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NJCIENTIA
JAORESTALIS

Influéncia do 6xido nitrico na germinacao de sementes
de Plathymenia reticulata Benth com baixo vigor

Influence of nitric oxide on the germination of seeds
of Plathymenia reticulata Benth with low vigor.

Barbara Luisa Corradi Pereira!, Eduardo Euclydes de Lima e Borges2, Aylson Costa Oliveira?,
Helio Garcia Leite2 e José Francisco de Carvalho Gongalves3

Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar a agdo do 6xido nitrico (ON) na promogao da germinacao de se-
mentes de Plathymenia reticulata com baixo vigor. Realizaram-se envelhecimento acelerado das semen-
tes por 24, 48 e 72 horas a 40°C e pré-embebigdo em solugdes de nitrato de potassio (KNO,) e nitroprus-
siato de sodio (SNP) nas concentragdes de zero (testemunha), 0,01, 0,10, 1,00 e 10,00 mmol/L, por seis,
12, 18 e 24 horas. Os periodos de envelhecimento acelerado foram seguidos a pré-embebigdo em KNO,
e SNP. Quantificou-se a condutividade elétrica e as atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT). As maiores porcentagens de germinagdo ocorreram nas sementes pré-embebidas em
KNO, e SNP durante 24 horas e em 0,70mmol/L. O KNO, e o SNP aumentaram a germinagéo de semen-
tes envelhecidas de P. reticulata. O envelhecimento acelerado aumentou a permeabilidade da membrana,
que foi reduzida pela aplicagdo de KNO3 e SNP. A atividade da SOD foi maior em sementes trata-
das com KNO, e SNP. A atividade da CAT né&o apresentou diferengas significativas entre os tratamentos,
mesmo quando pré-embebidas em KNO, e SNP. Conclui-se que o oxido nitrico aumentou a qualidade
das sementes envelhecidas, pela manutenc¢ao da integridade das membranas e estimulo a atividade da
superoéxido dismutase.

Palavras-chave: estresse, deterioragdo, semente florestal, bioquimica

Abstract

The objective of this study was to investigate the nitric oxide (NO) action on the promotion of seeds ger-
mination with low vigor of Plathymenia reticulata. Accelerated aging on seeds were made per 24, 48 and
72 hours at 40°C as well as pre soaking in potassium nitrate (KNO,) and sodium nitroprussiate (SNP)
solutions. The concentrations from zero (control), 0,01, 0,10, 1,0 and 10,0mMol.I"" per six, 12, 18, and 24
hours were used. The accelerated aging period were followed by pre soaking in KNO, and SNP. The elec-
tric conductivity and the activities of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were
quantified. The best results of germination occurred with the pre soaked seeds in KNO3 and SNP during
24 hours and in 0,10mMol.I"". The KNO, and the SNP increased the germination of the aged seeds of P.
reticulate. The accelerated aging increased the membrane permeability, which was reduced with the KNO,
and SNP treatments. The activity of SOD was greater in seeds treated with KNO, and SNP. The CAT acti-
vity did not show significant differences among the treatments, even when the seeds were soaked in KNO,
and SNP. It can be concluded that the nitric oxide increased the quality of the aged seeds by maintaining
the membrane integrity and stimulus of the superoxide dismutase activity.

Keywords: stress, deterioration, forest seed, biochemistry

INTRODUCAO to na sua qualidade fiosiologica (DELOUCHE,

1969). Braga et al. (2007) estudando a influéncia

Durante a deterioracao das sementes ocorrem  do tempo de armazenamento em sementes de P.

mudancas estruturais e funcionais, tendo a perda  reticulata, concluiram que o aumento do tempo
da capacidade de germinagao como ultimo efei- resultou na diminuigao do poder germinativo.
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de sementes de Plathymenia reticulata Benth com baixo vigor

O aumento da peroxidacao de lipidios, me-
diado por radicais livres e peroxidos é uma das
provaveis razdes para a perda da viabilidade de
sementes durante armazenamento (HENDRY,
1993; SUNG, 1996). De acordo com Chanany
e Naithani (1994), sementes de Shorea robusta
que perderam a viabilidade tiveram aumento na
lixiviacao de soluto celular pelo aumento na pe-
roxidacao de lipidios e acao de radicais supero-
xido. Somente se observou atividade da enzima
super6xido dismutase em sementes 100% via-
veis. A perda de viabilidade de sementes de He-
lianthus annuus foi associada ao decréscimo de
atividade de superéxido dismutase, de catalase e
a peroxidacao de lipidios (BAILLY et al., 2006).

Segundo Hendricks e Taylorson (1974), o ni-
trato de potassio estimulou significantemente a
germinacao de cinco entre sete espécies. As duas
espécies que nao tiveram a germinacao diferen-
te estatisticamente da testemunha foram assim
mesmo, superiores. De acordo com Faron et al.
(2004) e Abu-Zanat e Samarah (2005) a aplica-
¢do de nitrato de potdssio estimulou, respectiva-
mente, a germinacao de sementes de Hypericum
perforatum e de Atriplex nummularia. De acordo
com Corpas et al. (2009), a aplicacao de nitro-
prussianto de s6édio aumentou a presenca de Oxi-
do nitrico em pontas de raiz de Arabdopsis, tanto
em plantas normais, quanto em mutantes.

O atual conhecimento a respeito do envelhe-
cimento de sementes florestais permanece insu-
ficiente diante da complexidade dos eventos
e a diversidade dessas espécies. Dessa forma,
este trabalho investigou as a¢oes de nitrato de
potdssio (KNO,) e de nitroprussiato de sédio
(SNP), formadores de 6xido nitrico que agem
contra o estresse oxidativo em sementes de bai-
x0 vigor de Plathymenia reticulata Benth.

MATERIAL E METODOS

Frutos de P. reticulata foram coletados em
2008, de arvores matrizes em Guaraciaba, Zona
da Mata de Minas Gerais. Retirou-se a pelicu-
la membrandcea das sementes e descartou-se
aquelas mal-formadas, de tamanho reduzido e
predadas (presenca de insetos ou mesmo vesti-
gios de predagdo). As sementes foram acondi-
cionadas em sacos plasticos e armazenadas em
camara fria a 5°C e 60% de umidade relativa,
por 30 dias, quando se iniciaram as pesquisas.

O teste de germinacao foi realizado com a co-
locacao das sementes sobre duas folhas de papel
de filtro tipo germitest, colocadas em placas de

Petri, e umedecidas com 4,0mL de agua destila-
da. As sementes foram mantidas em germinador
a 25°C, sob luz constante proporcionada por
quatro lampadas fluorescentes 20W, tipo luz do
dia especial. A germinagao foi determinada pela
contagem diaria de sementes que emitiram ra-
dicula, no periodo de sete dias. Os resultados
foram expressos em porcentagem média. Para
o cdlculo do indice de velocidade de germina-
¢ao (IVG), foi utilizada a férmula de Maguire
(1962): IVG = X(n,/t,), onde, ni é o nlimero
de sementes germinadas por dia e, i é o tempo
(dias de semeadura).

As sementes foram pré-embebidas em solu-
¢Oes de nitrato de potdssio (KNO,) ou nitroprus-
siato de s6dio (SNP) nas concentragdes de 0,01,
0,10, 1,00 e 10,00mmol/L, por seis, 12, 18 e 24
horas a 25°C, ap6s a superagio de dorméncia
(acido sulfdrico concentrado por 10 min.). Os
periodos de pré-embebicao em nitrato de potas-
sio foram escolhidos com base em experimentos
preliminares, nos quais se verificou que periodos
maiores que 24 horas acarretaram a germinagao
de sementes. Cem sementes para cada tratamen-
to foram colocadas sobre duas folhas de papel
germitest umedecidas com 14mL de solu¢ao ou
de dgua. As placas foram vedadas com fita crepe
e mantidas a 25°C, sob luz constante. Apés cada
tempo de pré-embebicio as sementes foram la-
vadas em d4gua destilada e colocadas para ger-
minar em agua, conforme metodologia descrita
para o teste de germinacao.

Para verificar as reacgOes fisiolégicas e bio-
quimicas das sementes envelhecidas e do efeito
do nitrato e SNP, foram realizados os seguin-
tes tratamentos: sementes provenientes do lote
original; sementes envelhecidas por 24 horas
a 40°C; sementes envelhecidas por 48 horas
a 40°C; sementes envelhecidas por 72 horas
a 40°C; sementes envelhecidas por 24 horas
a 40°C e tratadas com KNO, 0,10mmol/L;
sementes envelhecidas por 48 horas a 40°C
e tratadas com KNO, 0,10mmol/L; sementes
envelhecidas por 72 horas a 40°C e tratadas
com KNO, 0,10mmol/L; sementes envelheci-
das por 24 horas a 40°C e tratadas com SNP
0,10mmol/L; sementes envelhecidas por 48
horas a 40°C e tratadas com SNP 0,10mmol/L;
sementes envelhecidas por 72 horas a 40°C e
tratadas com SNP 0,10mmol/L. As sementes fo-
ram pré-embebidas nas solu¢des de nitrato ou
de nitroprussianto por 24 horas antes do en-
velhecimento. Foram utilizadas 100 sementes,
para cada tratamento, sobre tela de aluminio,
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colocadas em caixas plasticas tipo gerbox onde
foram adicionados 40mL de dgua destilada. Em
seguida, as caixas foram levadas a camara de
envelhecimento, previamente regulada para a
temperatura de 40°C, com umidade relativa de,
aproximadamente, 100% e mantidas durante os
periodos de 24, 48 e 72 horas.

Decorrido cada periodo de envelhecimento,
com ou sem embebicdo em cada uma das solu-
¢des, cinco repeticoes de 20 sementes, por trata-
mento, foram colocadas para germinar conforme
metodologia descrita para o teste de germinacao.

Amostras de sementes de cada tratamento,
sem secagem posterior, foram colocadas em er-
lenmeyer com 75mL de d4gua deionizadaa 25°C,
por 24 horas. A condutividade elétrica do lixivia-
do foi determinada, utilizando-se um condutivi-
metro MICRONAL, modelo B 330, eletrodo com
constante 1,0, conforme procedimento descrito
por Woodstock (1973). Foram avaliadas cinco
repeticoes com vinte sementes cada.

Os extratos enzimaticos brutos para as deter-
minacoes das atividades da SOD e CAT foram
obtidos pela maceracao de 0,2g de tecido vege-
tal de cotilédone e de eixo embrionario seguido
da adicao de 2,0mL da solucao de homogenei-
zacgao constituido de tampao fosfato de potassio
0,1M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP)
1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999). Centrifugou-
sea 12.000 g por 15 minutos, a 40C, obtendo-se
o extrato enzimatico bruto. Todo o trabalho foi
realizado sob baixa temperatura.

A atividade da superdxido dismutase foi
determinada pela adicao de 30 pL do extra-
to enzimatico bruto de cotilédone e eixo
embriondrio a 2,97mL de um meio de rea-
¢ao constituido de tampao fosfato de sodio
50mM, pH 7,8, contendo metionina 13mM,
azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75pM, EDTA
0,1 mM e riboflavina 2puM. A reagao foi con-
duzida a 25° em camara de reac¢ao sob ilu-
mina¢ao de uma lampada fluorescente de 15
W mantida no interior de uma caixa fechada.
Ap6s 5 min de exposicao a luz, a iluminagao
foi interrompida e a formazana azul produ-
zida pela fotorreducao do NBT foi medida a
560nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). A
absorbancia a 560nm, de um meio de reacao
exatamente igual ao anterior, mas mantido no
escuro, por igual tempo, serviu de “branco” e
foi subtraido da leitura da amostra que rece-
beu iluminacdao. Uma unidade de SOD foi de-
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finida como a quantidade da enzima necessa-
ria para inibir em 50% a fotorredugao do NBT
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Foram
utilizados cinco repeticoes e a atividade da
enzima foi expressa em Unidade SOD min™.

A atividade da catalase foi determinada pela
adicao de 100 pL do extrato enzimadtico bruto
a 2,9 mL de um meio de reacdo constituido de
tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e
H,0, 12,5mM . O decréscimo na absorbancia a
240nm, a temperatura de 25°C, foi medido du-
rante o primeiro minuto de reacdo, sendo, a ativi-
dade da CAT determinada com base na inclinacdo
da reta ap6s o inicio da reacao. A atividade enzi-
matica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar de 36 M cm'! e o resultado expres-
so em pmol min' mg! proteina. (CORTE, 2008).
Foram utilizados cinco repeticoes.

O conteido de proteina soltvel presente
nos extratos utilizados para as determinacoes
enzimaticas da SOD e da CAT foi estimado
pelo método de Bradford (1976). As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofoto-
metro a 595 nm, utilizando serum de albumi-
na bovina (BSA) como proteina de referéncia.
Foram utilizadas cinco repeti¢coes na quantifi-
cacao do teor de proteinas. O resultado foi ex-
presso em mgg-' de massa seca.

Utilizou-se o esquema fatorial 4 x 4 (4 con-
centragoes, 4 tempos de pré-embebicao) para
se determinar a melhor concentracao e tempo
de pré-embebicao das sementes em KNO, e
SNP, utilizando-se cinco repeticdes por trata-
mento. Utilizou-se também o esquema fatorial
3 x 3 com tratamento adicional (3 tempos de
envelhecimento acelerado, 3 tipos de pré-em-
bebicao e testemunha), utilizando-se cinco re-
peticdes por tratamento.

Os resultados foram submetidos a analise es-
tatistica, utilizando-se o software Statistica 8.0.
Quando necessario, os dados foram transforma-
dos por n3o terem atendido as pressuposicoes
dos testes de normalidade e de homogeneida-
de. Em seguida, foram submetidos a anilise de
variancia (ANOVA), efetuando-se os respectivos
desdobramentos das interagoes significativas. A
comparagio entre os diferentes tratamentos foi
feita pelo teste de Tukey a 5% de significancia
e 95% de probabilidade, quando encontradas
diferencas significativas. Como parte do experi-
mento é composto por fatorial com tratamento
adicional, fez-se a comparacao entre cada tra-
tamento do fatorial e a testemunha, através do
teste de Dunnett, a 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 contem os valores de IVG de se-
mentes de P. reticulata ap6és pré-embebicao em
SNP e em KNO,. Utilizou-se este parametro de
comparagao, pois as porcentagens totais de ger-
minagao de sementes nos diferentes tratamentos
nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05),
além de este ser parametro mais rigoroso na ava-
liacao da qualidade das sementes.

As aplicacoes de diferentes concentragoes e
tempos de SNP estimularam a germinagao de
sementes de P. reticulata. Nao se verificaram
alteracoes significativas, em relacao a testemu-
nha, nas diferentes concentracoes do SNP nas
primeiras seis horas de sua aplicagdo, embora
ocorresse pequeno aumento no IVG na concen-
tracao de 1,0mmol/L. A partir de 12 horas de
embebicao todos os tratamentos diferiram sig-
nificativamente da testemunha.

Nao houve diferenca significativa entre os
resultados das concentracdes nas primeiras 12
horas de aplicagio do SNP. Em 18 horas, so-
mente a concentragao de 1,0mmol/L diferiu das
demais. Esta concentragdo alcangou o patamar
em 24 horas, igualando-se as demais. A concen-
tragdo de 0,10mmol/L alcangou seu maior esti-
mulo em 24 horas, diferindo significativamente
da maior e da menor concentragiao, que nao di-
feriram significativamente entre elas.

O tempo de exposicao das sementes ao SNP
por seis horas resultou em IVG significativamen-
te menor do que os demais. Somente a concen-
tracao de 0,10mmol/L aumentou continua e
significativamente os valores de velocidade de
germinacdo com o aumento do tempo de ex-
posicao. Em 0,01 e 1,00mmol/L o aumento do
tempo de 18 para 24 horas de aplicacao nao
resultou em aumento significativo do IVG, en-
quanto em 10mmol/L o tempo de 24 horas dife-
riu significativamente dos de 12 e 18 horas, que
foram similares entre si. Para testes posteriores

adotou-se a concentracao de 0,10 mmol/L de
SNP e o periodo de 24 horas para pré-embebi-
cao de sementes de P. reticulata.

Os resultados de germinagao de sementes de P.
reticulata estao de acordo com os de Silva (2007),
que observou que solu¢do de SNP estimulou a
germinacao de Oryza sativa. A concentragao de
0,05mmol/L foi a recomendada para aquele
caso, uma vez que a concentragoes de SNP acima
de 0,5mmol/L causaram reducao da germinag3o.
Kopyra e Gwo6zdz (2003) relataram que o ON
ocasionou aumento da germinagao de sementes
de Lupinus luteus, no inicio da embebicao, ocor-
rendo favorecimento da capacidade germinati-
va até a concentragdo préoxima a 0,4mmol/L de
SNP. Nessa espécie as concentragdes entre 0,6 e
1,0 mmol/L acarretaram reducao da germinagao.
Giba (1998) concluiu que baixas concentragoes
de ON estimularam a germinacao de sementes
de Paulownia tomentosa e inibiu-a em concentra-
¢Oes superiores a 1,0mmol/L de SNP.

Verificou-se aumento da velocidade de germi-
nacao das sementes de P. reticulata submetidas
a diferentes concentracoes de solugao de KNO,,
nos diferentes tempos de aplicagdo (Tabela 1).
Diferentemente do SNP, ndo houve diferencas
significativas entre as diferentes concentragoes,
em todos os tempos, com excecdo dessas com a
testemunha, que foram todas significativas. Em
todas as concentragdes o maior tempo de em-
bebicao resultou em maior velocidade de ger-
minac¢ao, com diferenca significativa do tempo
de 24 horas em relacdo aos demais. Seis horas
de exposic¢do ao nitrato de potassio resultou em
IVG significativamente inferior aos demais, com
excecdo da concentragio de 10mmol/L no tem-
po de 12 horas, em que se igualaram.

Nos testes seguintes adotou-se a concentra-
¢ao de 0,10 mmol/L de KNO, e o tempo de 24
horas para pré-embebicao de sementes de P. re-
ticulata, por apresentar o maior IVG quando se
comparam todos os tratamentos.

Tabela 1. Indice de velocidade de germinacdo de sementes de P. reticulata sob efeito de véarias concentracdes de
SNP e de KNO, ap6s diferentes periodos de pré-embebic&o.

Table 1. Index for germination velocity of P. reticulata seeds under the effect of various concentrates of SNP and
KNO, after different periods of pre imbibition.

Tempo Concentragées SNP (mmol/L) Concentragées KNO, (mMol/L)

(horas) 0,01 0,10 1,00 10,00 0,01 0,10 1,00 10,00

6 7,18 Ca 7,37 Da 8,13 Ca 7,59 Ca 8,07 Ca 8,09 Ca 7,06 Ca 8,07 Ca

12 10,14Ba* 945Ca* 11,19Ba* 10,07Ba* | 10,05Ba* 10,2Ba* 919Ba* 8,87BCa*

18 11,23ABb* 11,39Bb* 1340Aa* 11,01Bb* | 1046Ba* 11,25Ba* 10,36 Ba* 10,05Ba*

24 13,17Ab* 16,58 Aa* 14,90Aab* 1357Ab* | 146Aa* 1551Aa* 1422Aa* 13,15Aa*

Testemunha = 6,49 Testemunha = 6,49

Mesmas letras mailsculas em cada coluna e minUsculas em cada linha, em cada solucao, indicam igualdade pelo teste Tukey (p>0,05).
* Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste de Dunnett (p>0,05).
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As porcentagens e indices de velocidade de
germinacao de sementes submetidas ao envelhe-
cimento acelerado, seguido ou nao a pré-embe-
bicao em KNO, ou SNP encontram-se na Tabela
2. O envelhecimento acelerado reduziu significa-
tivamente a porcentagem de germinacao em rela-
¢ao a testemunha, com a reducao sendo acentu-
ada com o maior tempo sob alta temperatura.
Com a aplicacdo de ambos os produtos, a re-
ducao da germinacao foi menor, tendo os resul-
tados de 24 horas sido significativamente seme-
lhantes aos da testemunha. As aplicacoes de SNP
e KNO, reverteram significativamente o efeito do
envelhecimento, com o nitrato estimulando a
germinacao das sementes de forma significativa-
mente mais efetiva que o SNP no tempo de 48
horas. E interessante ressaltar a recuperacao sig-
nificativa da germinagao naquelas sementes com
72 horas de envelhecimento, com a aplicacao de
ambos os produtos. Entretanto, percebe-se que
o nitrato e o SNP nao conseguiram recuperar a
qualidade original das sementes quando houve
aumento no tempo de envelhecimento.

Os valores de IVG encontram-se na Tabela 2.
Os envelhecimentos por 48 e 72 horas reduziram
significativamente a velocidade de germinacao,
em relacao a testemunha. Os resultados advin-
dos da aplicacao do SNP e do nitrato aceleraram
significativamente a velocidade de germinacao
quando aplicados nas primeiras 24 horas, man-
tendo-se a diferenca significativa para o trata-

mento com nitrato em 48 horas. No tempo de 24
horas o SNP foi significativamente mais eficien-
te do que o nitrato no estimulo a germinagao,
invertendo-se em 48 horas. Em 72 horas ambos
conseguiram recuperar igualmente o IVG.

A Tabela 3 contém os valores médios obtidos
no teste de condutividade elétrica de sementes de
P. reticulata. A deterioracao das sementes de P. re-
ticulata provocada pelo envelhecimento acelerado
pode ser confirmada pelo aumento significativo
da condutividade elétrica das sementes envelheci-
das ja em 24 horas. A aplicacao de ambas as subs-
tancias nao reduziu significativamente a lixivia-
cao em 72 horas de envelhecimento, em relacao
a testemunha, embora o tenha feito em relacio as
sementes que nao foram embebidas nas solugoes.
Comparado aos resultados da testemunha, o li-
mite da capacidade de ambas as substancias de re-
verterem 0s danos causados as membranas ocorre
até 48 horas de envelhecimento, mas, mesmo as-
sim, foram mais eficientes na reversao, em todos
os tempos, em relacao aquelas sementes que nao
foram embebidas nas solucoes.

O aumento da condutividade de lixiviados é
um dos primeiros indicios da deterioracao das
sementes. Ha varios estudos que avaliam a de-
terioracao das sementes florestais por meio do
teste de condutividade elétrica citando-se espé-
cies como a Cedrela fissilis (CHEROBINI et al.,
2008), Dalbergia nigra (MARQUES et al., 20023;
MARQUES et al., 2002b), a Copaifera langsdorffii

Tabela 2. Porcentagem e indice de velocidade de germinacgdo de sementes de P. reticulata submetidas ao envelhe-

cimento acelerado, seguido a pré-embebicédo,

ou ndo, em KNO, ou SNP.

Table 2. Percentage and index for germination velocity for P. reticulata seeds subjected to accelerated aging,

following, or not, by pre-imbibition in KNO, or SNP.

Tempo de Tipo de pré-embebicido

Envelhecimento Germinagao (%) indice de velocidade de germinagio (IVG)

(horas) Sem pré-embebicio  SNP KNO, | Sem pré-embebigio  SNP KNO3

24 75,0 Ab * 95,0 Aa 95,0 Aa 4,21 Ac 15,28 Aa* 12,01 Ab*

48 25,0Bc* 65,0Bb* 82,0Ba* 1,01 Bc* 6,81 Bb 10,5Aa*

72 0,0Cb* 56,0Ba* 66,0Ca* 0Bb* 6,35 Ba 6,78 Ba
Testemunha = 98,6 Testemunha = 6,09

Mesmas letras mailsculas em cada coluna e minUsculas em cada linha, em cada parametro, indicam igualdade pelo teste Tukey (p>0,05).
* Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste de Dunnett (p>0,05).

Tabela 3. Valores médios obtidos no teste de condutividade elétrica de sementes de P. reticulata apds envelhecimen-
to acelerado, seguido a pré-embebigéo, ou ndo, em KNO, ou SNP.

Table 3. Average values obtained in electrical conductivity test of P. reticulate seeds after being subjected to
accelerated aging, following, or not, pre-imbibition in KNO, or SNP.

Tipo de pré-embebigao

Tempo de Envelhecimento

(horas) Sem pré-embebigio SNP KNO,

24 270,93 Ca * 86,93 Bb 116,80 Bb
48 331,73Ba* 106,13 Bb 156,27 Bb
72 420,80 Aa * 193,07 Ab * 231,47 Ab *

Testemunha = 73,60

Mesmas letras mailsculas em cada coluna e minUsculas em cada linha indicam igualdade pelo teste Tukey (p>0,05).
* Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste de Dunnett (p>0,05).
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(FERREIRA et al., 2004), a Tabebuia chrysotricha
(FONSECA et al., 2005) e a Sebastiania commer-
soniana (SANTOS; PAULA, 2005). Considerando
que o SNP é efetivo formador de 6xido nitrico
(BETHKE et al. 2007), é possivel supor que este
esteja atuando na recuperacao da funcao da
membrana, demonstrando claramente o papel
fundamental delas na manutencao da qualidade
das sementes. Indiretamente, o nitrato também
é efetivo formador de 6xido nitrico (BETHKE et
al. 2007), e a clara acao em nivel de membranas,
a semelhanca do nitroprussiato, demonstra que
além de efetivo superador de determinados tipos
de dormeéncia, age também na acelera¢io da ger-
minag3o e recupera, sob determinadas limites de
envelhecimento, a qualidade das sementes.

A enzima SOD apresentou aumento significati-
vo na atividade em relagio a testemunha, quando
aplicado o SNP, apés 24 e 48 horas de envelheci-
mento, enquanto o nitrato somente mostrou tal
estimulo apds 48 horas (Tabela 4). Mesmo com a
aplicacdo de ambos os compostos, as alteragdes
na atividade da SOD nas primeiras 48 horas nao
diferiram estatisticamente entre si, a semelhanca
das sementes sem qualquer aplicacio.

Entretanto, a aplicagio do SNP estimulou
significativamente a atividade desintoxicante
da SOD nas sementes apds todos os tempos
de envelhecimento, em relacio aquelas nao
submetidas ao produto. O nitrato mostrou o
efeito estimulante na SOD, em relacao aquelas
sem pré-embebicao somente apds 48 horas de
envelhecimento. A formacdo do 6xido nitrico
proporcionado pelo SNP e sua a¢ao ocorre mais

rapidamente do que aquele do nitrato, poden-
do, tal diferenca de tempo, ser creditado ao in-
tervalo em que o nitrato é processado e conver-
tido a oxido nitrico. Nos demais tempos apos
o envelhecimento o tecido pode ter perdido a
capacidade manter a atividade da SOD, mesmo
com a aplicacao de ambos os compostos.

Os compostos doadores do NO também
induziram a atividade da SOD em plantas de
Oryza sativa (UCHIDA et al., 2002). Em estudo
realizado por Song et al. (2006) foi verificado
que o pré-tratamento com SNP aumentou a ati-
vidade da SOD quando callus embriogénicos
de sementes de Phragmites communis foram sub-
metidos a altas temperaturas. Kopyra e Gwézdz
(2003) atribuiram a fung¢ao antioxidante do ON
em raizes de Lupinus luteus, sob condigoes de es-
tresse, a reducao de radicais superéxido.

A CAT é responsavel por remover peréxido
de hidrogénio presente em altas concentracoes
nos peroxissomos, protegendo as células de da-
nos oxidativos (KLAPHECK et al., 1990). Os re-
sultados da aplicacdo de SNP ou nitrato na ativi-
dade da CAT encontram-se na Tabela 5.

A atividade da CAT nao apresentou diferencas
significativas nos resultados para nenhum dos
tratamentos em relacao a testemunha e também
nao ha diferenca entre a atividade de tal enzi-
ma no tratamento sem pré-embebicio e os de-
mais. A reducio na atividade da enzima implica
na perda da capacidade da célula em eliminar o
peréxido de hidrogénio, o que pode resultar em
distirbios metabdlicos, especialmente em ni-
vel de membrana. Marcos Filho (2005) destaca

Tabela 4. Atividade especifica da enzima Superdxido Dismutase (SOD) em sementes de P. reticulata, apos envelhe-
cimento acelerado, seguido a pré-embebic&o, ou ndo, em KNO, ou SNP.

Table 4.

Specific activity of Superoxide Dismutase enzyme for P. reticulata seeds subjected to accelerated aging,

following, or not, by pre-imbibition in KNO, or SNP.

Tempo de Envelhecimento

Tipo de pré-embebigao

(horas) Sem pré-embebigio SNP KNO,

24 0,328 Ab 0,366 Aa * 0,339 ABb
48 0,314 ABb 0,350 ABa * 0,359 Aa*
72 0,303 Bb 0,338 Ba 0,338 Ba

Testemunha = 0,325

Mesmas letras mailsculas em cada coluna e minUsculas em cada linha indicam igualdade pelo teste Tukey (p>0,05).
* Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste de Dunnett (p>0,05).

Tabela 5. Atividade especifica da enzima Catalase (CAT), em sementes de P. reticulata, apos envelhecimento acele-
rado, seguido a pré- embebigdo, ou ndo, em KNO, ou SNP.
Table 5. Specific activity of Catalase (CAT) enzyme for P. reticulata seeds subjected to accelerated aging, following,

or not, by pre-imbibition in KNO, or SNP.

Tempo de Envelhecimento

Tipo de pré-embebicao

(horas) Sem pré-embebicio SNP KNO,
24 121,61 143,58 125,41
48 88,51 126,66 116,45
72 114,67 109,06 142,70

Testemunha = 137,80
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que elevadas temperaturas causam deterioracao,
decréscimos do teor e da sintese das proteinas e,
como conseqiiéncia, ha a perda da capacidade
de exercer suas funcdes durante a deterioracdo.
A desnaturacao protéica pode resultar no decrés-
cimo da atividade das enzimas antioxidantes
quando submetidas ao envelhecimento artificial
(CORTE 2008) ou mesmo reducao da concentra-
cao delas diminuindo sua eficiéncia de desinto-
xicagdo. Alternativamente, o peroxido pode ter
sido eliminado da célula quando a permeabilida-
de da membrana tornou-se menos seletiva, ten-
do em vista que ele se difunde através da mem-
brana normal, atuando em outros locais que nio
o de producao (BAYLLY, 2004). Comparando-se
as tabelas 3 e 5, verifica-se que a permeabilidade
da membrana nas sementes aumentou com o au-
mento do tempo de envelhecimento, em relacao
a testemunha, permitindo que a difusao ocorres-
se. A intensa lixiviacdo causou possivel reducao
de substrato, mantendo-se a enzima em ativida-
de baixa e aproximadamente constante.

CONCLUSOES

¢ A pré-embebicio de sementes de P. reticulata com
SNP ou KNO, no tempo de 24 horas e na concentra-
¢ao de 100pM resulta em maiores valores de IVG;

® O ON reduz a inibi¢ao da germinagao causado
pelo envelhecimento acelerado;

¢ A perda da qualidade da semente por envelhe-
cimento acelerado esta relacionada com aumen-
to na permeabilidade de membrana, revertida,
parcialmente, pelo SNP e KNO,;

e Somente a atividade da enzima SOD ¢é esti-
mulada significativamente pela acdo do 6xido
nitrico, nao afetando a atividade da CAT.
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