Oxido nitrico na germinacdo de sementes de baixo vigor
de Dalbergia nigra

Nitric oxide on the germination of Dalbergia nigra seeds with low vigor
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RESUMO

O oxido nitrico é um composto que participa de inimeros processos fisioldgicos vegetais, dentre os quais atua estimu-
lando a germinagao tanto sob condi¢des normais quanto sob estresse. O presente trabalho teve como objetivo investigar
a eficiéncia de nitrato de potdssio (KNO,) e de nitroprussiato de sédio (SNP), formadores de 6xido nitrico, na germina-
¢ao de sementes de baixo vigor de Dalbergia nigra, de modo a determinar as melhores condi¢des de condicionamento
das sementes da espécie. As sementes foram pré-embebidas em dgua ou nas solugdes de KNO, ou SNP nas seguintes
concentragdes: 0,01; 0,1; 1 e 10 mmol L*, por periodos de tempo de seis, 12, 24 e 48-h. Em seguida, foram conduzidos
testes de germinagao em camaras de germinagao a 25 °C durante 12 dias, estimando-se a porcentagem de germinagao
pela contagem diaria das sementes que emitiram radicula e o indice de velocidade de germinagao (IVG). Nas semen-
tes pré-embebidas em solugdes de SNP e KNO,, as percentagens de germinagao nas concentragdes de 0,01 e 0,1 mmol
L'foram significativamente superiores as outras concentra¢des e a testemunha, que apresentou germinacao média de
48%. Conclui-se que a aplicacdo de KNO, e SNP aumentou a germinacdo e o vigor das sementes de Dalbergia nigra de
baixo vigor.

Palavras-chave: jacarandd-da-Bahia, nitrato de potassio, nitroprussiato de s6dio, sementes florestais

ABSTRACT

Nitric oxide is a compound that participates in many plant physiological processes, among which works by stimulating
the germination both under normal and under stress conditions. This study aimed to investigate the effectiveness
of potassium nitrate (KNO3) and sodium nitroprusside (SNP), forming nitric oxide, on the germination of seeds of
low vigor of Dalbergia nigra, to determine the best conditions for the conditioning of the seeds of the species in these
solutions. The seeds were pre-soaked in water or in solutions of KNO3 or SNP at the following concentrations: 0.01, 0.1,
1 and 10 mmol L7, for periods of six, 12, 24 and 48 hours. Then, tests were conducted in germination chamber at 25 °C
for 12 days, calculating the percentage of germination of seeds by counting daily that issued radicle and germination
speed index (GSI). In pre-soaked seeds in solutions of KNO, and SNP, the seed germination at concentrations of 0.1 and
1 mmol L'was higher than the others, and also higher than the control, that had averaged 48% seed. It is concluded that
the application of KNO, and SNP increased seed germination and seed vigor of Dalbergia nigra seeds.
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Introducao
A conservagao da biodiversidade dos ecossistemas  mas décadas. Em decorréncia da devastagao flores-

florestais tropicais apresenta-se como uma das tal para a extracdo de madeira, tem sido observa-
principais preocupacdes da humanidade nas ulti ~ do uma regressao do potencial genético de muitas
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espécies, levando inclusivé a extingao de diversas
espécies florestais nativas e colocando em risco a
sobrevivéncia dos ecossistemas (Kaviani, 2011).

Desta forma, a producao de sementes de espécies
florestais ganhou grande importancia em progra-
mas de reposicao florestal, reflorestamento, recu-
peragao de areas degradadas, arborizacao urbana,
entre outras atividades. A qualidade fisiologica,
genética e fisica das sementes é fator preponderan-
te para o sucesso dos programas de producao das
mudas a serem utilizadas para os diversos fins.

O vigor das sementes é definido como o conjunto
de caracteristicas que determinam o seu potencial
fisiolégico, ou seja, conferem a semente o potencial
para germinar, emergir e resultar rapidamente em
plantulas normais, quando expostas a diferentes
condi¢Oes ambientais (Marcos Filho, 2005). Semen-
tes de baixo vigor sdo caracterizadas por apresen-
tarem menor velocidade nos processos metabdli-
cos, propiciando emissao mais lenta e desigual da
raiz primaria no processo de germinagao, menores
taxas de crescimento e plantulas com menor tama-
nho inicial (Schuch et al., 1999).

O condicionamento osmético consiste na pré-embe-
bigao das sementes em solugdes com potencial os-
mético conhecido, permitindo assim, a ocorréncia
das fases iniciais do processo de germinacao (fases
I e II), sem, contudo, atingir o estado de emergéncia
da raiz primaria (fase III) (Bewley et al., 2013). Des-
sa forma, o condicionamento osmdtico permite as
sementes se hidratarem lentamente, resultando em
acréscimos na taxa e uniformidade de germinagao.

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, incolor,
inorganico, sintetizado a partir da L-arginina por
acao da oOxido nitrico sintetase (NOS) (Beligni e
Lamattina, 1999; Leite e Sarni, 2003), sendo a sua
participacao evidenciada em intiimeros processos
fisiolégicos vegetais, entre os quais: fungao prote-
tora contra o estresse oxidativo (Wink et al., 1993),
antioxidante por impedir rea¢des de peroxidagao
de lipidios decorrentes de déficit hidrico (Cheng et
al., 2002) e estresse salino (Uchida et al., 2002), e re-
gulagdo nas respostas de defesa da planta a infec-
¢ao por patdgenos (Noritake et al., 1996).

Em sementes, o NO estimula a germinagado tan-
to sob condi¢des normais quanto sob estresse
(Kopyra e Gwozdz, 2003; Souza, 2007; Zheng ef al.,
2009), favorece a quebra de dorméncia de sementes

de algumas espécies (Bethke et al., 2006; Renata e
Agnieszka, 2006) e atua promovendo o alongamen-
to e formacao das raizes adventicias (Beligni e La-
mattina, 2001).

Os estudos sobre os efeitos do NO na fisiologia das
plantas, apesar de recentes, tém-se concentrado
principalmente em definir a aplicacdo exodgena de
doadores do NO numa ampla gama de concentra-
¢Oes e tempos (Beligni e Lamatina, 2001), sendo as
substancias mais utilizadas o nitroprussiato de so-
dio (SNP), o nitrato de potassio (KNO,), o S-nitro-
so-Nacetilpenicilamino (SNAP) e o S-Nitrosogluta-
tiona (GSNO). Assim, sua influéncia nas altera¢des
fisiolégicas e bioquimicas decorrentes do envelhe-
cimento das sementes, assim como possiveis meios
para reverter as baixas taxas de germinagdo das
sementes deterioradas sdo um novo e estimulante
campo de estudos da biologia vegetal.

A espécie jacaranda-da-Bahia (Dalbergia nigra
(Vell) Allemao ex Benth. pertence a familia Fa-
baceae (Caesalpinoidea) e ocorre nos biomas Mata
Atlantica e no cerrado brasileiros, especialmente
nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Mato
Grosso do Sul. E uma espécie tardia a climax, reco-
mendada para arborizagao de pastos ou para arbo-
rizacdo de culturas, e a sua madeira é muito usada
em de méveis de luxo (Lorenzi, 2009). Atualmente,
encontra-se na lista das espécies da flora brasilei-
ra ameacadas de exting¢ao, na categoria vulneravel
(MMA, 2008).

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos com se-
mentes da espécie, tais como a avaliagdo do seu
comportamento germinativo durante o armazena-
mento (Aguiar et al., 2010), a definicdo da metodo-
logia adequada para a condugdo do teste de con-
dutividade elétrica (Marques et al., 2002), a cinética
de embebicdo das sementes (Ataide ef al., 2014) e
a mobilizacao de reservas e atividade enzimatica
durante a germinacao (Ataide et al., 2013a,b).

Face a relevancia de tais estudos para a germina-
¢ao de sementes da espécie e a escassez de mais
informagoes com sementes de espécies florestais,
este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
de nitrato de potassio (KNO,) e de nitroprussiato
de sodio (SNP), formadores de 6xido nitrico, na
germinagao de sementes de baixo vigor de Dalber-
gia nigra, com a finalidade de determinar as melho-
res condig¢Oes para o condicionamento osmético da
espécie nestas solugdes.
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Materiais e métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratorio
de Sementes Florestais do Departamento de Enge-
nharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa
(UFV). Foram utilizadas sementes de Dalbergia ni-
gra colhidas em varias arvores na regiao de Vicosa,
Minas Gerais. Durante a limpeza foram eliminadas
as sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.
As sementes selecionadas foram acondicionadas
em tambores de fibra e armazenadas em camara
fria a 5 °C e 60% humidade relativa do ar, durante
duas semanas, até a realizacado dos testes.

De seguida, as sementes de D. nigra foram coloca-
das sobre duas folhas de papel germtest em placas
de vidro e pré-embebidas em agua ou em 14 mL
de solugdes de nitrato de potassio (KNO,) ou nitro-
pussiato de so6dio (SNP) nas concentragdes de 0,01,
0,1, 1 e 10 mmol L, por seis, 12, 24 e 48-h a tempe-
ratura de 25 °C, sob luz constante. As placas foram
vedadas com fita crepe para evitar a evaporagao
das solugoes.

Apods cada tempo de pré-embebicao, as sementes
foram retiradas das solugdes e colocadas para ger-
minar em placas de Petri com 9 cm de diametro,
forradas duplamente com papel de filtro do tipo
germtest umedecido com agua destilada. Essas
placas foram mantidas em camara de germinagao
a 25°C e sob luz constante durante 12 dias. As se-
mentes pré-embebidas em dgua foram empregadas
como testemunha.

Foram utilizadas 5 repeti¢oes de 20 sementes, sen-
do a germinagao determinada pela contagem dia-
ria das sementes que emitiram radicula (> 2 mm),
e os resultados expressos em porcentagem média.
Para o calculo do Indice de Velocidade de Germi-
nagdo (IVG), foi utilizada a férmula proposta por
Maguire (1962):

IVG = Z{%}

onde, n, é o nimero de sementes por dia e t, é o
tempo (dias).

O delineamento experimental utilizado foi intei-
ramente casualizado (DIC). Os resultados foram
submetidos a analise de varidancia (ANOVA), sen-
do a comparagao entre os diferentes tratamentos
feita pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As
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médias dos tratamentos de pré-embebicao nas so-
lugdes de SNP e KNO, foram comparadas as mé-
dias da testemunha (sementes pré-embebidas em
agua) pelo teste de Dunett, também a 5% de sig-
nificancia. O software utilizado foi o Statistica 8.0
(Statsoft, 2008).

Resultados e discussao

As sementes de Dalbergia nigra colocadas a germi-
nar em agua (testemunha) apresentaram porcen-
tagem de germinacdo média de 48% e IVG mé-
dio de 1,30, valores considerados como de baixo
vigor numa avaliagdo de qualidade de sementes
(Bonner, 1998), considerando que as sementes fo-
ram colhidas pouco antes da condugao do teste de
germinacao.

Na Figura 1 sao apresentadas as médias de germi-
nacao das sementes colocadas em embebi¢dao nas
solugdes de SNP. Os maiores valores de germina-
¢do foram observados nas concentracoes de 0,01
e 0,1 e mmol L?, que ndo diferiram entre si, mas
foram estatisticamente superiores as outras con-
centragdes, com exce¢ao no tempo de 48-h, no qual
estas foram iguais estatisticamente a concentragao
1 mmol L. Dentro de cada concentragao utilizada,
somente foram observadas médias significativa-
mente diferentes entre os tempos de embebigdo na
concentragao de 1 mmol L”, onde a porcentagem
de germinacao apds embebigao por 48-h foi seme-
lhante a embebicao por 24-h e superior aos tempos
de 6 e 12-h. Em relagao a testemunha, valores signi-
ficativamente superiores foram observados para as
concentrag¢des 0,01 e 0,1 mmol L'nos tempos de 12,
24 e 48-h de embebicdo e na concentracao 1 mmol
L7em 48-h de embebicao. As maiores percentagens
alcancadas corresponderam a 73 e 74 % de germi-
nagao apds embebicao por 48-h nas concentragdes
0,01 e 0,1 mmol L, respectivamente. Tais resulta-
dos representam acréscimos de 25 e 26% na ger-
minacao inicial. Dessa forma, a pré-embebicao das
sementes de D. nigra em solu¢des de SNP durante
maiores periodos de tempo alterou positivamente
a capacidade germinativa das sementes da espécie.

Segundo Grubisic et al. (1992), o nitroprussiato de
sédio (SNP) e outros nitratos na sua forma organi-
ca e inorganica foram capazes de estimular a ger-
minagao de sementes em concentragdes étimas va-
riando entre 1 e 10 mM. Estes autores sugerem que
os efeitos positivos estdao relacionados a redugao



do SNP para ON. Apesar dos trabalhos recentes
com SNP abrangerem apenas algumas espécies,
tem sido observado que esse doador atua tanto na
redugao da dorméncia das sementes, quanto no au-
mento dos efeitos da luz sobre a germinagao ou na
porcentagem final de germinacao de sementes nao
dormentes (Bethke et al., 2007).

Concentragdes de SNP de 0,1 e 1,0 mmol L' tam-
bém estimularam a germinacao de sementes de
Vigna unguiculata (L.) Walp e Phaseolus vulgaris L.
submetidas ao estresse hidrico, as quais apresenta-
ram acréscimos entre 26 e 36% na germinacao final
(Zimmer-Prados, 2007). Resultados semelhantes
foram encontrados por Gniazdowska et al. (2010),
onde a porcentagem de germinacao de Malus do-
mestica Borkh., inicialmente de 5% sem aplicagao
do tratamento com SNP, atingiu 64% apds a imer-
sao dos embrides na solugao por 3-h, na concentra-
¢do de 5 mM.

Germinagao (%)

respectivamente. Estes valores, significativamente
superiores a testemunha, implicam incrementos de
35 e 37% nas percentagens iniciais de germinagao.

A eficacia do nitrato de potdssio em promover a
germinagao é exercida através da sua reducdo a
nitrito, hidroxilamina ou éxido nitrico (NO) (Hen-
dricks e Taylorson, 1974). Segundo Nonogaki et al.
(2010), o NO ¢ reconhecido como um componente
importante de transdugao de sinal, e pode acele-
rar o fluxo metabdlico através da via das pentoses
fosfatadas, aumentando indiretamente a oxidagao
de NADPH, embora possa estimular a germinagao
por outras vias, tais como aquelas envolvidas no
metabolismo hormonal.

Em Arabidopsis, o NO pode atuar promovendo a
biossintese de giberelina (GA) (Bethke et al., 2007),
ou por meio da desativagdo do 4ciso abscisico
(ABA) (Matakiadis et al., 2009). Sirova et al. (2011)
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Figura 1 - Germinacdo (%) de sementes de Dalbergia nigra pré-embebidas em diferentes solugdes de SNP (nitroprussiato de
sddio) e diferentes periodos de embebicdo. Médias seguidas por mesma letra maiiscula entre as concentracdes da
solugdo e mesma letra mindscula entre os tempos de pré-embebicao ndo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey. *
Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste Dunnett, a 5%

As sementes submetidas a pré-embebicao nas solu-
¢oes de KNO, apresentaram comportamento seme-
lhante as sementes embebidas na solucao de SNP,
de forma que as concentragoes 0,01 e 0,1 mmol L
proporcionaram maiores percentagens de germi-
nacdo (Figura 2). Para as demais concentragdes de
KNO, os tempos avaliados nao diferiram entre si,
apesar de as maiores médias de germinagao ocor-
rerem nos tempos de 24 e 48-h. Apds 48-h de pré-
-embebicao, as sementes apresentaram germinagao
de 83 e 85% nas concentracoes 0,01 e 0,1 mmol L7,

destacam ainda que a aplicacao de nitrato e SNP
afeta significativamente o fitocromo a especifico
de germinacgdo, enquanto o fitocromo b ¢ pouco
influenciado.

Os Quadros 1 e 2 apresentam as médias de IVG
para as sementes embebidas nas solu¢des de SNP e

KNO,, respectivamente.

Na embebicdo das sementes com SNP foi observa-
da uma tendéncia de acréscimo nos valores de IVG

Ataide et al., Oxido nitrico na germinacao de jacaranda-da-bahia 441



g 12
g u24
g m48
£
48
&
RN
QS
ncemran)es 1,0 &5
d o
e KNo, (mmo L) 10,0 &

Figura 2 - Germinacédo (%) de sementes de Dalbergia nigra pré-embebidas em diferentes solugdes de KNO3 (nitrato de potas-
sio) e diferentes periodos de embebicdo. Médias seguidas por mesma letra mailiscula entre as concentragdes da
solucdo e mesma letra mindscula entre os tempos de pré-embebicdo ndo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey. *
Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste Dunnett, a 5%

a medida em que se aumentou o tempo de exposi-
cao das sementes a solugao proposta. Dessa forma,
sementes embebidas durante 48-h apresentaram
médias superiores de IVG em todas as concentra-
¢oes de SNP avaliadas.

Pereira et al. (2010) avaliando a influéncia do 6xido
nitrico na germinacao de sementes de Plathymenia
reticulata Benth. com baixo vigor, constataram que

das sementes em solugao de KNO, por periodos de
48-h foi a que apresentou maiores valores de IVG,
em todas as concentragdes. Nas concentracdes 0,1 e
1 mmol L7, as médias de IVG em 24-h nao diferiram
das médias de IVG apds embebicao durante perio-
dos de 48-h, indicando que nestas concentragoes a
embebicao das sementes em KNO, a partir de 24-h
ja é significativamente benéfica para estimular a
germinacao das sementes de Dalbergia nigra.

Quadro 1 - indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de sementes de Dalbergia nigra pré-embebidas em diferentes solucdes
de SNP (nitroprussiato de sédio) e diferentes tempos de embebicédo

Concentragdes de SNP (mmol L)

Tempo (horas) 0.01 0.1 1.0 10.0
6 1.66 bA 1.69 bA 122 bA 1.38 abA
12 2.12 abA 2,24 abA 149 bA 129 bA
24 2,46 aA * 2.15 abAB 174 bB 1.69 abB
48 2.04 aA * 3.122A * 2.16 aB * 228 aB *

Testemunha = 1,30

Meédias seguidas por mesma letra maidiscula entre as concentragées da solucdo e mesma letra mindiscula entre os tempos de
pré-embebicdo néo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey. * Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste Dunnett, a 5%.

a partir de 12-h de embebi¢ao em solugdes de SNP
e KNO, todos os tratamentos diferiram significati-
vamente da testemunha.

No presente trabalho, as médias de IVG apos pré-
-embebi¢do em SNP por 24-h na concentragao 0,01
mmol L' e por 48-h em todas as concentragdes testa-

das foram estatisticamente superiores a testemunha.

Semelhante a pré-embebicao em SNP, a embebicao
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Quando aplicado exogenamente, o NO estimu-
lou a germinagao de sementes de alface (Lactuca
sativa L.) no escuro (Beligni e Lamattina, 2001), a
germinagao de sementes de Paulownia tomentosa
(Thunb.) Steud., (Giba et al., 1998) e a germinacao
e crescimento radicular de tremogo (Lupinus luteus
L. (Kopyra e Gwozdz, 2003) e induziu a quebra de
dorméncia em sementes de Arabidopsis e cevada
(Bethke et al., 2006).



Quadro 2 - indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de sementes de Dalbergia nigra pré-embidas em diferentes solucdes de
KNO3 (nitrato de potéssio) e diferentes tempos de embebigao

Concentragdes de KNO3 (mmol L)

Tempo (horas)
0,01 0,1 1,0 10,0
6 1,55 bA 1,68 bA 1,17 bA 1,65 bA
12 1,65 bA 1,72 abA 1,49 abA 1,78 bA
24 2,17 bA * 2,22 abA * 2,43 aA* 1,63 bB
48 2,89 aAB * 2,76 aAB * 2,47 aB * 391 aA*

Testemunha = 1,30

Médias seguidas por mesma letra maidiscula entre as concentragdes da solugdo e mesma letra mindiscula entre os tempos de
pré-embebicdo nédo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey. * Estatisticamente diferente da testemunha, pelo teste Dunnett, a 5%.

Conclusoes

As aplicagdes de diferentes concentragdes e tempos
de SNP e KNO, estimularam a germinagao e o IVG
de sementes de Dalbergia nigra, porém resultados
mais expressivos foram observados nas concentra-
¢oes de 0,01 e 0,1 mmol L' de ambas as solugdes,
especialmente em periodos de embebicao de 24 e
48 horas.
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