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EXPRESSAO DE ISOENZIMAS APOS A PRE-HIDRATACAO DE SEMENTES

DE ERVILHA!

CAROLINE JACOME COSTA?, FRANCISCO AMARAL VILLELA?, MIRELA ROSSETTO BERTONCELLO?,

MARIA ANGELA ANDRE TILLMANNS, NILSON LEMOS DE MENEZES®

RESUMO - O presente trabalho teve o objetivo de estudar alteragdes no padrdo de expressdo dos
sistemas isoenzimaticos malato desidrogenase e fosfatase dcida de sementes de ervilha submetidas
a diferentes métodos de pré-hidratacdo para conducdo do teste de condutividade elétrica. Foram
utilizados lotes de sementes de ervilha das cultivares Ax¢é e Maria, caracterizados quanto ao teor
de agua, geminagdo, primeira contagem de germinagdo, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica e emergéncia de plantulas em campo. As sementes de cada lote foram pré-hidratadas
empregando atmosfera saturada e substrato umedecido, até atingirem teores de dgua de 10, 12 e 14%.
Os resultados mostraram que a pré-hidratagdo de sementes de ervilha utilizando atmosfera saturada
ou substrato umedecido até teores de agua de 10% a 14% ndo foi suficiente para provocar alteragdes
acentuadas na atividade da malato desidrogenase, apds seis horas de imersao das sementes em agua.
Os resultados mostram diferengas na expressao diferencial do sistema isoenzimatico fosfatase acida,
o qual dependeu da cultivar, do método empregado para a pré-hidratagdo das sementes e do teor
de agua final. Esses resultados indicam diferengas na capacidade de reestruturagdo do sistema de
membranas entre cultivares de tegumento liso e rugoso e sugere a necessidade de aprimoramento dos
métodos de pré-hidratacdo de sementes a serem submetidas ao teste de condutividade elétrica.

Termos para indexacdo: Pisum sativum, integridade de membranas, malato desidrogenase, fosfatase
acida.

ISOENZYMATIC EXPRESSION AFTER PEA SEED PRE-HYDRATION

ABSTRACT - This work aimed to study chances in the isoenzymatic expression of malate
dehydrogenase and acid phosphatase of pea seeds submitted to different pre-hydration methods prior
to electrical conductivity test. Pea seed lots from the cvs Axé and Maria were characterized for their
water content, germination, first germination counting, accelerated aging, electrical conductivity and
field seedling emergence. The seeds of each lot were pre-hydrated using two methods: saturated
atmosphere and humidified substrate until 10, 12 and 14% of water content. The results showed
differential expression of acid phosphatase, which depended on the cultivar, on the pre-hydration
method and on the final water content. These results indicated differences in seed cellular membrane
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restructuring system between cultivars with smooth and wrinkled tegument and suggested the

needs of improvement in the pre-hydration methods of pea seeds when submitted to the electrical

conductivity test

Index terms: Pisum sativum, membrane integrity, malate dehydrogenase, acid phosphatase.

INTRODUCAO

Considerando a importancia dos testes de vigor para
avaliagdo do potencial fisiologico de sementes ao longo do
processo produtivo, ¢ crescente o esfor¢o empreendido pela
pesquisa no sentido da padronizacdo e aperfeigoamento dos
mesmos.

No caso de sementes de ervilha, ¢ notorio o progresso
obtido pela comunidade cientifica, especialmente no ambito
do comité de vigor da ISTA — “International Seed Testing
Association”, no direcionamento e uniformizacdo de
metodologias referentes ao teste de condutividade elétrica.
Entretanto, conforme as regras internacionais, para que o
teste seja executado, recomenda-se que o teor de agua das
sementes encontre-se na faixa de 10 a 14%. Sabe-se que,
em muitas regides produtoras do pais, especialmente no
Centro-Oeste, ¢ comum que os lotes sejam comercializados
com teores de agua inferiores a 10%, o que levanta duvidas
a respeito do método mais adequado para promover a
hidratacdo das sementes, previamente a execugdo do teste de
condutividade elétrica (Costa et al., 2005).

Durante a maturagdo das sementes ortodoxas, ocorre
gradual perda de agua pelos tecidos da semente. Esse
processo envolve profundas alteracdes metabolicas e
estruturais que condicionam tolerancia a dessecacdo as
sementes. Essa tolerdncia deve favorecer a funcionalidade
e integridade dos tecidos, sobretudo no momento em que
as sementes sdo reidratadas, previamente a retomada do
crescimento e desenvolvimento do embrido, durante a
germinacdo. Nesse sentido, tdo ou mais importante do que
desenvolver mecanismos de protecdo que possam estar em
contraposicao as alteracdes as alteragdes decorrentes da perda
de dgua no interior das células é desenvolver a habilidade de
reparar possiveis danos que a reativagdo do metabolismo,
desencadeada pela absor¢do de agua nos tecidos, possa
causar (Kermode, 1997).

Desse modo, a etapa de embebicdo ¢ critica para o
sucesso do estabelecimento das plantulas no campo, dada a
possibilidade de ocorréncia de danos celulares em resposta
a absor¢do desordenada de agua, caso as sementes ndo
disponham de mecanismos adequados de reparo e protegdo
ao seu sistema de membranas celulares, o que caracteriza o

dano por embebicao (Bewley, 1997; De Castro e Hilhorst,
2004; Marcos Filho, 2005). Os danos por embebi¢do sdo
atenuados quando a hidratacdo inicial das sementes ocorre
com vapor de agua, sob alta umidade relativa, ou quando
a taxa inicial do influxo de 4gua ¢ reduzida por meio do
revestimento das sementes (De Castro ¢ Hilhorst, 2004).

Contudo, ¢é provavel que sementes de potencial
fisiologico inferior apresentem deficiéncias no processo de
reparo e/ou protecao ao sistema de membranas durante a fase
inicial de embebicdo, o que poderia prejudicar todas as fases
subseqiientes do processo de germinagao.

A possibilidade de utilizacdo de
isoenzimaticos como ferramenta na determinacdo de
alteragdes bioquimicas decorrentes do processo deteriorativo
das sementes ja foi ressaltada por varios autores (Shatters
Jr. et al. 1994; Branddo Jr. et al., 1999; Santos et al., 2004;
2005). As enzimas relacionadas a qualidade fisiologica
das sementes mais pesquisadas sdo aquelas que atuam no
processo respiratorio, como a malato desidrogenase, aquelas
envolvidas no metabolismo de ligagdo nitrogénio-carbono,
como a glutamato desidrogenase, enzimas que possuem
fungdes especificas no metabolismo dos lipidios, a exemplo
das esterases, ou, ainda, enzimas removedoras de peroxidos,
como as catalases, peroxido dismutase e enzimas relacionadas
a desestruturacdo do sistema de membranas, como a esterase
e fosfatase acida e alcalina (Carvalho et al., 2000). A malato
desidrogenase é uma enzima ativada principalmente durante
o processo de respiragdo celular, regenerando uma molécula
de oxalacetato a partir da oxidacdo de uma molécula de
malato, mantendo ativo o fluxo oxidativo durante o ciclo
do acido citrico (ciclo de Krebs), caracteristico de uma
das etapas do processo respiratorio. Durante a germinagdo
de sementes, essa enzima também atua no processo de
gliconeogénese, responsavel pela geracdo de sacarose a partir
de triacilglicerois presentes no interior dos oleossomos, nos
tecidos de reserva da semente. A fosfatase acida participa
em reacoes de hidrolise de ésteres, podendo atuar sobre
fosfolipidios de membrana, provocando a peroxidagao destes
(Spinola et al., 2000).

A ISTA recomenda dois métodos para pré-hidratagao
de sementes que apresentem teores de dgua inferiores ao
recomendado para a execugdo do teste de condutividade

marcadores
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elétrica: pré-hidratagdo em substrato umedecido e pré-
hidratagdo em atmosfera saturada. Todavia, estudos
preliminares mostram haver diferencas nio apenas entre
a velocidade de absor¢do de agua pelas sementes, como
também diferencas na classificacdo dos lotes, dependendo
do procedimento adotado para a pré-hidratacao das sementes
(Castro et al., 2005; Costa et al., 2005; Rodrigues et al.,
2006).

Dessa forma, objetivou-se com o presente trabalho
estudar alteracdes no padrdo de expressdo dos sistemas
isoenzimaticos malato desidrogenase e fosfatase acida de
sementes de ervilha submetidas a diferentes métodos de pré-
hidratacdo para conducdo do teste de condutividade elétrica.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel”, da Universidade Federal
de Pelotas, nos laboratorios de Analise de Sementes e de
Biosementes, no periodo de agosto de 2005 a agosto de
2006.

Foram utilizados cinco lotes de sementes de ervilha da
cultivar Axé, com sementes de tegumento rugoso e quatro
lotes de sementes da cultivar Maria, com sementes de
tegumento liso. As sementes foram cedidas pela Embrapa
Hortaligas. Os lotes foram caracterizados quanto ao teor de
agua, germinacdo, primeira contagem de germinagdo e vigor
pelos testes de envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica e emergéncia das plantulas em campo.

A germinagdo e o teor de agua dos lotes foram
determinados conforme as recomendagdes das Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992). O teste de germinagao foi
conduzido em rolos de papel, empregando quatro amostras
de 50 sementes, temperatura de 20°C e avaliagdes aos cinco
e sete dias. A primeira contagem de germinacao consistiu na
avaliagcdo da percentagem de plantulas normais obtidas no
quinto dia apos o inicio do teste de germinagdo. O teor de
agua foi determinado em duas subamostras, empregando o
método da estufa a 105+£3°C, por 24 horas.

Na conducdo do teste de envelhecimento acelerado,
seguiram-se as recomendac¢des de Marcos Filho (1999),
sendo as sementes distribuidas sobre telas de aluminio,
fixadas no interior de caixas plasticas (tipo gerbox) contendo
40 mL de agua destilada. As caixas foram fechadas e
mantidas em camara regulada a 41°C por 72 horas. Apoés
esse periodo, as sementes foram colocadas para germinar
conforme metodologia descrita anteriormente, computando-
se a percentagem de plantulas normais obtidas no quinto dia
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apos o inicio do teste.

No teste de condutividade elétrica, quatro subamostras
de 50 sementes de cada lote foram pesadas, colocadas em
copos plasticos de volume 500 mL, imersas em 250 mL
de 4gua deionizada e mantidas a 20°C durante 24 horas,
conforme recomendagdes da ISTA (2004), sem, no entanto,
ajustar o teor de dgua das sementes para a faixa de 10-14%.
Ap0s esse periodo, determinou-se a condutividade elétrica da
solucdo, utilizando um condutivimetro. Os resultados foram
expressos em pS.cm™.g'de sementes.

Para a emergéncia de plantulas em campo, quatro
subamostras de 100 sementes de cada lote foram semeadas em
sulcos de quatro metros de comprimento e cinco centimetros
de profundidade, sendo cobertas com uma fina camada de
solo. A avaliacdo foi realizada aos 10 dias apos a semeadura,
computando-se o nimero de plantulas emergidas.

Amostras de sementes de cada lote foram submetidas a
dois métodos de hidratacdo, até atingirem trés teores de agua
(10, 12 e 14%), monitorados pelo ganho de massa, resultando
30 tratamentos para a cultivar Axé (5 lotes x 2 métodos de
hidratacdo x 3 teores de 4gua) e 24 tratamentos para a cultivar
Maria (4 lotes x 2 métodos de hidratag@o x 3 teores de agua).
Os métodos de hidratagdo estdo relacionados a seguir.

- Hidratagdo em substrato umedecido - as sementes
foram mantidas entre quatro folhas de papel de
germinacao umedecidas com quantidade de agua
destilada equivalente a 2,5 vezes a sua massa, as
quais foram enroladas e mantidas a 20°C, até que as
sementes atingissem os teores de agua desejados.

- Hidratagdo em atmosfera saturada - as sementes
foram colocadas sobre telas de aluminio, fixadas no
interior de caixas plasticas (tipo gerbox), contendo 40
mL de 4gua destilada no fundo, mantidas em cdmara
a 20°C, até atingirem os teores de dgua desejados.

- Oteor de agua das sementes foi monitorado por meio
da formula Pi (100-Ui) = Pf (100-Uf), onde:

- Pi e Pf correspondem aos pesos inicial e final das
amostras, respectivamente;

- Ui e Uf correspondem a umidade inicial e final das
amostras, respectivamente.

Apds a hidratagdo das sementes, foram retiradas
amostras destinadas a caracterizacao do padrao de expressao
dos sistemas isoenzimaticos malato desidrogenase (MDH) e
fosfatase acida (ACP).

Para a caracterizagdo do padrio de expressao
isoenzimatico, quatro amostras de 25 sementes de cada
tratamento foram imersas em 125 mL de agua deionizada,
a 20°C, por seis horas, conforme Duke e Kakefuda (1981).
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Posteriormente, os ecixos embriondrios de cada uma das
25 sementes foram removidos, macerados em cadinho de
porcelana sobre cubos de gelo e imersos na solucio extratora
(9 partes de tris-citrato 0,2M, pH 8,3 e 1 parte de borato de litio
0,2M, pH 8,3 + 0,15% de 2-mercaptoetanol), na propor¢ao
1:3 (p.v"), permanecendo 18 horas em refrigerador, conforme
o protocolo de extracdo empregado por Malone et al. (2006;
2007). As amostras foram posteriormente centrifugadas por
cinco minutos e 25 pL do sobrenadante foram aplicados em
gel de poliacrilamida 6%. Foram realizadas quatro réplicas,
para cada uma das amostras. A eletroforese foi realizada em
gel de poliacrilamida vertical, no sistema tampao continuo,
conforme descrito por Scandalios (1969), com diferenca
de potencial de 10 V cm’!, em camara fria, a 4°C, por
periodo suficiente para que a linha de frente formada pelo
azul de bromofenol atingisse a parte inferior do gel. Foram
empregados os sistemas de revelacdo citados por Alfenas
(1998), para o complexo malato desidrogenase, € o sistema
proposto por Scandalios (1969) para a fosfatase acida. Os
resultados foram interpretados baseando-se na analise visual
dos géis de eletroforese, levando em consideracao a presenga/
auséncia e a intensidade das bandas formadas.

Para a caracterizagdo dos lotes, os dados de germinagao,
primeira contagem de germinacdo, emergéncia de plantulas
em campo, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica
e lixiviagdo de célcio, potassio e magnésio foram submetidos

a analise de variancia, utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (lotes)
para a cultivar Maria e cinco tratamentos para a cultivar Axé.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os dados de germinagdo, primeira contagem de
germinacdo, emergéncia de plantulas em campo e
envelhecimento acelerado foram transformados em arcsen
(%/100)"2,

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizacao dos lotes

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados de teor
de agua, germinagdo, primeira contagem de germinacao,
emergéncia de plantulas em campo, envelhecimento
acelerado e condutividade elétrica, utilizados para
caracterizar o potencial fisiologico dos lotes de sementes de
ervilha avaliados no presente trabalho. Conforme observado,
embora os lotes apresentassem diferengas quanto ao potencial
fisiologico, seus teores de dgua foram similares, variando
de 8,2% a 8,7%, na cultivar Axé, e de 8,4% a 8,7% na
cultivar Maria. Da mesma forma, a germinagao dos lotes foi
semelhante, variando de 94% a 96%, na cultivar Maria e de
87% a 96%, na cultivar Axé, sendo similares os lotes A, B, C
e D e o lote E, inferior ao lote D, para a tltima cultivar.

TABELA 1. Médias do teor de agua (TA), germinacio (G), primeira contagem do teste de germinacio (PC), emergéncia
de plantulas em campo (EC), envelhecimento acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE) de diferentes
lotes de sementes de ervilha de duas cultivares. Pelotas/RS, 2006.

Cultivar Lotes TA (%) G (%) PC (%) EC (%) EA (%) CE (uS. cm™. g)
A 8,3 95 ab 88a 54d 64 c 28,51 ¢
Axé B 8,5 94 ab 86 a 74 b 83 Db 16,12 a
C 8,7 89 ab 80 a 66 ¢ 74 be 20,78 b
D 8,4 96 a 86 a 86 a 94 a 15,64 a
E 8,2 87b 84 a 67 c 76 be 19,24 ab
CV (%) 5,31 5,44 7,38 7,48 8,39
F 8,6 94 a 93 a 83 a 91 a 16,50 a
Maria G 8,7 94 a 90 a 77b 86 a 16,28 a
H 8,4 94 a 90 a 78 b 88 a 18,84 b
I 8,4 96 a 94 a 80 ab 91 a 14,72 a
CV (%) 4,99 4,53 6,91 6,34 6,26

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada cultivar, ndo
transformados.

Verificou-se que, dos testes empregados para avaliacdo
do potencial fisiolégico dos lotes de sementes de ervilha
da cultivar Axé, os testes de envelhecimento acelerado e

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados ndo

emergéncia de plantulas em campo possibilitaram classificar
os lotes em niveis de vigor, separando-os em lotes de alto
(lote D), médio (lotes B, C e E) e baixo (lote A) potencial
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fisiologico. Os resultados do teste de condutividade elétrica
também permitiram a separagdo dos lotes em trés niveis de
vigor: alto (lotes B e D), médio (lotes C ¢ E) e baixo (lote A).
Para a cultivar Maria, os resultados do teste de emergéncia de
plantulas evidenciaram a superioridade do lote F em relacdo
aos lotes G e H, sendo o lote I considerado como de potencial
fisiologico intermediario. O teste de condutividade elétrica,
por outro lado, possibilitou apenas a separagdo do lote H,
considerado de menor potencial fisioldgico, relativamente
aos demais.

2. Padrao de expressao dos sistemas isoenzimaticos

Para cada cultivar, apenas os perfis eletroforéticos
dos lotes com resultados mais significativos foram
apresentados.

Para o sistema isoenzimatico malato desidrogenase,
verificou-se que ndo ocorreram alteragdes na expressao desta
enzima resultantes da pré-hidratacdo das sementes, tanto em
relacdo aos métodos empregados, quanto aos teores de dgua
alcangados nas duas cultivares (Figuras 1 e 2). Da mesma
forma, em estudos com sementes de soja Shatters et al.
(1994), observaram que a atividade da malato desidrogenase
foi a menos afetada pelos tratamentos de envelhecimento
acelerado das sementes. Santos et al. (2005) observaram
que a atividade da malato desidrogenase permaneceu estavel
em sementes de feijdo de maior potencial fisiologico. Em
sementes de milho, a malato desidrogenase manteve seus
padrdes isoenzimaticos inalterados com o avang¢o do processo
deteriorativo (Spinola et al., 2000).

AS SuU AS SuU

As3%) 10% 12% 14% 10% 12% 14% B@es%10% 12% 14% 10% 12% 14%

FIGURA 1. Padrio eletroforético de sementes de ervilha,
cultivar Axé, lotes A e B, para o sistema
enzimatico malato desidrogenase, apés
hidratacio em atmosfera saturada (AS)
e substrato umedecido (SU) até teores de
agua de 10, 12 e 14%. A(8,3%) e B(8,5%):
sementes nio hidratadas dos lotes A e B,
respectivamente. Pelotas/RS, 2006.
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FIGURA 2. Padriao eletroforético de sementes de ervilha,
cultivar Maria, lote I, para o sistema
enzimatico malato desidrogenase, apés
hidratacdo em atmosfera saturada (AS)
e substrato umedecido (SU) até teores de
agua de 10, 12 e 14%. I(test): sementes nio
hidratadas do lote I, com teor de agua de
8,4%. Pelotas/RS, 2006.

A fosfatase 4cida, por sua vez, ¢ uma enzima
relacionada a processos deteriorativos em sementes, como
a desestruturagdo do sistema de membranas celulares,
provocado pela peroxidagdo dos fosfolipidios de membrana
(Carvalho et al., 2000; Spinola et al., 2000; Santos et al.,
2005). A analise visual dos géis de eletroforese obtidos no
presente trabalho permitiu observar que, para a cultivar
Axé, a intensidade na expressdo desse sistema enzimatico
foi geralmente maior ao empregar o método de substrato
umedecido para a pré-hidratacdo das sementes, conforme se
observou no lote C (Figura 3). Contrariamente, em alguns
lotes avaliados, o emprego de atmosfera saturada com o
mesmo intuito reduziu a intensidade das bandas formadas,
indicando que esse método parece ter sido benéfico, do
ponto de vista da reestrutura¢do do sistema de membranas,
conforme observado no lote D (Figura 4). E possivel que,
para essa cultivar, o método do substrato umedecido possa
ter ocasionado a entrada muito rapida de 4gua nas sementes,
desfavorecendo a reparacdo adequada de seu sistema
interno de membranas, o que resultou maior atividade do
complexo enzimético fosfatase acida, apos imersdo das
sementes em agua. Santos et al. (2004) registraram que 0s
maiores valores de condutividade elétrica relacionaram-
se com maior atividade da fosfatase acida em um lote de
sementes de feijdo submetidas ao envelhecimento artificial.
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Os autores sugerem que o aumento na atividade da fosfatase
acida possa ter provocado a peroxidacao dos fosfolipidios de
membrana, levando ao aumento na permeabilidade celular,
e, conseqiientemente, aos maiores valores de condutividade
elétrica observados.

AS SuU

Ce7%) 10% 12% 14% 10% 12% 14%

FIGURA 3. Padriao eletroforético de sementes de
ervilha, cultivar Axé, lotes C, para o sistema
enzimatico fosfatase acida, apds hidrataciao
em atmosfera saturada (AS) e substrato
umedecido (SU) até teores de dgua de 10, 12
e 14%. C(8,7%): sementes nao hidratadas
do lote C. Pelotas/RS, 2006.

AS su
12% 14% 10% 12%

De«n  10% 14%
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FIGURA 4. Padriao eletroforético de sementes de
ervilha, cultivar Axé, lote D, para o sistema
enzimatico fosfatase acida, apés hidratacio
em atmosfera saturada (AS) e substrato
umedecido (SU) até teores de dgua de 10, 12
e 14%. D(8,4%): sementes nao hidratadas
do lote D. Pelotas/RS, 2006.

Em relacdo a cultivar Maria, considerando o padrao
de expressdo do sistema enzimatico fosfatase acida, os
resultados mais expressivos foram obtidos nos lotes H e I. No
lote H, 0o método de pré-hidratagdo das sementes empregando
atmosfera saturada até as sementes atingirem o teor de agua
de 12% ocasionou menor intensidade de expressdo desse
sistema enzimatico (Figura 4). Para o lote I, entretanto, os
dois métodos mostraram-se eficientes, variando apenas os
teores de agua das sementes (Figura 5). Assim, foi possivel
obter bandas de coloracdo menos intensa ao pré-hidratar as
sementes empregando atmosfera saturada até o teor de agua
de 14%, ou substrato umedecido até as sementes atingirem
teor de dgua de 12%. Nesse caso, € provavel que o teor de dgua
seja fator mais relevante do ponto de vista da reconstitui¢do
da integridade das membranas celulares do que o método
adotado para pré-hidratagdo das sementes, para a cultivar
Maria.
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FIGURA 5. Padrao eletroforético de sementes de ervilha,
cultivar Maria, lote H, para o sistema
enzimatico fosfatase acida, apés hidratacio
em atmosfera saturada (AS) e substrato
umedecido (SU) até teores de agua de 10, 12
e 14%. H(8,4%): sementes nio hidratadas
do lote H. Pelotas/RS, 2006.

As diferengas de comportamento das sementes em
resposta aos métodos de pré-hidratagdo empregados,
relativamente ao padrio de expressdo dos sistemas
isoenzimaticos avaliados, podem refletir diferencas na
composi¢do quimica e caracteristicas morfo-anatdmicas
relacionadas aos tecidos da propria semente, especialmente
do tegumento, caracteristico de cada um dos gendtipos
avaliados. Sabe-se que o carater rugoso ou liso das sementes
de ervilha ¢ conferido pela mutagdo em um gene envolvido
no padrdo de sintese e ramificacdo do amido nas sementes,
levando ao acumulo de agucares soliveis nas sementes
de tegumento rugoso (Battacharyya et al., 1990; Smith e
Denyer, 1992). Dessa forma, dependendo da cultivar, os
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métodos de pré-hidratacdo empregados para preparar as
amostras de sementes de ervilha a serem submetidas ao
teste de condutividade elétrica podem promover resultados
discrepantes, alterando a avaliagdo do potencial fisiologico
das mesmas.

Além disso, na cultivar Maria, foi possivel observar
o efeito do potencial fisiolégico das sementes no padrdao
de expressdo do sistema isoenzimatico fosfatase acida,
em resposta aos métodos de pré-hidratagdo empregados.
Verificou-se que, no lote de potencial fisiologico inferior
(lote H), o método de pré-hidratacdo foi determinante em
relacdo a redugdo da atividade da fosfatase acida. Nesse caso,
o método de pré-hidratacdo empregando atmosfera saturada
até as sementes atingirem o teor de dgua de 12% resultou
em menor atividade da fosfatase acida (Figura 6). Nos lotes
de maior potencial fisiolégico, a atividade da fosfatase acida
foi independente do método empregado, variando apenas
em resposta ao teor de agua atingido pelas sementes ao final
do processo (Figura 5). Nessa circunstancia, é provavel que
sementes de menor potencial fisioldogico ndo disponham
de mecanismos adequados de reparo e protecdo ao sistema
interno de membranas celulares capazes de se contrapor
a rapida entrada de agua nas sementes, ocasionada pelo
método do substrato umedecido. Santos et al. (2005) também
verificaram relacdo entre o potencial fisioldgico inicial das
sementes ¢ a atividade da fosfatase dcida em sementes de
feijao, ao longo do armazenamento, registrando os maiores
aumentos na atividade da fosfatase acida nas sementes de
menor potencial fisiologico.
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FIGURA 6. Padrao eletroforético de sementes de ervilha,
cultivar Maria, lote I, para o sistema
enzimatico fosfatase acida, apés hidratacao
em atmosfera saturada (AS) e substrato
umedecido (SU) até teores de agua de 10, 12
e 14%. 1(8,4%): sementes nao hidratadas
do lote I. Pelotas/RS, 2006.
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De todo modo, verificou-se que, do ponto de vista da
estruturacdo das membranas celulares, mesmo que tenham
ocorrido diferencas no comportamento das sementes das
duas cultivares em relagdo aos métodos empregados para o
ajuste do seu teor de dgua, em nenhum caso as alteragdes
decorrentes da utilizagdo de diferentes métodos de pré-
hidratagdo promoveram modificagdes no metabolismo
oxidativo das sementes. Isso pode refletir a atuagdo de
mecanismos compensatorios que permitem a ocorréncia de
reparos em outros pontos e/ou etapas durante a reativacao
do metabolismo das sementes, como uma tentativa de dar
prosseguimento normal ao processo germinativo. Nesse
sentido, merecem destaque os resultados obtidos por Di Nola
e Mayer (1987), que investigaram o processo de incorporagao
de etanolamina (um acido graxo livre) nos fosfolipidios de
membrana durante a embebicdo de sementes de ervilha.
Os autores relataram que a embebi¢do das sementes sob
temperatura de 5°C provocou rapida redugdo no pool
de etanolamina livre nas células, sugerindo sua possivel
incorporagdo na composicdo de fosfatidiletanolamina,
um fosfolipidio de membrana. Esse padrio ndo foi
observado ao promover a embebicdo das sementes a
25°C. Sabendo que a fosfatidiletanolamina ¢ precursora de
N-Acilfosfatidiletanolaminas, um grupo de fosfolipidios de
membrana que podem atuar na estabilizacdo das membranas
celulares, muitos autores sugerem que, sob condi¢des que
favorecam a ocorréncia de danos por embebi¢o nas células,
como baixas temperaturas durante a embebicao das sementes,
mecanismos preventivos a ocorréncia de danos podem ser
acionados, reduzindo a incidéncia de distarbios celulares
e metabolicos que comprometam o progresso normal do
processo germinativo das sementes (LaFrance et al., 1990;
Shrestha et al., 2002).

Alteracdes  que  envolvam  modificagdes na
permeabilidade das membranas celulares, decorrentes da
reestruturagdo de sua integridade e indiretamente detectadas
pelo teste de condutividade elétrica podem, sendo o teste
adequadamente conduzido, levar a resultados que auxiliem
na distingdo qualitativa entre lotes de sementes. A expressao
e/ou atividade de enzimas relacionadas a processos de reparo
ou degradacdo da integridade das membranas celulares,
juntamente com o teste de condutividade elétrica, auxiliam
na distin¢do qualitativa entre lotes de sementes.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho,
recomenda-se a utilizacdo do padrdo de expressdo de
sistemas isoenzimaticos especificos, como o sistema da
fosfatase acida, como uma ferramenta complementar a
avaliagdo do potencial fisiologico de sementes, levando-
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se em consideracdo a relagdo custo-beneficio desta pratica.
Trabalhos realizados anteriormente também ja destacaram a
potencialidade de alguns sistemas isoenzimaticos naindicagao
do estadio de deterioragdo de sementes de algumas espécies,
como algodao (Vieira, 1996), milho (Spinola et al., 2000),
feijao (Santos et al., 2004; 2005), soja e cevada (Chauhan et
al., 1985), auxiliando na avaliagdo do potencial fisiologico
das sementes. No caso de sementes florestais, Carvalho et al.
(2006) observaram que os sistemas isoenzimaticos esterase e
peroxidase podem ser empregados para avaliagdo do potencial
fisiologico de sementes de copaiba durante o armazenamento,
uma vez que a redugdo da atividade destas enzimas indica
perda da capacidade germinativa das sementes.

Todavia, a ampliagdo do uso de marcadores moleculares
para avaliagdo do potencial fisiologico de sementes ainda
requer estudos adicionais até que seja estabelecido como
uma ferramenta em programas de controle de qualidade de
sementes.

CONCLUSAO

O sistema isoenzimatico fosfatase 4cida apresenta
alteragdes de expressdo em fung¢do do método de pré-
hidratacdo, para a cultivar de ervilha Axé, e em fun¢do do
teor de agua final, para a cultivar de ervilha Maria.
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