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ALTERACOESFISIOLOGICASE BIOQUIMICASEM SEMENTESDE FEIJAO

ENVELHECIDASARTIFICIALMENTE !

CANDICE MELLO ROMERO SANTOS ?, NILSON LEMOS DE MENEZES °,
FRANCISCO AMARAL VILLELA *

RESUMO - O presente trabalho teve o objetivo de avaliar as ateragdes fisiologicas e
bioguimicas em sementes de feijdo submetidas ao envelhecimento artificial. Utilizaram-se
dois lotes de sementes de feijdo, cultivar lapar 44, com diferentes qualidades fisioldgicas,
submetidos ao envelhecimento artificial (41°C e 100% UR do ar), por periodos de zero, 24,
48, 72 e 96 horas. As andlises fisiolégicas constaram de teste de germinagdo, primeira
contagem de germinagdo, condutividade elétrica, comprimento de hipocétilo e de raizes das
plantulas; as analises bioquimicas foram realizadas pela técnica de eletroforese de sistemas
enzimaticos, avaliando-se a fosfatase acida, malato e glutamato desidrogenase e esterase.
Os resultados obtidos permitem concluir que: @) lotes com alta germinagdo apresentam
acentuada diferenca na resposta ao processo de envelhecimento, verificados pelareducdo na
capacidade seletiva das membranas das sementes e pelo crescimento e desenvolvimento das
plantulas de feijoeiro; b) a partir de 72 horas de envelhecimento artificial, ha reducdo na
atividade das enzimas fosfatase acida e esterase; c) a atividade das enzimas fosfatase écida,
malato desidrogenase, glutamato desidrogenase e esterase é influenciada pelo periodo de
envelhecimento e pela qualidade inicial dos lotes

Termos para indexagdo: Phaseolus wulgaris, deterioragdo, fosfatase &cida, maato
desidrogenase, glutamato desidrogenase, esterase.

PHY SIOLOGIC AND BIOCHEMICAL ALTERATIONSIN
ARTIFICIALLY AGED BEAN SEEDS

ABSTRACT- The present work had the objective of evaluating the physiologic and
biochemical alterations in bean seeds submitted to the artificial ageing. Two lots of bean
seeds were used, cultivar lapar 44, with different physiologic qualities, submitted to the
artificial ageing (41°C - 100% UR of the air), for zero, 24, 48, 72 and 96 hours. The
physiologic analyses consisted of germination test, first germination count, electric
conductivity, seedling and root Iength; the biochemical analyses were accomplished by the
electrophoretical technique of enzymatic systems, being evaluated the acid phosphatase,
malate and glutamate dehydrogenase and esterase. The obtained results concluded, a) lots
with high germination presents accentuated difference in the answer to the ageing process,
verified by the reduction in the selective capacity of the membranes of the seeds and growth
and development of the bean seedlings; b) starting from 72 hours of artificial aging, thereis
reduction in the activity of the enzymes acid phosphatase and esterase; c) the activity of the
enzymes acid phosphatase, malate and glutamate dehydrogenase and esterase are
influenced by the ageing period and for the quality of the lots of seeds.

Index terms. Phaseolus vulgaris, deterioration, acid phosphatase, malate dehydrogenase,
glutamate dehydrogenase, esterase.
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A qualidade fisiolégica das sementes € maxima por
ocasido da maturidade fisiolégica. A partir deste momento
processos degenerativos, de natureza fisica, fisiolgica ou
biogquimica comecam a ocorrer, caracterizando a
deterioracao.

A deterioracdo é considerada toda e qualquer
mudanca degenerativa, apés a semente ter atingido sua
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maxima qualidade, 0s mecanismos responsavels por essas
modificagbes ainda ndo foram totalmente elucidados. A
sensibilidade das sementes ao processo de deterioracdo, em
determinado ambiente, tem sido atribuida a constituicdo
genética. Além disso, as condicbes de temperatura e
umidade relativa do ar, durante 0 armazenamento, sdo de
grande importancia na evolugdo da deterioracdo, a qual ndo
pode ser evitada, mas pode ser minimizada no
armazenamento sob condicdes adequadas.

A deterioracdo é evidenciada por danos genéticos,
perda da integridade do sistema de membranas, reducéo da
capacidade seletiva, peroxidagdo de lipidios, lixiviagdo de
solutos, mudancgas na atividade respiratéria das sementes,
modificacdes na atividade enzimatica e sintese de proteinas,
a incapacidade de manutencdo do gradiente eletroquimico e
a perda da compartimentalizagdo celular e acimulo de
substancias téxicas. Também foram observadas alteracdes
fisioldgicas, tais como; atraso na germinacgdo, decréscimo
na toleréncia as condictes ambientais sub-6timas durante a
germinacdo, redugdo no crescimento e/ou vigor das
plantulas, aumento do niimero de plantulas anormais, maior
suscetibilidade a atagues de microrganismos patogénicos,
emergéncia desuniforme, redugdo na produtividade,
modificagdes na coloragdo das sementes, diminuicéo do
potencia de armazenamento, completa perda da capacidade
germinativa e a morte das sementes (Wilson & McDonald,
1986; Basavargjappaet al., 1991).

ReducBes na atividade enzimatica durante a
germinacdo de sementes envel hecidas pode ser resultante da
diminuicdo da sintese protéica sendo que o inicio da
deterioracdo das sementes geramente esta associado a
reducéo na sintese de proteinas (Abdul-Baki & Anderson,
1972). O envelhecimento de sementes de trigo, segundo
Del’aguila (1994), foi acompanhado pelo atraso
progressivo do inicio da germinacdo e pelo decréscimo de
incorporacdo de metionina em proteinas sollveis de
embrides hidratados.

O principal desafio das pesguisas sobre testes de
vigor estd na identificagdo dos eventos relacionados a
deterioracdo das sementes, que precedam a perda da
capacidade germinativa.

A técnica de eletroforese de proteinas € capaz de
auxiliar a deteccdo dos estédios iniciais de deterioragdo
através da avaliagdo da atividade de enzimas associadas a
degradacéo e oxidacdo de substancias de reserva, bem como
com a biossintese de novas substancias (Spinola et al.,
2000). A capacidade de avaliacdo e a correta interpretacéo
da variagdo eletroforética nos perfis de proteinas e enzimas
pode ser uma eficiente ferramenta na determinagcdo de
mudancas bioguimicas resultantes do processo deteriorativo
(Carraro,1990). Possiveis indicadores do estadio de
deterioracdo em sementes de algodoeiro foram encontrados
por Vieira (1996), através das variacOes eletroforéticas de
proteinas e das enzimas glutamato desidrogenase, malato

desidrogenase, fosfatase acida, enzima malica, peroxidase e
6 - fosfogluconato.

Em vérias espécies, mudangas na atividade de
enzimas em sementes secas e germinadas ocorrem
concomitantemente com um decréscimo na qualidade da
semente N0 armazenamento, e aumento na atividade de
proteinases, b-amilases e nucleases foram relatadas por
Basavargjappa et a.(1991); Bewley & Black (1994);
Salinas et a. (1998) e Padilha et al. (2001).

A susceptibilidade das sementes ao estresse durante o
envelhecimento artificial pode ser correlacionada com a
qualidade da semente. Foram observadas ateracBes nos
lipidios e nas proteinas insolUveis em acido em decorréncia
do envelhecimento artificia (Ferguson et a., 1990).
Diferentes mudangas na atividade enzimatica, em
conseqiiéncia do envelhecimento  artificial, foram
observados por Bock (1999), em sementes de soja,
indicando que o envelhecimento promove desorganizacdo
Nnos sistemas enzimaticos da semente.

Em sementes de cevada e soja com teor de agua de
11 a 13%, a medida que o processo de envelhecimento
progrediu, houve aumento no numero de bandas de
proteinas e da enzima esterase, indicando €levacdo da
atividade metabdlica (Chauhan, 1985).

Contudo, 0 método mais utilizado para avaliar o nivel
de deterioracdo da semente é o envelhecimento artificial,
cujo principio esta fundamentado no aumento da
deterioragdo das sementes pela exposicao a niveis elevados
de temperatura e umidade relativa do ar.

Embora muitos trabalhos tenham avaliado a
influéncia do envelhecimento artificial em sementes,
poucos evidenciam as consequéncias em termos de
alteragdes enzimaticas. Portanto, para avaliar a ocorréncia
de alteragBes no vigor, germinacéo, e na atividade das
enzimas malato e glutamato desidrogenase, esterase e
fosfatase acida em sementes de feijdo submetidas ao
envelhecimento artificial, foi desenvolvido o presente
trabalho.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de
Bio-sementes, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
da Universidade Federa de Pelotas — RS e no Laboratorio
de Andlise de Sementes de Producdo (LASP), do
Departamento de Fitotecnia na Universidade Federal de
Santa Maria - RS. Utilizaram-se dois lotes de sementes de
feljdo (Phaseolus wulgaris L.), cultivar IAPAR 44, que
apresentaram qualidades fisiol6gicas distintas (Tabela 1).

A qualidade dos lotes foi avaliada pelos testes de
germinagdo, primeira contagem da  germinacao,
comprimento de raizes e de hipocétilo das plantulas e
condutividade elétrica.

Envelhecimento artificial - utilizaram-se 200
sementes, distribuidas em subamostras de 50 sementes, para
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cada lote de sementes de feijao. Os teores iniciais de agua
foram gjustados até atingirem +13%, conforme recomenda
Marcos Filho (1994). A seguir, as sementes foram
colocadas sobre uma bandeja de tela de aluminio, fixada no
interior de caixas plasticas, as quais funcionaram como
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compartimento individual (mini-camara). Foram colocados
40mL de &gua destilada no interior destas caixas plésticas,
gue foram mantidas em incubadora a temperatura de 41°C.
Os tratamentos constaram do teste de envelhecimento
acelerado, por periodos de zero, 24, 48, 72 e 96 horas.

TABELA 1. Teoresde dgua e qualidade fisiologica inicial dos lotes de sementes de feij&o do cultivar lapar 44.

Teor dedgua Germinagdo (%) Primeiracontagem de Comprimento Condutividade elétrica
inicial (%) germinacdo (%)  Raizes Hipocdtilo (cm) (8. cm™.g™)
Lotel 11,2 90 56 78 10,3 91,4
Lote 2 114 94 60 9,6 11,2 81,6
Teor de é&gua das sementes - redizou-se a Condutividade elétrica - foi conduzido conforme

determinagéo do teor de &gua das sementes, antes e apos 0s
tratamentos de envelhecimento artificial, pelo método da
estufa a temperatura de 105 + 3°C, durante 24 horas, com
duas amostras por lote de sementes (Brasil, 1992). Os
resultados foram expressos em porcentagem média por lote.
O teor de &gua das sementes expostas aos tratamentos, de
envelhecimento acelerado, ndo foram gjustados para a
realizag8o dos testes.

Teste de germinacdo - utilizaram-se quatro
subamostras de 50 sementes, para cada tratamento de
periodo de envelhecimento artificial, em rolo de papel
umedecido com égua destilada na quantidade de 2,5 vezes o
peso do pape seco, os quais foram mantidos em germinador
regulado a temperatura constante de 25°C, por um periodo
de sete dias. A interpretacdo foi realizada no sétimo dia
ap6s instalacdo, segundo critérios estabelecidos pelas
Regras para Andise de Sementes (Brasil, 1992).
Computaram-se as plantulas normais para cada repeticéo e
obtendo-se a seguir uma média das subamostras. Os
resultados foram expressos em porcentagem.

Primeira contagem do teste de germinacdo - foi
determinada conjuntamente com o teste de germinag&o.
Computaram-se as pléantulas normais na primeira contagem
do teste de germinacdo, realizada no quarto dia apés a
instalacdo do teste. Os resultados foram obtidos pela média
aritmética das quarto subamostras e foram expressos em
porcentagem.

Comprimento de hipocétilo e de raizes -
utilizaram-se quatro subamostras de 25 sementes semeadas
em rolos de papel, sobre uma linha horizontal no terco
superior do papel umedecido com &agua destilada na
quantidade de 2,5 vezes 0 peso do papel seco. Os rolos
contendo as sementes permaneceram em germinador por
quatro dias a temperatura de 25°C e apls procedeu-se a
medicdo (Nakagawa, 1999). Os comprimentos médios do
hipocdtilo e das raizes das plantulas normais foram obtidos
dividindo-se a soma das medidas tomadas das subamostras
pelo nimero de pléantulas normais mensuradas. Os
resultados foram expressos em centimetros.
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Vieira (1994), pesaram-se quatro subamostras de 50
sementes, por |ote para cada tratamento. Apos a pesagem de
cada amostra, as sementes foram colocadas em copos
plasticos contendo 75mL de &gua destilada e mantidas em
germinador a temperatura de 25°C, durante 24 horas.
Decorrido esse periodo, a condutividade elétrica da solucéo
foi determinada com o uso de um condutivimetro de marca
DIGIMED CD-21 e os vaores obtidos no aparelho foram
divididos pelo peso da amostra (g) e os resultados foram
expressos em nS.cm.g™ de sementes,

Avaliacdo das alter agdes bioquimicas - determinou-
se a atividade enzimética das sementes de feijdo dos dois
lotes, antes e apds serem submetidos aos tratamentos de
envelhecimento artificial. Foram retiradas subamostras de
sementes de cada lote e mantidas em temperatura de + 5°C,
para posterior determinagdo da atividade das enzimas
malato desidrogenase, glutamato desidrogenase, esterase e
fosfatase &cida. Utilizou-se a técnica de eletroforese em gel
vertical de poliacrilamida na concentracdo de 6%, para
verificar a atividade das enzimas. Para a obtencdo do
eletroforegrama foi utilizado o sistema tampédo continuo,
conforme descrito por Scandalios (1969). O preparo das
amostras foi realizado utilizando-se uma semente triturada
por repeticdo. As amostras foram maceradas em recipiente
de porcelana sobre gelo para evitar a desnaturacdo de
proteinas pelo aguecimento; a seguir, procedeu-se a
pesagem de 50-100mg da amostra e a colocagdo da solucdo
extratora, conforme descrito Scanddios (1969), na
propor¢do de 5:1 (volume/peso). As  amostras
permaneceram no extrator durante 18 horas a baixa
temperatura (+ 5°C). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por cinco minutos e foram adicionados 25mi
do sobrenadante do material na parte superior do gel.
Redizou-se a corrida eletroforética dentro de balcdo
refrigerado 4°C, com polaridade norma e constante de
25mA. Foram usados os sistemas de revelaggo citados por
Alfenas (1998), para as enzimas malato e glutamato
desidrogenase e 0 sistema recomendado por Scandalios
(1969) para as enzimas esterase e fosfatase acida. Em cada
gel, foram obtidos todos os tratamentos, sendo quatro
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repetices para cada tratamento. Os géis foram fotografados
e digitaizados utilizando o “Kodak Electrophorese
Documentation and Analysis System” (EDAS 120) e a
identificacdo das bandas e determinacdo das densidades
relativas pelo programa “Gel-Pro Andyser” (Media
Cybernectis, 1997).

Andlise estatistica - Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado em esquema bifatorial 2x5, dois
lotes e cinco periodos de envelhecimento artificial, com
quatro repeticbes. Foram realizadas andises da variancia e
0 estudo da regressdo polinomial. Os dados referentes as
porcentagens de germinagdo, primeira contagem de
germinacdo e densidade relativa foram transformados em
arcsen (%/100)2.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os lotes utilizados neste trabalho possuiam qualidade
fisiologica distintas (Tabela 1), os lotes 1 e 2 apresentaram
90 e 94% de germinacdo, respectivamente. Quando se
avaliou o vigor dos lotes através da velocidade de
germinacdo e permeabilidade de membranas, o lote 1
apresentou-se menos Vigoroso.

Os teores de 4gua das sementes antes de cada periodo
de exposicdo ao envelhecimento artificial foram
iniciadlmente de 13,5 e 13,2%, para os lotes 1 e 2,
respectivamente.  Marcos Filho (1994) ressdtou a
importancia da uniformizacéo do teor de agua das sementes
antes do envelhecimento artificial, uma vez que, as
sementes mais Umidas sofrerd0 maiores efeitos deletérios
do estresse, devido a intensificacdo da sua atividade
metabdlica

Os teores de agua das sementes dos lotes 1 e 2
cresceram com O aumento no periodo de exposicdo das
sementes a0 envelhecimento artificial, embora o lote 1
tenha apresentado maior incremento (Tabela 2). Essa
ocorréncia poderia ser atribuida ao fato do lote 1,
provavelmente, apresentar menor integridade do seu
sistema de membranas €/ou menor seletividade, permitindo
a entrada de &gua mais rapidamente nas células. Estes
resultados concordam com os dados encontrados por Souza
et al. (1996), ao verificarem em sementes de calopogbnio,
gue no fina do periodo de embebi¢do, os lotes que exibiram
maiores proporgdes de sementes intumescidas eram os de
menor qualidade fisiol6gica.

O estresse provocado as sementes pela umidade
relativa do ar e temperatura elevada, afetou o teor de &gua
das sementes, intensificando a atividade metabdlica e, de
acordo com Delouche (2002), a duracéo do processo de
deterioracdo € determinada principalmente pela interagdo
entre heranca genética, o grau de hidratacdo da semente e a
temperatura.

Pode-se observar, na Figura 1A, que os tratamentos
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praticamente ndo afetaram a germinacdo do lote 2,
entretanto o lote 1, diminuiu sua porcentagem de
germinagdo com o aumento do periodo de envelhecimento,
mostrando-se como o lote menos vigoroso. Apds 96 horas
de envelhecimento, o lote 1 apresentou menos de 15% de
plantulas normais no teste de germinagdo, o que mostra o
guanto sua qualidade era baixa uma vez que, segundo
Delouche (2002) a perda da capacidade de germinacdo é a
consequiéncia ou efeito final da deterioragdo, sendo o Ultimo
atributo da qualidade fisiol 6gica da semente que é perdido.

TABELA 2. Valores médios dos teores de 4gua (%) de
dois lotes de sementes de feijéo, antes e
ap6s os periodos de envelhecimento

artificial.
L otes Periodos de envelhecimento artificial (h)
0 24 48 72 96
1 135 22,1 28,0 30,2 33,0
2 13,2 18,5 24,0 28,2 29,4

Na primeira contagem do teste de germinagéo (Figura
1B), ambos os lotes apresentaram reducdo declinio da
porcentagem de pléntulas normais com os diferentes
periodos de envelhecimento artificial, entretanto o lote 1 foi
mais afetado, sofrendo maior atraso para o inicio da
germinacdo. O envelhecimento artificial esta baseado no
fato dataxa de deterioragdo das sementes acelerar conforme
a exposicdo aos niveis elevados de temperatura e umidade
relativa do ar, justificando desta forma o maior decréscimo
da porcentagem de pléntulas normais apresentadas no lote
1, comparativamente ao lote 2, de maior quaidade
fisiologica.

Através do teste de condutividade elétrica (Figura
1C), que avalia a permeabilidade seletiva das membranas
celulares, foi possivel evidenciar que o aumento nos
periodos de envelhecimento aumentou a lixiviacdo de
exsudatos em ambos os lotes de feijoeiro. No lote 1, parece
ter ocorrido maiores mudancas deteriorativas, desintegracéo
do sistema de membranas, descontrole de trocas hidricas e
de solutos entre as células e 0 exterior, menor capacidade
de reparacdo aos danos causados & dupla camada
fosfolipidica e proteinas na membrana plasmética,
tornando-a menos seletiva. Segundo Copeland & McDonald
(1995), o grau de deterioracdo das sementes esta associado
com a concentragdo de exsudatos das sementes na solucao,
e estes s30 0 reflexo da degradacdo das membranas. E
valido ressaltar que, conforme Powell & Matthews (1977) e
Delouche (2002), os danos nas membranas s80 0s eventos
iniciais das ateragdes degenerativas nas sementes. O lote 2,
que exibiu menor lixiviagdo, possivelmente apresenta maior
capacidade para reorganizar e reparar danos nas
membranas, sendo, portanto, de qualidade superior.
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FIGURA 1. Germinagdo (A), primeira contagem (B) e condutividade elétrica (mS.cm-1.g-1) (C) de dois lotes de
sementes de feijdo submetidos ao envelhecimento artificial.

Na avaliacdo do comprimento de hipocétilo e de
raizes das plantulas de feijoeiro (Figuras 2A e 2B), notou-se
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gue os tratamentos de envelhecimento artificia reduziram o
comprimento do hipocétilo e de raizes das plantulas com o
aumento do periodo de exposi¢do, em ambos os lotes.
Entretanto, o lote 1 apresentou maior sensibilidade aos
tratamentos, exibindo acentuada diminuicdo nos
comprimentos de hipocétilo e raizes quando comparado ao
lote 2. Este fato pode ser justificado pelo menor vigor do
lote 1. As sementes do lote 2 originaram plantulas com
maior taxa de crescimento, provavelmente em fungdo de
apresentarem maior capacidade de suprimento de reservas e

Comprimento do hipocétilo (cm)
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transformacdo dos tecidos de armazenamento e maior
incorporacdo destes pelo eixo embrionério, de acordo com
Dan et al. (1987).

Os resultados observados para os lote 1 e 2
concordam com agueles observados por Matthews (1985)
que relatou que, sob 0 aspecto do comportamento
fisiologico da semente, a manifestacdo inicial do processo
de envelhecimento é o declinio da velocidade de
germinacdo seguido pela reducdo do tamanho das plantulas.
A reducdo na velocidade de germinagdo pode ser
determinada pela morte parciad ou total de tecidos
importantes, em diferentes regides da semente.

&Lote 1

Y =10,3-0,08x
R?=0,89

M Lote 2
Y =11,2-0,3x

Horas

Comprimento de raizes (cm)

R?=0,97

®Llote 1
Y =7,8-0,06x
R%=0,69

M Lote 2

Y = 9,6 -0,02x
R%?=0,89

Horas

FIGURA 2. Comprimento de hipocétilo (A) e comprimento deraizes (B) de dois lotes de sementes de feijéo

submetidos ao envelhecimento artificial.
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A atividade da enzima fosfatase &cida nos dois lotes
de sementes de feijdo (Figura 3A), foi afetada pelos
tratamentos de envelhecimento. A fosfatase &cida € uma
hidrolase que participa em reacdes de hidrélise de ésteres,
podendo atuar sobre os fosfolipidios de membrana,
provocando a peroxidacdo destes, principa mente da fosfatil
colina, fosfetidil etanolamina e fosfatidil inositol. Esta
enzima esta envolvida também na manutencdo do fosfato
celular, podendo sua atividade afetar o metabolismo do
fosfato em sementes, como o0s niveis de ATP e
nucleotideos. No lote 1, a atividade desta enzima foi maior
no periodo de 24 a 48 horas, sendo méxima com 44,5 horas,
ocorrendo, a partir dai reducéo na atividade. Para o lote 2,
verificou-se que a atividade enzimética foi mais elevada no
periodo de 48 a 72 horas, sendo méaxima com 56 horas, e sd
a partir deste periodo houve reducéo da atividade. Notou-se
também que a atividade desta enzima, no periodo zero, era
maior em lotes com menor qualidade fisioldgica,
possivelmente, esta hidrolase ja deveria estar atuando nos
fosfolipidios de membrana, provocando peroxidacéo.

. Os valores da condutividade elétrica do lote 2
apresentaram aumento mais acentuado no periodo de 24 e
72 horas, relacionando-se com a maior atividade da
fosfatase acida durante este periodo, a qua pode ter
provocado a peroxidacdo dos fosfolipidios de membrana e,
conseqlientemente, aumento de sua permeabilidade. Estes
dados concordam com Spinola et a. (2000), os quais
observaram que esta enzima teve menor atividade em lotes
de sementes de milho com qualidade fisioldgica superior.
Entretanto, Chauhan et al. (1985), Basavargjappa et al.
(1991), Sung & Jeng (1994) e Bock (1999) relataram que
em sementes de soja, amendoim, milho, repolho e soja,
respectivamente, a atividade da fosfatase acida decresceu
com envelhecimento artificial. No presente trabalho, tal
ocorréncia s0 foi verificada apds 44,5 e 56 horas,
respectivamente, paraoslotes1 e 2.

A atividade da malato desidrogenase (Figura 3B)
para o lote 1, foi maxima no periodo de 72,7 horas, com
decréscimos a partir dai, enquanto que, no lote 2 a atividade
desta enzima foi crescente conforme o aumento do periodo
de estresse durante o envelhecimento artificial. A partir de
72,7 horas de envelhecimento ocorreu reducdo na
capacidade respiratéria das sementes do lote 1, de menor
qualidade, possivelmente devido aos danos nas membranas
mitocondriais, sendo esta organela a mais suscetivel a
peroxidacdo. Pois, conforme Wilson & McDonald (1986) e
Ferguson et al. (1990), a membrana mitocondrial é ricaem
lipidios insaturados, o que aumenta a superficie exposta a
peroxidacdo, elevando a permeabilidade das membranas e
afetando a atividade respiratoria aerdbica, por quebrar o
gradiente protdnico necessario para a manutencdo do
acoplamento respiratério, diminuindo a produgdo de ATP e
absorcéo de oxigénio.

A enzima maato desidrogenase atua com a
fosfoenolpiruvato carboxilase, para a redugdo de
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oxaloacetado a malato, utilizando NAD como doador ou
receptor de elétrons nessas reagdes, tendo uma importante
fungdo no Ciclo de Krebs (mitocdndria) para a produgdo de
NADH. E, as mitocondrias constituem-se no centro da
respiracdo, por isso fica evidente a importancia dos efeitos
da deterioracdo sobre o desempenho germinativo da
semente quando sdo consideradas as modificagdes ocorridas
nessa organela. Conforme Salinas et al. (1998), as
mitocdndrias dos eixos embrionérios sdo responsaveis pelo
fornecimento de energia usada no alongamento dos eixos
raiz/caule e, se a taxa respirat6ria diminui nos eixos, a
emergéncia e crescimento das plantulas também
diminuirdo. Estudos realizados por Basavargjappa et al.
(1991), com o teste de tetrazdlio demonstraram gradual
diminuicdo na atividade das desidrogenases em sementes
envelhecidas de milho, indicando que esta perda poderia
estar associada ao baixo nivel de producdo de ATP.

A atividade da glutamato desidrogenase no periodo
zero apresentou-se mais elevada no lote 1 (Figura 3C),
demonstrando que a atividade respiratéria das sementes de
lote estava mais elevada, caracterizando um processo
deteriorativo mais avangado, quando comparado ao lote 2.
A atividade desta enzima foi superior no lote 1 até 72 horas,
no entanto, a partir desse periodo foi semelhante para os
dois lotes. Esta enzima € responsavel pela oxidacdo de
amino&acidos, fornecendo energia para o Ciclo de Krebs,
producdo de NADPH e/ou na reducdo do a-cetoglutarato
para sintese de aminoécidos. O estresse provocando pelo
periodo de 96 horas de envelhecimento artificial ndo foi
suficiente para diminuir a atividade desta enzima, em
ambos os lotes, sendo esta a menos afetada pelos periodos
de estresse, embora tendendo para a estabilizagdo, sendo
maxima apos 87,5 horas, parao lote 1 e 90 horas para o lote
2. Em pléntulas de eucalipto envelhecidas artificialmente,
Camargo et a. (2000) observaram aumento na atividade da
enzima glutamato desidrogenase, concordando com o0s
dados encontrados neste trabalho e discordando dos dados
encontrados por Shatters et al. (1994), os quais verificaram
diminuicéo na atividade desta enzima em sementes de soja,
apartir de 48 horas de envelhecimento.

No presente trabalho ndo foram testados periodos
superiores a 96 horas de estresse, entretanto Brand&o-Janior
et al. (1999) descreveram que a atividade desta enzima em
sementes de milho diminui a partir de 96 horas de
envel hecimento.

A atividade da enzima esterase no periodo zero foi
mais elevada no lote 1, demonstrando que as sementes deste
lote apresentavam maior peroxidacdo de seus lipidios de
membrana, causando um aumento na permeabilidade das
membranas e em processo deteriorativo maior do que o lote
2. A atividade desta enzima para os lotes 1 e 2 foi méxima,
em 46 e 58 horas de envelhecimento artificial,
respectivamente, a partir dos quais ocorreu diminuicéo na
aividade desta enzima (Figura 4). O lote 1 apresentou
maiores valores de atividade quando comparado ao lote 2.
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Estes resultados concordam com os encontrados por Padilha
et a. (2001) que verificaram diminuicdo da intensidade das
bandas para os estresses mais drasticos em sementes de
milho e Chauhan (1985) e Bock (1999), que verificaram
aumento no nimero de bandas desta enzima, em sementes
envelhecidas de cevada e soja, respectivamente. Alteragdes
nos padres da enzima esterase evidenciam a ocorréncia de

Densidade relativa (%)
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eventos deteriorativos, que podem contribuir para a reducéo
na germinacdo das sementes a medida que sd0 aumentados
o0s niveis de fatores adversos de temperatura e teor de dgua
das sementes no processo de envelhecimento artificial, pois
a esterase € uma enzima envolvida em reacGes de hidrdlise
de ésteres, estando diretamente ligada ao metabolismo dos
lipidios.

¢ lotel

Y = 45,4 + 0,89x - 0,010
R?=0,77

Y =35,9 +0,9x - 0,008x2

Horas

Densidade relativa (%)

R?=0.80 @ | ote 2

¢ Llotel

Y =12 +16x - 0,011x°
R?=0,70

—8— Lote 2
Y =59 +0,56x

Horas
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0 ‘ ‘

R?=0.88

¢ Lote 1l
Y =479 +0,7x- 0,004 x*
R?*=0,83

24 48

Horas

72

Y :056'1%?( -Zo,mx2
R?=0,77

96

FIGURA 3. Densidade das enzimas fosfatase acida (A), malato desidrogenase (B) e glutamato desidrogenase (C) de
doislotes de sementes de feijdo submetidos ao envelhecimento artificial.
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Densidade relativa (%)

®Llotel

Y = 49 +0,74x - 0,008x
R?=0,82

M Lote 2
Y = 31,8 + 0,58x - 0,005%°

Horas

R?=0,87

FIGURA 4. Densidade relativa da enzima ester ase de dois lotes de sementes de feijdo submetidos ao envelhecimento

artificial.
CONCLUSOES

Lotes com adta germinagdo podem apresentar
acentuadas diferencas em resposta a0 processo de
envelhecimento, verificados pela reducdo na capacidade
seletiva das membranas das sementes e pelo crescimento e
desenvolvimento das plantul as de feijoeiro,

A partir de 72 horas de envelhecimento artificial, ha
reducdo na atividade das enzimas fosfatase acida e esterase;

A dividade das enzimas fosfatase é&cida, maato
desidrogenase, glutamato desidrogenase e esterase €
influenciada pelo periodo de envelhecimento e pela
qualidadeinicia doslotes.
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