dos
lipidios, evitando a alta concentracdo de carboidratos, prevenindo as células de provaveis
efeitos osmaticos, uma vez que pode haver saturacdo na capacidade de assimilacdo pelo eixo
embrionario em crescimento (CHENEVARD; FROSSARD; LACOINT, 1994, GONELA et
al, 2004; GHAZIZADE, 2012). Nesse contexto, baseando-se na explicacdo desses autores,
supde-se que nas sementes de copaiba esse fendmeno possa ter ocorrido.

O aumento na concentracdo de amido na parte aérea das plantulas de copaiba no
ED 3 pode ndo ter sido devido a mobilizacdo dessa substancia para o eixo embrionario e nem
pela saturacdo de carboidratos sollveis resultante da degradacdo do amido, mas, pela
atividade fotossintética, uma vez que nesse estadio, as plantulas apresentaram as primeiras
folhas totalmente expandidas (Figura 5D). Similares achados foram constatdos por Arbona et
al. (2005) com plantulas de tangerina (Citrus clemetina L.), 0s autores constataram
incremento no conteldo amiladceo na parte aérea e que foi coincidente com o aumento de
clorofila nas folhas e atividade fotossintética.

A deplecédo na concentracdo de amido nas raizes das plantulas de copaiba no ED 3
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nos potencias de soluto -0,8 e -1,0 MPa é corroborante com os resultados de Arbona et al.
(2005) em que esse autores, trabalhando com plantulas de tangerina NaCl-estressadas, 30 dias
apos a semeadura, encontraram niveis de amido muito baixos nas raizes. Tal fato pode ser
atribuido a disturbios na translocacdo de acgucares solUveis tais como sacarose a partir da
fonte, estabelecendo uma correlagdo fonte-dreno negativa e/ou no metabolismo dos
carboidratos (CHEESEMAN, 1988). Similares dados sobre deplecdo de amido em folhas e
raizes em fungdo do estresse salino foram encontrados por outros autores (GUCCI et al.,
1988; LLOYD; HOWIE, 1989; KEREPRESI; GALIBA; BANYAI, 1998; IGLESIAS et al.,
2002; FERGUSON; GRATTAN, 2005; KHODADAD, 2011).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 13 observa-se que 90% dos
acucares soluveis (AS) das sementes quiescentes sdo compostos por agucares nao redutores
(ANR) entre a semeadura € o0 ED 1 foram consumidos em média 57,91% dos AS pelas
plantulas do tramento controle, 54,63 pelas plantulas do NaCl -1,0 MPa. isso pode ter sido em
funcéo do consumo dos ANR. Houve um aumento nos teores de AS entre 0 ED 1 e ED 2 em
torno de 55,96% nas plantulas do controle e de 27,82% nas platulas do NaCl-1,0 MPa, devido
ao aumento dos acucares redutores (AR) e ndo redutores. Entre 0 ED 2 e ED 3 os niveis de
AR aumentaram, enquanto que, no mesmo periodo ocorreu o inverso com os teores de ANR.

O estrese salino alterou os teores de AS nos cotilédones das plantulas de copaiba.
O acumulo de AR foi gradativamente reduzido na medida em que o potencial de soluto foi
ficando mais negativo em todos os EDs. Em relacdo aos ANR houve acumulo significativo
nas plantulas tratadas com -1,0MPa no ED 1 em comparac¢do aos demais tratamentos. Entre o
ED 1 e ED 2 os teores desses agucares sofreram um ligeiro aumento, para o ED 3, 0 aumento
na concentracdo de NaCl promoveu acimulo dos ANR, sendo-o mais acentuado no NaCl -1,0
MPa o qual aumentou em 86,1% quando comparado com o controle.

Trabalhando com sementes de guapuruvu (Schizolobium parayba) - uma Leguminosae-
Caesalpinoideae - Magalhaes et al. (2009) verificaram que a sacarose e 0s oligossacarideos da
série rafindsica sdo os AS predominantes nos cotilédones dessa espécie e que foram
rapidamente depreciados nos primeiros dias de germinacdo. A sacarose € 0 primeiro e
principal oligossacarideo utilizado pelas sementes durante a germinacao para suprir o0 eixo
embrionario em desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2009). Galéo et al. (2007) constataram
que a sacarose e a rafinose sdo o0s principais agucares ndo redutores encontrados nos
cotilédones e endosperma de sementes de Prosopis juliflora, constituindo maior fracdo dos

acucares sollveis. Os autores detectaram também uma expressiva queda na concentragdo de
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carboidratos sollveis nas primeiras horas de germinacdo, e que tal fato teve forte correlacéo
com a deplecéo dos teores de sacarose e rafinose.

Tabela 13 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de aglcares soltveis (AS), ndo
redutores (ANR) e redutores (AR) em cotilédones de plantulas de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse
salino

Tratamentos (¥s em MPa)
ED 0,0 -0,2 -0,4 20,6 -0,8 -1,0
Acucares soluveis
ED1 1090Ab  1105Ab  1084Ab  1078Ac  1080Ab  1175Bb
ED2 1700Aa  170,7Aa  1688Aa  1651Aa 1606 Aa  150,2Ba

ED3 1159 Ab 114,2 Ab 115,5 Ab 116,8 Ab 113,6 Ab 114,2 Ab

Teor de acucares sollveis nas sementes quiescentes = 259 mgg™ de massa seca
DMS: linha 7,22, DMS: coluna = 8,55
Acucares redutores

ED1 12,2 Ac 13,1 Ac 11,5 Ac 8,0 Bc 7,9 Bc 6,5 Bc
ED2 64,9 Ab 61,9 Ab 64,7 Ab 62,4 Bb 51,8 Db 44,9 Eb
ED3 85,7 Aa 78,5Bc 78,2 Ba 75,5 Ba 65,3 Ca 57,3 Da

DMS: linha = 3,22; DMS: coluna = 8,88

Acucares ndo redutores

ED1 96,8 Bb 97,4 Bb 96,9 Bb 99,8 Ba 100,1Ba 111,0 Aa
ED2 108,8Aa 108,3 Aa 105,1 Aa 102,7 Ba 101,8 Ba 99,3 Bb
ED3 30,2 Cc 35,7 Cc 37,3 Cc 41,3 BCc 48,3 Bb 56,9 Ac

DMS: linha = 8,12, DMS: coluna = 8,5

Totais de actcares sollveis nas sementes quiescentes em mgg™ de massa seca.
Redutores N&o redutores Total

25,9 233,1 259

Médias seguidas de mesma letra minisculas e maidscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Embora ndo se tenha conhecimento da proporcdo exata da sacarose e dos
oligossacarideos da série rafindsica nas sementes de copaiba, pode ter ocorrido de forma
parecida com os achados dos autores mencionados, haja vista, a grande propor¢do de ANR
encontrada nessa espécie.

O aumento na proporcdo de AS (redutores e ndo redutores) nos cotilédones das
plantulas de copaiba no ED 2 pode ter ocorrido em funcéo da degradacéo dos lipidios, pois,
entre ED 1 e ED 2 houve uma expressiva queda na concentracdo dessa substancia nos
cotilédones (Tabela 8). A degradacdo dos AR também pode ter contribuido para o aumento

dos teores de AR nos cotilédones. Dantas et al. (2008b), trabalhando com sementes de
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barauna (Schinopsis brasiliense) observaram aumento nos teores de AS durante todo o
processo germinativo e reducdo nos teores de amido nas primeiras horas de embebicao.

Em referéncia a modificagbes no comportamento metabodlico durante a
germinacdo, em geral ha na literatura conflitantes resultados em relacdo as sementes. No
inicio da germinagdo, sementes de Apuleia leiocarpa apresentaram aumento dos teores de
manose, arabinose e glicose (agucares redutores) no tegumento e no embrido e de amido nos
cotilédones (PONTES et al., 2002), sementes de protium Widgreniii mantiveram o teor de AR
constantes (SEIFFERT, 2002), enquanto que o teor de carboidratos redutores em sementes de
Caesalpinia piramidalis apresentaram grande variacbes e diminuicdo no teor de amido
(DANTAS et al., 2008a).

Como ja enfatizado, houve um acumulo progressivo de ANR nos cotilédones das
plantulas no ED 3 na proporcdo em que a salinidade aumentou, 0 mesmo ocorreu com 0S
teores de lipidios e de amido (Tabela 11 e Tabela 12, respectivamente), sendo que, para 0
amido, o acumulo ocorreu apenas nas plantulas tratadas com -1,0 MPa, portanto, a salinidade
inibiu a mobilizacdo de lipidios e de amido nesse ED. Assim, o acumulo de ANR
proporcionalmente ao aumento da salinidade ndo é condizendo com o ocorrido com lipidios e
com o amido. Neste contexto, 0 acumulo de ANR, pode ter ocorrido em funcéo da inibicdo na
mobilizacdo desses agUcares para o eixo embrionario, promovida pelo NaCl.

Corroborantes resultados foram constatados em sementes de cajueiro (VOIGT et
al., 2008; MARQUES, 92009) e de trigo (LIN, 2012), em que o0s autores constataram
consideravel aumento nos teores de aglcares ndo redutores na fase de estabelecimento das
plantulas, sendo proporcional ao incremento da concentragcdo de NaCl no meio.

Na Tabela 14 estéo expressos os dados referentes aos teores AS, AR e ANR na
parte aérea de plantulas de copaiba em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e
submetidas a condi¢6es de salinidade.

Os aclcares solluveis aumentaram consideravelmente durante o desenvolvimento das
plantulas, sendo esse aumento mais expressivo no ED 3, tanto para os AR como para 0s ANR,
entre ED 1e ED 2, ED1 e ED 3 e ED 2 e ED 3, 0 aumento médio foi de 0,7 2,6 e 11,1 vezes,
respectivamente. Entre ED 1 e ED 2 ndo houve alteragdo significativa nos niveis de AR nem
para o controle e nem para o estresse salino, enquanto que entre 0 ED 2 e ED 3 houve um
aumento médio de 3,9 vezes nos teores desses agucares. Em respeito a concentracdo de ANR
0 comportamento diferiu daquele em relacdo aos AR, os ANR aumentaram significativamente
entre o ED 1 e ED 2 entre 0 ED 1 e ED 3e entre 0 ED 2 e ED 3, no caso dos AR 0 aumento
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nos teores desses acucares ocorreu apenas entre ED 2 e ED 3. O NaCl, em niveis de
concentracdo mais elevados reduziu significativamente os teores de AR (ED 3) e ANR (ED 2
e ED 3).

Tabela 14 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de aglcares soltveis (AS),
redutores (AR) e ndo redutores (ANR) na parte aérea de plantulas de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse
salino

Tratamentos (‘¥'s em MPa)

ED 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 0,8 -1,0
Acucares soluveis

ED1 10,1 Ac 9,4 Ac 9,0 Ac 10,3 Ac 9,0 Ab 9,1 Ab

ED2 185Ab 17,3 Ab 16,8 Ab 17,7Ab  149ABb  10,0Bb

ED3 37,8ABa 37,2ABa 39,5 Aa 32,8 Ba 29,2 Ba 25,9 Ba

DMS: linha = 6,22, DMS: coluna = 7,55
Acucares redutores

ED1 2,5Ab 2,7 Ab 2,8 Ab 3,1Ab 2,9 Ab 1,8 Ab
ED2 2,8 Ab 2,6 Ab 2,7 Ab 3,1Ab 2,3 Ab 2,0 Ab
ED3 16,3 Aa 16,6 Aa 16,4 Aa 159ACa 149Ca 12,6Da

DMS: linha = 2,08, DMS: coluna = 3,88
Acucares ndo redutores
ED1 7,6 Ac 6,7 Ac 6,2 Ac 7,2 Ab 6,1 Ab 7,3 Ab

ED2 15,7 Ab 14,7 ABb 14,1 ABb 14,6 ABa 12,6 Ba 8,0Cb
ED3 21,5 Aa 25,6 Aa 23,1 Ba 16,9 Ba 12,6 Ba 13,3 Ba
DMS: linha = 3,12, DMS: coluna = 5,24

Médias seguidas de mesma letra mindscula e maidscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os teores e as variacdes de AS nas raizes (Tabela 15) foram similares aos da parte
aérea (Tabela 14), no entanto, nos ED 2 e 3, as raizes apresentaram uma media de 1,5 e 3,3
vezes AS respectivamente em comparacdo a PA. Os teores de AS foi reduzido
significativamente proporcionalmente ao aumento da salinidade, sedo mais expressiva essa
reducdo nas plantas do NaCl -1,0 MPa, 45,5 e 61,7% nos ED 2 e ED 3 respectivamente,
guando comparados com o controle. Os AR foram mais acentuadamente afetados pelo
aumento na concentracao de NaCl e sofreram maior reducdo dos seus teores em comparacao
aos ARN.

As variagdes ocorrentes nos teores de AS na parte aérea (Tabela 14) e raizes

(Tabela 12) de plantulas de copaiba durante a germinacdo e desenvolvimento

inicial, coincidem com o ocorrido nos cotiledones (Tabela 13), o incremento dos AS entre 0
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ED 1 e ED 3 foi concomitante com 0 acréscimo na massa seca do eixo embrionario (Parte
aérea e raiz). A hidrolise de amido e principalmente dos lipidios deve ter sido responsavel
pelo acréscimo de acucares sollveis no eixo embrionario, a producdo de sacarose, e de
oligossacarideos da série rafindsica a partir da quebra dos lipidios pode ter contribuido em
suma para 0 aumento nos teores de ANR e a degradacdo da sacarose em seus constituintes
(frutose e glicose) deve ter influenciado o aumento dos AR.

Tabela 15 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de acucares soltveis (AS),
redutores (AR) e ndo redutores (ARN) em raizes de plantulas de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse
salino

Tratamentos (Ws em MPa)

ED 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Acucares sollveis

ED1 10,4 Ac 10,4 Ac 11,1 Ac 9,6 Ac 9,0 Ac 9,0 Ac

ED2 455 ABb 49,8 Ab 44,5 ABb 43,5 Bb 34,6 Cb 24,8 Db

ED3 206,7 Aa 186,5 Ba 167,1 Ca 126,8 Da  108,8 Ea 79,2 Fa

DMS: linha = 4,22, DMS: coluna = 11,55
Acucares redutores

ED1 5,0 Ac 5,9 Ac 6,9 Ac 5,2 Ac 51Ab 53 Ab
ED2 215Ab 22,9 Ab 21,6 Ab 21,5 Ab 9,3Bb 51Cb
ED3 140,0Aa 120,8 Ba 99,8 Ca 58,3Db 54,2 Ea 38,6 Fa

DMS: linha = 10,50, DMS: coluna = 13,88
Acucares ndo redutores

ED1 5,4 Ac 4,5 Ac 4,2 Ac 4,4,0 Ac 3,9 Ac 3,7 Ac
ED2 24,0Ab 26,9 Ab 22,8ABb 22,0ABb 25,3 Ab 19,7 Bb
ED3 66,7 Aa 65,7 Aa 67,3 Aa 68,5Aa 54,6 Ba 40,6 Ca

DMS: linha = 4,12, DMS: coluna = 5,15
Médias seguidas de mesma letra minusculas na coluna e de mesma letra maitscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Como visto na Figura 5, as plantulas do ED 3 apresentaram folhas primarias
totalmente expandidas, sob as condicGes de fotoperiodo aplicadas durante os ensaios deste
trabalho (12:12h) pode se argumentar que parte dos AS no eixo embrionario (parte aérea e
raizes) das platulas de copaiba foram provenientes da atividade fotossintética, o que
contribuiu para o aumento dos niveis de AS, AR e ANR nesse 0rgaos.

A diminuicdo dos teores AS na parte aérea e nas raizes de plantulas de copaiba
ocasionada pelo acréscimo na concentracdo de NaCl, pode ter sido reflexo do atraso da
mobilizacdo dos produtos da degradacdo dos lipidios e/ou amido nos cotilédones (Tabelas 11
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e 12, respectivamente) para o eixo embrionario, em virtude dos potenciais de solutos mais
negativos, visto que o crescimento das plantulas estudadas sofreu efeito negativo dentro das
condicdes aplicadas.

Em relacdo ao aumento no acumulo de AS no eixo embrionarios no ED 3 nas
plantulas estudadas, Flowers et al. (1977) salientam que acréscimos no acumulo de agUcares
soluveis tem sido reportados em muitas espécies expostas a salinidade. O aumento no pool de
glicose induzido pela salinidade parece ser devido a reducdo na demanda por carbono por
parte do eixo embrionario (STOOP; PHARR, 1994). Durante a germinacdo, em sementes de
Populus tremula em condicOes salinas, Evers et al. (1997) observaram forte aumento nos
teores de glicose e frutose e declinio nos teores de sacarose. Em folhas de plantulas de oliva
(Olea europaea L.) Jonak, (2012) sugeriram que o incremento de manitol e de glicose
desempenha uma funcdo osmatica ativa adaptativa em resposta a salinidade em plantas.

Acredita-se, segundo varios autores, que sob estresse salino, o acimulo de
acucares, juntamente com solutos compativeis contribuem para um ajustamento osmético e
que podem ser uma importante resposta a salinidade, e conforme o padrdo de resposta, a
planta pode se comportar como sensivel ou tolerante ao estresse induzido por NaCl (JENKS;
HASEGWA, 2005, ALMEIDA et al 2010; KHODADAD, 2011; KRASENSKY; JONAK,
2012; LIN et al., 2012).

Observa-se na Tabela 16 que no ED 1 os teores de proteinas foram superiores,
guando comparados com o0s das sementes quiescentes (ED 0), um incremento médio de
2,63%, seguida de uma intensa mobilizacdo durante a germinacdo e estabelecimento das
plantulas. Nos cotilédones, as varia¢cdes nos teores de proteinas em funcdo do aumento de
NaCl foram pequenas e ocorreram apenas no ED 2, com uma ligeira reducéo a partir do NaCl
-0,6 MPa, mais acentuada no NaCl -1,0 MPa, com 37,97% a menos, em compara¢do com o
controle. Na parte aérea e nas raizes, as varia¢des dos teores proteicos foram maiores entre 0s
EDs do que dentro de um mesmo ED, houve um aumento progressivo durante a germinacao e
0 estabelecimentos das plantulas. Contudo, os teores de proteinas foram influenciados
negativamente pelo aumento na concentracdo de NaCl com maior expressdo nas plantulas
tratadas com NaCl -1,0 MPa, tanto para parte aérea como para raizes.

A mobilizagdo proteica dos cotilédones para o eixo embrionario ocorreu de
maneira semelhante ao ocorrido com a mobilizacéo lipidica (Tabela 11), no ED 3, os teores
proteicos nos cotilédones representaram em média, 18,62% do total contido nas sementes

quiescentes (ED 0), indicando que a mobiliza¢do proteica ainda estava ocorrendo. Quanto ao
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acréscimo nos teores proteicos entre ED 0 e ED 1 pode ter sido devido ao acionamento dos
processos desencadeadores da respiracdo, ocasionado pela entrada de agua na semente
(GAMA, et al., 2011; MELO et al 2011).

Tabela 16 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de proteinas totais em
cotilédones, parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em
diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (W's em MPa)

ED 0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0
Cotilédones
ED1  2241Aa  2254Aa  2261Aa 2300Aa 2244Aa 226.6 Aa

ED2  156,1 Ab 145,0A b 146,3ABa 1415Bb  139,6 Bb 96,8 Cb
ED3 37,5 Ac 37,8 Ac 36,3 Ac 45,7 Ac 43,9 Ac 45,0 Ac

Teor de proteinas nas sementes quiescentes = 220,3 mg g™ de massa seca.
DMS: linha =11,91; DMS: coluna = 14,58
Parte aérea

ED1 105,5 Ac 105,7 Ac 108,2 Ac 93,5Bb 90,2 Bbh 88,0 Ba
ED2 120,1Ab 1277 Ab  129,3 Ab 110,4 Ba 104,0 Bb 91,0 Ca
ED3 139,1 Aa 139,9 Aa  139,2 Aa 110,0 Ba 72,4 Cc 725Cb
DMS: linha = 9,07; DMS: coluna = 11,10.

Raiz
ED1 629ABb 90,9bAb 96,4 Ac 48,9 Bc 44.6 Bc 44 5 Bc
ED2 119,0 Ab 1123 Ab 103,4 Ac 105,2 Ac 99,3 Ac 87,7 Ac

ED3 277,4Aa 252,1ABa 2430 ABCa 222,8BCa 214,8aBC 196,8 aC

DMS: linha = 38,62, DMS: coluna = 47,26

Médias seguidas de mesma letra minusculas na coluna e de mesma letra maiuscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A embebicdo é o primeiro evento ocorrente para que a semente germine, com a
entrada de agua tem inicio a hidratacdo dos tecidos, absor¢do de oxigénio, intensificacdo da
respiracdo e sintese de enzimas (NIZAM, 2011; SCHWENGBER; SMIDERLE, 2011;
KRASENSKY; JONAK, 2012).

Antes da germinacdo, a semente se encontra em estado de repouso, a taxa
respiratoria e a necessidade de proteinas ativas sdo bastante reduzidas (POPINIGIS, 1985;
LARCHER, 2003). Com a hidratacdo tem inicio a atividade hidrolitica, proporcionada por
enzimas sintetizadas durante a maturagao da semente, ocorre sintese “de novo” de hidrolases a

qual envolve atuacdo do mecanismo de sintese de proteinases, concomitante a recuperagédo do



94

metabolismo oxidativo, processos sincronizados e ativados durante a embebicdo. Assim, ha
um pequeno aumento nos teores proteicos nos cotilédones ou no endosperma em funcéo da
demanda energética e estrutural pelos processos iniciadores da germinacdo (AFFENZELLE et
al. 2009; HAIDE et al 2012; BLOOM et al., 2012).

Pontes et al, (2002) e Seifert (2000), estudando sementes de Apuleia leiocarpa e
protium vidgrenni respectivamente, quantificaram as proteinas totais e constataram que ocorre
aumento nos teores proteicos durante o processo de embebicdo devido a inducdo da
biossintese de enzimas hidroliticas.

Observa-se na Tabela 17 que houve um actmulo significativo de aminoécidos
livres nos cotilédones das plantulas dos ED 2 e ED 3 em NaCl -1,0 MPa (Tabela 14), isso
pode ter sido reflexo da inibicdo da mobilizacdo de proteinas ou da sintese proteica nesses
Orgdos, ocasionadas por desequilibrios bioquimico e metabdlico, excesso de oxidantes e
outros (ORTEGA-GALISTEO et al, 2012).

Tabela 17 - Valores médios em mgg™' de massa seca dos teores de aminoacidos em
cotilédones, parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em
diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (Ws em MPa)

ED

0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Cotilédones
ED1 10,5 Ab 10,4 Ab 10,0 Ab 9,7 Ab 6,9 Bc 51Cc
ED2 15,0 Ba 14,6 Ba 15,6 Ba 15,4 Ba 14,8 Ba 18,7 Ab
ED3 5,8 Cc 6,6 Cc 7,0Cc 6,2 Cc 10,1 Bb 15,7 Aa

DMS: linha = 1,0, DMS: coluna=1,21

Parte aérea

ED1 3,0 Ac 3,4 Ac 3,3Ac 3,3Ac 2,6 Ac 2,6 Ac
ED2 16,5 Ab 17,1 Ab 17,3 Ab 17,4 Ab 13,2 Bb 12,9 Bb
ED3 30,2 Aa 29,7 Aa 27,3 Ba 23,6 Ca 21,3 Da 18,3 Ea
DMS: linha = 1,01, DMS: coluna = 1,27
Raiz

ED1 5,3 Ac 5,2 Ac 5,4 Ac 5,4 Ac 5,8 Ac 5,9 Ac
ED2 13,2 Ch 13,6 Ch 13,8 BCbh 14,1 BCb 15,1 Bb 16,9 Ab
ED3 20,0 Ca 21,7 Ba 27,4 Aa 27,9 Aa 28,4 Aa 20,1 Ba

DMS: linha = 1,45, DMS: coluna = 1,78

Médias seguidas de mesma letra minGscula e maidscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os teores de aminodacidos livres no eixo embrionario sofreram significativo
acréscimo ao longo da germinacdo e estabelecimento das plantulas de copaiba, 0os maiores
aumentos ocorreram nas plantulas do ED 3. Esse aumento nos teores de aminoacidos livres no
eixo embrionario foi concomitante com a intensa mobilizacdo de reservas nos cotilédones, e
com 0 aumento na massa seca das plantulas no ED 3 (Tabela 10) esse acréscimo pode ter
ocorrido em fungdo da demanda desses compostos pelo eixo embrionario.

Por outro lado, o aumento do NaCl causou reducdo nos teores de aminoacidos
livres nas plantulas do ED 3, principalmente nas tratadas com NaCl -1,0 MPa, tal fato, pode
ter sido em funcdo da inibicdo da mobilizacdo proteica a partir dos cotilédones. Diante dessas
evidéncias, pode-se suporque o NaCl influenciou negativamente na mobilizacdo de reservas
tanto nos cotilédones como no eixo embrionario de plantulas de copaiba.

O acumulo de aminodcidos tem sido observado em muitos estudos sobre plantas
expostas a estresses abioticos (PRISCO; ENEAS-FILHO; GOMES-FILHO, 1981; RHODES;
FOUGERE et al., 1991;. KAPLAN; GUY,. 2004; BROSCHE et al., 2005;. ZUTHER et al.,
2007;.VOIGT et al., 2008 KEMPA et al., 2007;. SANCHEZ et al., 2008;. USADEL et al.,
2008.; LUGAN et al., 2010). Esses autores enfatizam que tal aumento pode ser resultante da
producdo de aminoacidos e/ou de reforco induzido pelo estresse na degradacdo de proteinas.
Widodo et al., 2009 argumentam que o acumulo total de aminoacidos sob estresse salino pode
ocasionar danos celulares em algumas espécies.

Efeitos inibitérios na mobilizacdo proteica durante a germinacdo e
estabelecimento de plantulas tem sido reportado por muitos autores, Voigt et al. (2008) e
Marques (2009) verificaram em sementes de cajueiro que o0 aumento na concentracéo de NaCl
comprometeu consideravelmente a mobilizacdo e a hidrolise proteica durante a germinacéo e
0 estabelecimento das plantulas.

Por outro lado, Krasensky e Jonak, (2012), salientam que aumento dos niveis de
aminoacidos especificos pode ter um efeito benéfico durante a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas, propiciando em algumas espécies aclimatacdo ao
estresse. Neste contexo, os efeitos do NaCl no comportamento de sementes e plantulas
durante a germinagdo e o crescimento inicial tem oferecidos resultados conflitantes na
literatura. Aghaleh et al. (2009) ndo constataram mudancas significativas nos teores de
proteinas durante a germinacdo de sementes de Salicornia pérsica e de salicornia europaea
segundo esses autores, essas espécies se comportaram de maneira semelhante a espécies

haléfitas quando submetidas a estresse salino. Resultados dessa natureza também foram



96

relatados por Munoz et al. (1997), em trigo (ELSHINTINAWY; ELSHOURBAGY, 2001) e
em espécies do género Salicornia (NIKNAM et at., 2006).

Na Tabela 18 observa-se que os teores de ions sodio (Na*) nos cotilédones, parte
aérea e raizes sofreram alteracfes significativas durante a germinacdo e desenvolvimento
inicial das plantulas em fungéo do aumento da concentracdo de NacCl.

Tabela 18 - Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de fons sodio (Na*) em
cotilédones, parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em
diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (¥'s em MPa)

ED 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Cotilédones

ED1 1,7 Ca 1,6 Cb 2,7 BCb 3,8Bc 5,4 Ac 5,9 Ab

ED2 1,7 Da 2,1Db 6,2 Ca 6,8 Cb 11,0 Bb 16,9 Aa

ED3 10Fa 5,6 Ea 7,5Da 10,5 Ca 15,2 Ba 16,9 Aa

DMS: linha= 1,4, DMS: coluna=1,7

Parte aérea

ED1 0,6 Ea 4,2 Da 6,5 Ca 8,3 Ba 9,2 Aa 9,43 Aa
ED2 0,4 Ea 0,9 Ec 1,8 Dc 2,6 Cc 4.8 Bb 9,8 Aa
ED3 0,3 Ea 2,2 Db 4,2 Ch 6,3 Bb 8,8 Aa 8,5 Ab
DMS: linha = 0,5, DMS: coluna=0,7
Raiz

ED1 2,7 Fa 6,8 Ea 9,0 Da 13,8 Ch 15,4 Ba 19,0 Aa
ED2 2,0 Fa 42 Eb 6,4 Db 8,3Ch 10,2 Bc 18,2 Aa
ED3 2,5 Fa 47 Eb 6,6 Db 8,8Ch 11,5 Bb 19,1 Aa

DMS: linha= 1,2, DMS: coluna=1,4

Médias seguidas de mesma letra minGsculas e maiuscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nos cotilédones, o acréscimo de Na* foi mais pronunciado no NaCl -1,0 MPa,
nesse potencial de soluto, os acréscimos médios foram 2,5, 9,9, e 15 vezes nos ED 1, ED 2 e
ED 3 respectivamente, quando comparados com o controle. Na parte aérea 0S acréscimos
médios foram 14,7, 23,5 e 27,3 vezes em comparagdo com 0 controle e nas raizes houve
aumento meédio de 7,0, 9,1 e 7,6 vezes em comparagdo com o controle.

Verifica-se na Tabela 19 que para ions potassio (K*) e em relagdo ao aumento do
NaCl, nos Ed 1 e ED 2, apesar de haver diferencas significativas entre os tratamentos, as
varagdes nos teores desses ions foram pequenas, considerando-se o valor da DMS (0,3) no ED
3, e entre os EDs, as variag0es foram mais acentuadas quanto aos demais. O aumento do NaCl

reduziu significativamente os teores de K* nos cotilédones, principalmente no ED 3. Na parte
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a aérea e nas raizes os teores de K* foram significativamente reduzidos ao longo do
desenvolvimento das plantulas, com maior énfase entre ED 2 ED 3. No que diz respeito aos
ions cloreto (CI"), constata-se na Tabela 20 que o comportamento das plantulas de copaiba em
relacdo aos teores desses ions foi semelhante ao que ocorreu com o verificado em relacdo aos
fons Na'(Tabela 18).

Tabela 19 -Valores médios em mgg™ de massa seca dos teores de fons potassio (K*) em
cotilédones, parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em
diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (W em MPa)

ED 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Cotilédones

ED1 3,0 Ca 3,6 Ba 3,2 Ca 3,2Ca 3,5BCa 4,0 Aa

ED2 29Da 3,2CDb 3,7 ABa 3,4 Ba 3,8 Aa 2,1Eb

ED3 22AB 2,4A c 2,4 Ac 1,7Bb 1,0Chb 1,0Cb

DMS: linha = 0,3, DMS: coluna=0,5

Parte aérea

ED1 18,4Da 219 Ca 22,2 Ca 23,2 Ba 26,01 Aa 26,7 Aa
ED2 5,1Bb 5,1Bb 5,1 Bc 5,3 Bc 6,6 Ab 2,2Cc

ED3 5,14Cbh 51Cb 6,6 ABa 7,2 Ab 6,6 ABb 6,7 ABb
DMS: linha = 1,4, DMS: coluna = 0,46

Raiz

ED1 9,7 Ba 10,6 ABa 6,9 Ca 9,5 Ba 11,4 Aa 7,5 Ca

ED2 8,1 Ab 7,3 ABb 6,9 BCa 7,0 ABb 6,0 Cbh 2,1 Dc

ED3 3,2 ABc 3,4 ABc 2,4 Ch 2,1 Cc 1,9 Cc 1,1 Ab

DMS: linha = 0,96, DMS: coluna=1,11

Médias seguidas de mesma letra mindsculas e mailscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nos cotilédones, comparando-se o controle com o tratamento NaCl -1,0 MPa
dentro do mesmo ED, constata-se que os teores de CI” aumentaram 2,4, 8,5 e 10,6 vezes para
0s ED 1, ED 2 e ED 3 respectivamente. Entre ED 1 e ED 2 houve um acréscimo de 1,2 vezes
e de aproximadamente 100% entre 0 ED 2 e ED 3. No eixo embrionario os aumentos foram
proporcionais ao acréscimo na concentracdo de NaCl no meio. Sendo que nas raizes, 0
acréscimo de ions CI° foi maior em comparagdo com a parte aérea. Estes resultados
contrastam com os de Ashrat e Orooj (2006), esses autores verificaram em plantulas de trigo,

maiores teores de CI" na parte aérea comparando-se com as raizes.
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Os aumentos nos niveis de Na+ e CI" nas plantulas de copaiba mediante o aumento
da concentracdo de NaCl estabelecem uma correlacdo com a inibi¢cdo na mobilizacéo lipidica
e amilacea e com a reducdo da massa seca. Neste sentido, argumenta-se que o acréscimo de
NaCl no meio de cultivo proporcionou um efeito toxico no desenvolvimento desde a

germinagdo até o final dos ensaios.

Tabela 20 - Valores médios em miligrama por grama de massa seca dos teores de ions cloreto
(CI") em cotilédones, parte aérea e raiz de plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.)
em diferentes estadios de desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Tratamentos (Vs em MPa)

ED 0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0
Cotilédones

EDI  31Fb 5.7 Eb 75Dc 8,7 Cc 9.3 Bc 10,4 Ac

ED2  27Ea 52 Ec 10,3 Db 12,3 Ca 153 Ba  23,0Aa

ED3  10Cc 11,0 Ba 11,3 ABa 11,1 Bb 116Ab 11,6 Ab

DMS: linha = 0,4, DMS: coluna=0,4

Parte aérea

ED1 6,2 Ca 6,6 Cb 6,8 Cc 8,6 Bc 9,5 Ac 9,8 Ac
ED2 6,2 Ea 11,9 Da 15,5 Ca 15,2 Ca 18,7 Ba 22,7 Aa
ED3 44 Fb 6,6 Eb 8,1 Db 10,8 Cbh 13,8 Bb 14,8 Ab
DMS: linha = 0,7, DMS: coluna=0,9
Raiz

ED1 10,6 Ea 15,2 Da 16,6 Ch 18,8 Bb 18,1 Bc 23,1 Ac
ED2 49 Eb 14,8 Da 23,0 Ca 24,0 Cb 27,2 Ba 30,3 Aa
ED3 49 Eb 14,5 Ca 16,6 Ch 17,2 Cb 20,6 Bb 25,6 Ab

DMS: linha = 1,0, 1DMS: coluna = 1,27

Médias seguidas de mesma letra minGsculas e maidscula na coluna e na linha respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Estes resultados corroboram com contribuicdes na literatura sobre os efeitos
toxico e osmético na germinacgdo e desenvolvimento inicial das plantas. Altas concentraces
de NaCl no apoplasto geram efeitos primarios e secundarios que geralmente influenciam
negativamente na sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento vegetal (FLOWERS, 2004),
os efeitos primarios sdo toxicidade idnica e desequilibrio osmotico.

Tanto o Na* como o CI" em altas concentragdes sdo inibidores dos processos
citosélicos e organelares (PETRIDIS et al., 2012). Concentragdes acima de 0,4 M inibem
principalmente as enzimas, devido distarbios no balan¢o hidrofobico-eletrostatico,
necessarios para manter as estruturas proteicas (GHAZIZADE; GOLKAR; SALEHINEJAD,
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2012). Concentragdes de 0,1 M de Na* séo citotoxicas indicando que o ion afeta diretamente
processos bioquimicos e fisioldgicos especificos (ORSINI et al., 2012). Altas concentragdes
de sal impde choque hiperosmotico baixando o potencial hidrico celular, causando reducédo do
turgor ou restringindo a expansdo da célula (MUNNS; 2002; HASEGAWA et al., 2000;
ZHU, 2002).

Os principais efeitos secundarios do estresse induzido por NaCl s&o distarbios na
aquisicdo de K*, disfuncdo membranar, comprometimento nos transportes de fotossintatos,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e morte celular programada (RODRIGUEZ-
NAVARRO, 2000; ZHU, 2003; GIMENO, 2012).

O K" é um elemento essencial para as plantas e o Na* compete com ele na
absorcédo celular, particularmente quando as concentrac@es extracelulares sdo muito grandes
(FOOLAD et al., 2001).

Como ja mencionado, o aumento do NaCl induziu a redugdo de K", tanto nos
cotilédones quanto no eixo embrionario (Tabela 19), o que pode ter contribuido na inibi¢do da
mobilizacdo de reservas e do crescimento das plantas de copaiba. Li et al. (2010) trabalhando
com sementes de alfafa (Medicago sativa L.) em concentracdes de 30, 60, 90, 120 e 150
mmol de NaCl constataram redugdes significativas nos teores de K™ em funcdo do aumento da
concentragéo salina, indicando uma competicdo que inibiu o influxo de K* nos tecidos das
plantulas. James et al. (2006), sustentam que baixo niveis de Na" e altas concentracoes de K*
no citoplasma s3o essenciais para a manutencdo de varios processo enzimaticos, pois o K*
desempenha papel chave em varios processos fisioldgicos, tais como osmorregulacéo, sintese
proteica e ativagdo enzimatica. Os autores ressaltam também que a substituicdo do K* por Na*
pode levar a um desbalanco nutricional e desequilibrio de vérias funcgdes fisioldgicas
imprescindiveis para 0 mecanismo celular.

As altas concentracdes de NaCl nos tecidos do eixo embrionéario das plantulas de
copaiba podem ter induzido a reducdo da massa seca, como foi constado neste trabalho. Datta,
et al. (2009) encontraram resultados similares em plantulas de trigo, em que a reducdo do
desenvolvimento do eixo embrionario pode ter sido causado pelas altas concentracfes de
NaCl no meio.

Sobre aumentos dos teores de Na*, CI e reducdo nos niveis de K*, nos tecidos de
cotiledonares e no eixo embrionario, bem como os decorrentes nocivos efeitos sobre a
germinacdo, crescimento e desenvolvimento de plantulas, destacam-se na literatura 0s

trabalhos de Hussain et al, (2009) em semente de Nigella sativa L., Aghaleh et al, (2011) com
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sementes de Salicornia, Siddiqui; Mohammad e Khan, (2009), em sementes de cajueiro
(MARQUES et al., 2011), além de outros.

Manter a homeostase celular da razdo Na'/K" é de fundamental importancia para a
sobrevivéncia das plantas em ambiente salino. Contudo, os estudos sobre a manutencéo
equilibrio homeostatico em plantas cultivas e, principalmente em espécies ndo domesticads
séo incipientes (MA et al., 2012)

5. 5 Atividades enzimaticas
5.5.1 Enzimas do metabolismo dos lipidios

As andlises das atividades enzimaticas nas sementes e plantulas de copaiba
submetidas a estresse salino foram feitas nos cotilédones das sementes quiescentes (ED 0) e
das plantulas nos ED 1 e ED 2. Os Potenciais de solutos foram 0,0 MPa (controle), solucdes
de NaCl -0,4 e -0,8 MPa.

O resumo da andlise de variancia das atividades enzimaticas esta representado na
Tabela 21. Observa-se que houve diferencas estatisticas entre os tratamentos, entre os EDs e
para interacdo Tratamento x ED.

Os dados sobre as atividades enzimaticas, total (AT) e especifica (AE), da lipase,
liase do isocitrato e sintase do malato estdo representados na Figura 14A e 14B, 14C e 14D, e
14E e 14F, respectivamente. A atividade total da lipase foi mais intensa no ED 1 e ndo sofreu
alteracdo em virtude do aumento na salinidade, no ED 2, a atividade total e especifica dessa
enzima foi fortemente inibida pelo aumento na concentracdo de NaCl. Entre o ED 0 e 0 ED 1
a atividade lipasica aumentou em 1,45 vezes em média. No ED 2, a salinidade reduziu a
atividade lipasica em 43%, e 68% para NaCl -0,4 e -0,8 MPa, respectivamente.

Resultados similares foram verificados por Marques (2009) trabalhando com
sementes de cajueiro, em que o autor observou notavel reducdo nas atividades lipasicas em
concentracdes de NaCl iguais a 18 dSm™, quando comparados com a testemunha. Ainda
segundo 0 mesmo autor, a inibi¢do nas atividades da lipase causada pelo estresse salino foi
correlata com a reducdo da mobilizacdo dos lipidios a partir dos cotilédones para o eixo
embrionario. Efeitos danosos na sintese “de novo” da enzima podem ter ocorrido durante a
germinacdo e desenvolvimento das plantulas crescidas sob estresse salino, sendo esse um
fator responsavel por interferéncias negativas na atividade enzimatica. Neste sentido, a
inibicdo das atividades da lipase nos cotilédones das plantulas de copaiba talvez tenha

ocorrido devido a sintomas parecidos.
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As atividades total e especifica da liase do isocitrato (ICL) ndo foram afetadas
pela salinidade (Figura 14 D) no ED 1, no ED 2, o NaCl -0,8 MPa inibiu a atividade total da
ICl em 62% comparando-se com o mesmo nivel de sal no ED 1, em relacdo ao controle no
mesmo ED. A atividade especifica da ICL no ED 2 foi afetada significativamente pelo
aumento da salinidade, com reducGes de cerca de 38 e 55% nos potenciais de soluto de -0,4 E
-0,8 MPa, respectivamente (Figura 14C).
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Tabela 21 - Resumo da andlise de variancia referente aos valores médios das atividades enziamaticas, Total (AT) e especifica (AE) das enzimas
do metabolismo dos lipidios: Lipase (LP) liase do isocitrato (LIC) e sintase do malato (SM) e do metabolismo do amido: alfa e beta amilases (a e
B-AM) e fosforilase do amido (FA) em cotiledones de sementes e plantulas de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) em diferentes estadios de
desenvolvimento (ED) e submetidas a estresse salino

Fonte Quadrados Médios
de variacio  G.L. LP LIC SM a e B-AM FA
AT AE AT AE AT AE AT AE AT AE
Trat. 2 0,009* 45,90*  2124,03* 551* 996,85* 210,96* 0,82* 3,64* 551*  0,28*
ED 1 0,26* 18,22*  2703,43* 32,66* 60309,75*  3283,01* 0,82* 70,47*  32,66*  4,59*
EDxTrat. 2 0,009* 25,60*  2053,35* 551* 644,95* 3,79* 55,60* 4,70* 551*  0,27*
Erro 21 0,001 6,83 27,68 13,89 23,263 18,06 0,012* 4,36 15,75 0,01
CV (%) 14,52 21,70 5,63 5,93 23,27 9,22 3,01 5,08 5,93 4,22

(*) significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
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Figura 14 - Atividades total (AT) e especifica (AE) das enzimas lipase (A e B); liase do
isocitratro (C e D) e sintase do malato (E e F) em cotilédones de sementes de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) submetidas a solu¢des de NaCl com potenciais de solutos de:
0,0 MPa ((3), controle; -0,4 MPa (E) e -0,8 MPa (lll) em trés estadios de desenvolvimento
(ED)
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Letras minGsculas e maidsculas iguais em um mesmo nivel de NaCl e no mesmo ED, respectivamente, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O trago no topo de cada coluna refere-se ao erro
padrdo da média.

A atividade da sintase do malato (MS) aumentou entre 0 ED 0 e ED 1 e diminuiu
drasticamente entre este ultimo e o ED 2, o potencial de soluto de -0,8 MPa causou uma
ligeira reducéo na atividade total da MS no ED 1, no ED 2 nédo houve alteragdes significativas
dentro do mesmo ED, nem para AT nem para AE dessa enzima (Figuras 14E e 14F).

O periodo decorrido entre semeadura e o0 estadio de desenvolvimento um (ED 1)
foi de 1042 dias, enquanto que para o ED 2 foi de 1842 dias. Portanto, a auséncia de efeitos

negativos nas atividades das enzimas lipase, isocitrato liase e malato sintase no ED 1, pode ter
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sido em funcdo do curto espaco de tempo para a manifestacdo dos sintomas do estresse
induzido pelo aumento da salinidade.

O estresse osmotico causado por altas concentracdo de NaCl inibe a degradacéo
dos lipidios e mobilizacdo do seus produtos em varias especies, devido a reducdo das
atividades enzimaticas do ciclo do glioxalato, operantes na conversdo de acidos graxos a
carboidratos, durante a germinacdo (GIACHETTI et al., 1987; LIN; CHIA et al., 2005).

Sidari et al. (2008) constataram forte inibicao nas atividades da liase do isocitrato
em sementes de pinheiro (Pinus pinea), sob concentracdes de 50 mM de NaCl e completa
inibicdo na acgdo dessa enzima e da sintase do malato em concentragdes salinas superiores.
Aghaleh et al. (2011) relacionaram a inibicdo das atividades do ciclo do glioxalato (em
particular ICL) com altas concentracbes de ions CI" no citosol. Lin, (2004) sugeriram que
anions monovalentes como, por exemplo o CI', interagem com os sitios de ligacdo da ICL
inibindo sua atividade. Sementes oleaginosas sdo altamente dependentes da ICL para
germinar, a atividade determina a conversdo de acetil-CoA em malato e controla subsequentes

enzimas envolvidas no metabolismo da germinacao.

5.5.2 Enzimas do metabolismo do amido

Observa-se na Figura 15A que as atividades amil&sicas aumentaram no inicio da
germinacdo, contudo, no ED 1, ndo houve efeito relacionado a salinidade, no ED 2 o0s
potencias de solutos NaCl -0,4 e -0,8 causaram ligeira inibicdo na atividade dessas enzimas,
em comparacao ao controle, porém, ndo diferiram entre si.

A AE das amilases no ED 2 aumentou 2 vezes no tratamento controle e 1,4 vezes
nos potencias de solutos -0,4 e -0,8 MPa. Como ja mencionado, para as enzimas do
metabolismo dos lipidios, essa diferenca entre ED 1 e ED 2 pode ser em virtude do curto
espaco de tempo entre a semeadura e 0 ED 1, ou seja, ndo houve tempo suficiente para uma
manifestacdo das atividades mais efetivas da enzima, isso vale também para os efeitos do
NaCl.

Como observado na Tabela 12, nos potenciais de solutos 0,0, -0,2, -0,4, -0,6 MPa
houve um acréscimo médio de 18,8% nos teores de amido entre ED 1 e ED 2. Em sementes
oleaginosas, esse aumento de amido é considerado na literatura como transiente, decorrente
da producédo de amido a partir da quebra dos lipidios durante a germinacéo.

Neste contexto, é justificAvel a falta de uma correlacdo entre as atividades das

lipases e a mobilizacdo de amido nos cotilédones das plantulas de copaiba. De acordo com os
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dados das figuras 15C e 15D constata-se que as atividades total e especifica da fosforilase de
amido (FA) foram bastante expressivas durante a germinacéo, este fator pode ter contribuido
com o aumento dos teores de amido nos cotilédone das plantulas estudas. Uma vez que a FA
pode atuar reversivelmente, ou seja, esta enzima tanto pode remover como adicionar
mondmeros de glicose na quebra e sintese do amido respectivamente. Talvez a FA tenha
atuado mais na sintese do que na quebra do amido durante a germinacdo das plantulas de
copaiba, haja vista, a grande quantidade de lipidios contidos nos cotilédones, sendo que para
serem utilizados pelo eixo embrionario os lipidios tém que ser primeiro fragmentados e

convertidos a agucares na via gliconeogénica (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Figura 15 - Atividades total (AT) e especifica (AE) das enzimas o-B amilases (A ¢ B) e
fosforilase do amido (C e D) em cotilédones de sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) submetidas a solugdes de NaCl com potenciais de solutos de: 0,0 MPa ((3), controle; -
0,4 MPa (@) e - 0,8 MPa (lll) em trés estadios de desenvolvimento (ED)
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Letras mindsculas e mailsculas iguais em um mesmo nivel de NaCl e no mesmo ED., respectivamente, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O traco no topo de cada coluna refere-se ao erro
padrdo da média.

A enzima sintase do amido (AS) faz parte do metabolismo de sintese de amido em
sementes durante a germinacdo, principalmente em sementes oleaginosas e contribui para o
aumento transiente de amido nos cotilédones. Embora ndo se tenha analisado as atividades da

sintase do amido neste trabalho, essa enzima pode ter se mantido ativa durante a germinacgéo
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das sementes de copaiba e influenciado positivamente no acumulo de amido e de agUcares
soluveis nos cotilédones e eixo embrionario, como foi constatado nas tabelas 9, 10 e 11.

A AT da fosforilase do amido foi inibida em 27% pelo sal no ED 1, em
comparacdo com o controle, no ED 2 a atividade dessa enzima foi menor, comparando-se
com ED 1 e ndo foi afetada pelo NaCl.

Marques (2009) constatou aumento transiente de amido em cotilédones de
plantulas de cajueiro e reducdo nas atividades das enzimas envolvidas na mobilizacdo do
amido, resultados semelhantes foram verificados por Voigt (2008).

Os estudos sobre os efeitos da salinidade nas atividades enzimaticas em espécies
arbdreas nativas sdo ainda incipientes, portanto, pesquisas sobre tal assunto sdo necessarias
para um melhor conhecimento da fisiologia do estresse em sementes durante a germinacéo e
desenvolvimento inicial de plantas, com grande valor para elaboracéo e implantacao de planos

de manejo de preservacao de nossas esséncias florestais.
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6 CONCLUSOES

Sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) apresentam forte resisténcia a
entrada de agua, ocasionada pela impermeabilidade da testa.

A imersdao das sementes de copaiba em acido sulfdrico concentrado por 60
minutos é um método indicado para obtencdo de uma germinagdo rapida e uniforme.

O PEG 6.000 reduz mais a taxa de embebicdo das sementes de copaiba do que o NaCl,
em potenciais de solutos equivalentes.

A germinacdo das sementes de copaiba € intolerante ao abaixamento do potencial de
soluto com PEG 6.000 a partir de -0,2 MPa.

Os lipidios representam 42% e sdo majoritarios na composicao das reservas de sementes
de copaiba.

A mobilizacdo lipidica e proteica nos cotilédones é intensa durante a germinacdo de
sementes de copaiba e é afetada negativamente pelo estresse salino em potencias de soluto
igual ou inferiores a -0,6 MPa.

Os potenciais de solutos a partir de -0,6 influenciam negativamente nos processos de
degradacdo e mobilizacdo de reservas cotiledonares durante a germinagédo e desenvolvimento
inicial de plantulas de copaiba.

O aumento da concentracéo de NaCl no meio ocasiona aumentos nos teores de Na* e de
CI e causa disturbios nas vias metabdlicas e bioquimicas que desencadeiam a germinagdo em
sementes de copaiba.

As enzimas do metabolismo dos lipidios sdo mais sensiveis ao NaCl do que as do
metabolismo do amido durante a germinacdo e desenvovimento inicial de plantulas de

copaiba, em potenciais de solutos equivalentes.
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