ISOENZIMAS NO MONITORAMENTO DA DETERIORAC}AO DE SEMENTES
DE Euterpe espiritosantensis FERNANDES!
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RESUMO - As sementes de Euterpe espiritosantensis séo recalcitrantes, pois apresentam reducéo da germinagao
com a desidratacdo e curta longevidade. O objetivo deste trabalho foi identificar sistemas enzimaticos eficientes
no monitoramento da deterioragao e perda da capacidade germinativa de sementes de palmiteiro-vermelho.
As sementes foram colocadas para secar por 0, 20 e 40 h (teor de 4gua de 46, 40 e 36%, respectivamente)
e armazenadas a 15 °C em sacos plésticos fechados durante 54 semanas. Em intervalos de tempo de seis semanas,
aqualidade das sementes foi avaliada quanto a germinacao e atividade das enzimas glucose-6-fosfato desidrogenase,
glutamato desidrogenase, fosfoglucomutase, fosfoglucose isomerase e peroxidase utilizando eletroforese em
géis de poliacrilamida. A enzima peroxidase foi a Unica eficiente no monitoramento da deterioragéo e perda
da capacidade germinativa de sementes de palmiteiro-vermelho.
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ISOENZYMES FOR MONITORING DETERIORATION OF Euterpe
espiritosantensis FERNANDES SEEDS

ABSTRACT - Red-palmito Euterpe espiritosantensis Fernandes seeds are recalcitrants because they exhibit
germination decreases by dehydration and have short longevity. The objective of this work was to identify
efficient enzymatic systems to monitoring deterioration and loss of germination capacity of red-palmito seeds.
Seeds were dryed during 0, 20, and 40h (resulting moisture content of 46, 40 and 36%, respectively) and
stored at 15°C, inside closed plastic bags, during 54 weeks. The seed quality was evaluated, in six weeks
intervals, by germination test and by enzymatic activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase, glutamate
dehydrogenase, phosphoglucomutase, phosphoglucose isomerase and peroxidase, using the electrophoresis
technique in polyacrylamide gel. The isoenzyme peroxidase was the unique efficient way to monitor deterioration
and loss of germination capacity of red-palmito seeds.

Key words: Palm, Recalcitrant Seedseed and Peroxidase.

de interesse a producdo de sementes e mudas dessa
espécie para a recomposi¢cdo da flora nativa.
Conhecimentos sobre a fisiologia da semente e da
germinacdo sdo necessérios para o desenvolvimento
de tecnologias favoraveis a producgéao a conservagao

1. INTRODUCAO

O palmiteiro-vermelho (Euterpe espiritosantensis
Fernandes) é uma espécie nativa da Floresta Tropical
Atlantica, cuja propagacao natural se da exclusivamente

por sementes. Formag®es florestais naturais dessa planta
foram encontradas na regido de Santa Teresa, no Estado
do Espirito Santo (FERNANDES, 1989), em Ituberé e
Itabuna, no Estado da Bahia (BOVI etal., 1987 e 1994).
A crescente devastagdo do seu habitat, associada a
derrubada de plantas para a extracéo de palmito, torna

das sementes dessa espécie.

As sementes do palmiteiro-vermelho foram
classificadas como recalcitrantes devido a sensibilidade
adesidratagdo e a curta longevidade no armazenamento
(MARTINS etal., 1999a; MARTINS et al., 2007ab). A
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perda de agua em sementes recalcitrantes desencadeia
inimeros processos deteriorativos, como a desnaturacao
de proteinas, alteragBes na atividade das enzimas e
danos no sistema de membranas, resultando, finalmente,
na completa perda de viabilidade das sementes
(NAUTIYAL e PUROHIT, 1985).

A incapacidade dos tecidos das sementes sensiveis
adessecagdo em efetuar adequada protecao contra eventos
oxidativos, consequentes do metabolismo desorganizado
durante a desidratagdo e o armazenamento, pode ser
considerada como uma das principais causas da
sensibilidade a dessecacdo e da reduzida longevidade
(LEPRINCE et al., 1993). Isso porque o balango entre
a geracdo e remocao de radicais, durante a secagem
e armazenamento das sementes, relaciona-se com a sua
longevidade. Danos celulares causados pela peroxidacéo
de lipidios podem ser reduzidos ou prevenidos por
mecanismos protetores, entre os quais se podem citar
os provenientes das a¢gfes de enzimas removedoras de
radicais livres e de per6xidos, como a peroxidase
(MENEZES, 2005). A atividade da glucose-6-fosfato
desidrogenase, enzima pertencente a rota das pentoses,
é importante na determinacéo do fluxo através da glicélise.
O balanco entre a glicélise e a rota das pentoses assegura
suprimento adequado as sementes de poder redutor,
ATP e esqueletos de carbono para a biossintese de
macromoléculas. Assim, a atividade dessa enzima é
minimizada pela deterioragdo (BETTEY e FINCH-SAVAGE,
1996). As isomerases catalisam a conversdo da glicose
em frutose durante a germinacédo das sementes, e a
glutamato desidrogenase atua na oxidagéo de proteinas
de reserva, fornecendo energia para as células e, ou,
na reducgdo da cetoglutarato para a sintese de aminoacidos
(BRANDAO-JUNIOR etal., 1999).

Apesar de existir considerdvel informacéo sobre
alteragc6es em enzimas especificas relacionadas a
deterioragao de sementes ortodoxas, essa area do
conhecimento ainda foi pouco explorada em sementes
recalcitrantes. Assim, trabalhos de monitoramento da
deterioracdo utilizando a técnica de eletroforese com
aisoenzima peroxidase tém apresentado resultados
promissores parasementes de milho (BRANDAO JUNIOR
etal., 1999; SPINOLA etal., 2000), algoddo (VIEIRA,
1996) e copaiba (CARVALHO etal., 2006). Para sementes
de milho e copaiba submetidas a envelhecimento acelerado,
verificou-se diminui¢do no nimero e intensidade das
bandas da peroxidase, com o aumento da deterioragao
e perda da capacidade germinativa (BRANDAO JUNIOR
etal., 1999; CARVALHO etal., 2006).
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Para a aplicacdo da técnica de eletroforese de
isoenzimas de forma satisfatéria, deve-se considerar
a adequacdo da metodologia & espécie em estudo e
ao tipo e idade do material vegetal das amostras, pois
esses fatores afetam a expressao, resolucao e estabilidade
das bandas isoenzimaticas nos géis (BALLVE, 1988).
Para sementes de palmiteiro-vermelho, Martins et al.
(2007b) verificaram que a técnica utilizada permitiu perfeita
corrida eletroforética e resolucédo dos perfis para as
isoenzimas glucose-6-fosfato desidrogenase, glutamato
desidrogenase, fosfoglucomutase, fosfoglucose
isomerase e peroxidase.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar
enzimas eficientes no monitoramento da deterioracédo
e perda da capacidade germinativa de sementes de
palmiteiro-vermelho.

2. MATERIAL E METODOS

Frutos maduros foram colhidos na colecdo de
palmeiras do Instituto Agronémico (Ubatuba/SP) em
17 plantas-matriz, em agosto de 1999. As sementes
malformadas, danificadas ou abaixo do tamanho médio
foram eliminadas.

As sementes foram colocadas para secar por 0,
20 e 40 h (trés sublotes) em camara seca (temperatura
de 22 °C e umidade relativa de 38%), visando a obtengéo
de teores distintos de dgua nos trés sublotes. Ap6s
a secagem, os trés sublotes foram armazenados no
escuro a 15 °C, em sacos plasticos (20 im de espessura)
fechados (MARTINS et al., 2000) por 54 semanas, e
em intervalos de tempo de seis semanas foram realizadas
as seguintes determinagdes em laboratério.

Teor de 4gua: avaliado pelo método da estufa
a105+3 °C/24 h (BRASIL, 1992), utilizando-se quatro
repeticdes de sete sementes inteiras. Germinagao:
conduzido com quatro repeticdes de 20 sementes, mantidas
nas temperaturas alternadas de 20-30 °C e luz (8 h), em
substrato vermiculita, esterilizada (120 °C/12 h), em caixas
plasticas transparentes (11 x 11x 3,5 cm) (BRASIL, 1992;
MARTINS et al., 2007a). A contagem das plantulas foi
realizada semanalmente, do sétimo ao 49 °dia ap6s a
semeadura, quando foi calculada a porcentagem de
germinacdo (plantulas normais).

Atividade dos sistemas enzimaticos -
As sementes foram postas para germinar nas mesmas
condicdes descritas no teste de germinacéo. Botdes
germinativos recém-emitidos (MARTINS et al., 1999b)
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com 0 a 1 mm de protrusao e obtidos trés a sete dias
apos a semeadura foram extraidos com o auxilio de um
bisturi e submetidos a analise eletroforética. Nas anélises
de eletroforese de isoenzimas foram utilizados 30 embrides
por tratamento. Assim, realizaram-se as comparacdes
dos graus de polimorfismo de cinco sistemas enzimaticos:
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), glutamato
desidrogenase (GDH), fosfoglucomutase (PGM),
fosfoglucose isomerase (PGI) e peroxidase (PO), em géis
de poliacrilamida, em um ndimero minimo de quatro corridas
(3+1°C) por tratamento e enzima avaliada. A obtencéo
das amostras, o preparo das solugdes para cada sistema
enzimatico e os procedimentos de corrida e coloracdo
utilizados seguiram a metodologia descrita por Martins
etal. (2007b) para sementes de palmiteiro-vermelho. Para
a identificaclo das bandas foi calculado o coeficiente
de mobilidade relativa (Rf), que representa a relagao
entre a distancia de migracao da isoenzima () e a distancia
de migracao do corante (Fm), isto é, Rf =1 /Fm.

Os perfis eletroforéticos de sistemas enzimaticos
gue apresentaram alteracfes na intensidade de cor e bandas
discriminantes correlacionadas com deterioragao das
sementes tiveram esses parametros quantificados em quatro
repeticdes de nove perfis eletroforéticos de cada tratamento,
através do programa Eagle-eye de andlise de géis
(Stratagene), tendo-se o cuidado de descontar nesta analise
a coloragéo de fundo de cada gel. Os resultados foram
apresentados em pixels, que é a quantidade de pigmentacdo
média por mm? da imagem do gel.

A analise de variancia foi realizada separadamente
para cada teste, em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes, em arranjo fatorial
3 x 10, em que trés foram os tempos de secagem e 10,
os tempos de armazenamento. A comparacao entre as
médias dos tratamentos foi efetuada através do teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados expressos
em porcentagem foram transformados em arcosseno
(x/100)¥2, e quando ocorreu valor igual a zero os dados
em porcentagem foram transformados em (x + 0,5) /2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias
comparadas pelo teste de Tukey. O aumento do tempo
de secagem resultou em sementes com teores de dgua
decrescentes e que se mantiveram praticamente
inalterados durante o armazenamento, com médias de
46, 40 e 36% para 0, 20 e 40 h de secagem, respectivamente.
A germinacdo do lote ndo foi afetada pela secagem,
somente nas sementes sem armazenamento,
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apresentando 89, 92 e 89% de germinagao para 0, 20
e 40 h de secagem, respectivamente. Houve perda total
da viabilidade por volta da 30? semana apenas no sublote
de 40 h de secagem (teor de 4gua de 36%), enquanto
os demais ainda se apresentavam viaveis até 54 semanas
de armazenamento (média de 46% de germinacao).

Dos sistemas enzimaticos testados, a glutamato
desidrogenase (GDH), a glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), a fosfoglucomutase (PGM) e a fosfoglucose
isomerase (PGI) apresentaram todas as bandas nitidas e
sem alteragdes de posi¢do e intensidade de cor que poderiam
ser devidas a secagem e ao armazenamento em todas as
corridas. Desse modo, embora existam relatos de que algumas
dessas enzimas poderiam ser afetadas pelo processo de
envelhecimento dos tecidos (BETTEY e FINCH-SAVAGE,
1996; BRANDAO-JUNIOR etal., 1999), esses sistemas
enzimaticos ndo foram eficientes na avaliagdo da deterioracao
das sementes recalcitrantes de palmiteiro-vermelho. Isso
provavelmente ocorreu porque aatividade enzimética depende
da espécie vegetal, do tipo e idade da estrutura da planta
daqual sio obtidas as amostras (BALLVE, 1988; MARTINS
etal., 2007b). Os perfis eletroforéticos obtidos com essas
isoenzimas foram idénticos aos relatados por Martins et
al. (2007b) para sementes de palmiteiro-vermelho.

Somente a peroxidase (PO) apresentou eficiéncia
na identificacdo da deterioracdo de sementes de E.
espiritosantensis, pois os perfis eletroforéticos (Figuras
1 e 2) apresentaram a Ultima banda, localizada na parte
inferior do gel (assinalada com seta) e situada na posicéo
Rf=0,38 (MARTINS etal., 2007b), menos intensa quanto
menor a germinacao das sementes. Por isso, essa banda
foi identificada como discriminante e correlacionada com
a deterioracdo das sementes e pdde ser utilizada como
referéncia de vigor mediante a quantificacdo da intensidade
de sua cor nos perfis eletroforéticos da peroxidase. Assim,
o decréscimo do teor de agua e o aumento do tempo
de armazenamento prejudicaram a atividade da enzima
peroxidase. Esse fato pode ser explicado pelas caracteristicas
recalcitrantes das sementes de E. espiritosantensis, de
sensibilidade a desidratacdo e problemas de conservacao
pés-maturidade fisiolégica (MARTINS et al., 1999a).

A analise estatistica da intensidade da Gltima banda
da peroxidase (Tabela 1) demonstra que nao houve efeito
prejudicial da secagem das sementes sobre a atividade
da peroxidase até 18 semanas de armazenamento. Foi
verificada reducéo significativa da intensidade da banda
apos 48 semanas de armazenamento das sementes secadas
por 20 h (teor de 4gua de 41%) e ap6s 24 semanas daquelas
secadas por 40 h (teor de d4gua de 36%).
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Tabela 1 — Médias das caracteristicas utilizadas na avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes de Euterpe espiritosantensis
submetidas a trés tempos de secagem e armazenadas durante 54 semanas.
Table 1 — Means of the characteristics to evaluate physiological quality of Euterpe espiritosantensis seeds submitted to three

times of drying and stored during 54 weeks.

Caracteristicas avaliadas Armazenamento Tempo de secagem (horas)
(semanas) 20 40
0 45,19 a A* 39,25 b B 35,14 bc C
Teor de agua (%) 6 45,20 a A 39,27 b B 34,77 c C
12 46,52 a A 38,88 b B 35,62 abc C
CV% = 10,7 18 46,89 a A 38,71 b B 35,20 bc C
24 46,06 a A 40,99 ab B 36,39 ab C
30 45,59 a A 40,04 ab B 36,33 ab C
36 45,88 a A 39,68 ab B 36,29 ab C
42 47,06 a A 40,82 ab B 36,61 acC
48 46,27 a A 41,15 ab B 36,22 ab C
54 45,55 a A 42,11 a A 36,08 abc B
0 88,75 ab A 92,50 a A 88,75 a A
Germinacéo (%) 6 98,75 a A 87,50 ab AB 81,25 ab B
12 91,25 ab A 81,25 abc AB 75,00 b B
18 88,75 ab A 82,50 abc AB 72,50 b B
CV% = 52,7 24 85,00 abc A 87,50 ab A 20,00 ¢ B
30 81,25 abc A 68,75 bcd A 0,00d B
36 86,25 ab A 61,25 cd B 10,00 c¢d C
42 70,00 bc A 57,50 d A 0,00d B
48 61,25 cd A 48,75 d A 0,00d B
54 43,75 d A 48,75 d A 0,00d B
Peroxidase 0 65,00 a A 67,00 a A 65,00 a A
Banda Rf = 0,38 6 67,75 a A 62,75 a A 57,25 a A
(pixels) 12 65,50 a A 58,00 a A 59,75 a A
18 63,50 a A 56,00 a A 56,75 a A
24 61,75 a A 61,50 a A 10,00 b B
CV% =54,4 30 61,25 a A 62,50 a A 0,00 b B
36 62,25 a A 57,75 a A 0,00 b B
42 62,50 a A 60,25 a A 0,00 b B
48 56,75 a A 31,50b B 0,00 b C
54 34,75 a A 25,75 b B 0,00 b C

* Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os perfis eletroforéticos da isoenzima peroxidase
(PO) para botdes germinativos de E. espiritosantensis
retirados de sementes secadas por 40 h (teor de dgua
de 35%) e com tempo de armazenamento, germinacdo
e intensidade de coloracdo para a Ultima banda de,
respectivamente, 0 semana, 89% e 65 pixels (a) e 36
semanas, 10% e zero pixel (b), respectivamente, estdo
apresentados na Figura 1.

A diminuicdo do nimero e, ou, da intensidade de
bandas da peroxidase (PO) com o aumento da
deterioragéo esta de acordo com os resultados obtidos
por Nkang (1988), Basavarajappa et al. (1991), Jeng
e Sung (1994), Brand&o Junior et al. (1999), Vieira (1996),
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Spinolaetal. (2000) e Carvalho et al. (2006). Isso pode
ser explicado pelo fato de a peroxidase ser uma enzima
removedora de peroxido, e a perda de sua atividade
pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de
O, e radicais livres sobre acidos graxos insaturados
de membrana, o que provoca a degeneragao dessas
e 0 comprometimento do vigor.

O perfil eletroforético da isoenzima peroxidase (PO)
para botdes germinativos de E. espiritosantensis
retirados de sementes armazenadas por 36 semanas
e com teor de agua, germinagdo e intensidade de
coloragdo de, respectivamente, 46%, 86% e 62 pixels
(a), 40%, 61% e 58 pixels (b), 36%, 10% e zero pixel
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(c) esta apresentado na Figura 2, demonstrando o
desaparecimento da ultima banda com o aumento do
tempo de armazenamento e deterioragao; as demais
bandas ndo demonstraram alteracdo de intensidade.
Esses resultados ratificam as indicagdes de que a banda
na posicdo Rf = 0,38 seria discriminativa para a deterioragdo
de sementes dessa espécie. Para Vieira (1996), a perda

Rf
0,05

0,18 !
0,27
0,38 - - R e
65 pixels 0 pixels
a b

Figura 1 —Perfis eletroforéticos da isoenzima peroxidase (PO)
de botdes germinativos de Euterpe espiritosantensis
retirados de sementes secadas por 40 h (teor de
agua de 35%) e com tempo de armazenamento
de 0 (a) e 36 semanas (b).

Figure 1 — Electrophoretic profile of peroxidase isoenzyme
(PO) for germinative button removed from Euterpe
espiritosantensis seeds dryed during 40h (35%
of moisture content), and with storage time and,
of 0 (a) and 36 weeks (b).

Rf -4
0,05
0,18 1

0,27

0,38

Figura 2 — Perfis eletroforéticos da isoenzima peroxidase
(PO) de botbdes germinativos de Euterpe
espiritosantensis retirados de sementes submetidas
asecagem por 0 (a), 20 (b) e 40 h (c) e armazenadas
por 36 semanas.

Figure 2 — Electrophoretic profile of peroxidase isoenzyme
(PO) for germinative button removed from Euterpe
espiritosantensis seeds dryed during 0 (a), 20
(b), and 40h (c), and stored during 36 weeks.
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completa da atividade da peroxidase, durante o
envelhecimento, pode esclarecer parcialmente o acimulo
de peréxidos em sementes envelhecidas.

Assim, péde-se concluir que a enzima peroxidase
foi a Unica eficiente no monitoramento da deterioragdo
e perda da capacidade germinativa de sementes de
palmiteiro-vermelho.
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