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Eduardo Euclydes de Lima e Borges', Andressa Vasconcelos Flores?, Glauciana da Mata
Ataide?, Antonio Cesar Batista Matos'

ALTERACOES FISIOLOGICAS E ATIVIDADE ENZIMATICA EM SEMENTES
ARMAZENADAS DE Melanoxylon brauna Schott.

RESUMO: A temperatura e aumidade relativa estabelecem as condi¢ées fundamentais na
conservagao de sementes, quer sejam recalcitrantes, quer sejam ortodoxas. A conservagao
de sementes de bratina sob umidades relativas de 55, 75 e 93% e temperatura de 20°C foi
realizada com os objetivos de avaliar as respostas da germinacao e do vigor, relacionando-
as a permeabilidade da membrana, atividade de enzimas, teor e peroxidagao de lipidios.
A qualidade das sementes decresce com o aumento do teor de dgua do ambiente, com
decréscimo também das atividades das enzimas superéxido dismutase e catalase e
aumento da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase. A permeabilidade das
membranas é ampliada com o aumento da deterioracao das sementes. Nao ha relacao
entre as alteragdes no teor e peroxidacao de lipidios e a deterioracao das sementes.

PHYSIOLOGICAL AND ENZYME ACTIVITY CHANGES IN STORED SEEDS OF
Melanoxylon brauna Schott.

ABSTRACT: Temperature and relative humidity set the basic conditions for the
preservation of recalcitrant and orthodox seeds. The seed conservation of bratina under
relative humidities of 55,75 and 93% at 20°C was performed with the aim of evaluating
germination and vigor responses, relating them to the membrane permeability, enzyme
activity, content and lipid peroxidation. Increasing environment water content decreases
seed quality and also decreases the activity of the enzymes superoxide dismutase and
catalase, and increases activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase. The membrane
permeability increases with increasing deterioration of the seeds. There is no relationship
between the changes in lipids content and peroxidation and seed deterioration.
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INTRODUCAO

A Melanoxylon brauna Schott, popularmente
conhecida como bratna, tem as descri¢cdes de ocorréncia
e importancia da madeira descritas por Carvalho (2003)
e Lorenzi (1992). Na literatura, nao sao encontradas
informacodes a respeito da propagacao vegetativa para
a espécie, sendo a via seminal a Unica forma relatada
até o momento, o que torna fundamental a pesquisa
sobre esse insumo, especialmente em relacdo ao seu
armazenamento.

A alteracdo nas membranas celulares é um dos
componentes no complexo de mudancas bioquimicas
e fisiolégica que ocorrem durante a deterioracao das
sementes. Corte (2009) e Pinho et al. (2009) detectaram
diferenca significativa na condutividade elétrica, durante
o armazenamento de sementes de Anadenanthera
peregrina e de Melanoxylon brauna, respectivamente.

A peroxidacao de lipidios tem sido relacionada
ao mecanismo de envelhecimento, sendo uma das
possiveis razdes para explicar a perda da viabilidade
durante o armazenamento de sementes (SUNG, 1996),
bem como o decréscimo na atividade das enzimas
superéxido dismutase e catalase. A reducao na atividade
da enzima catalase foi associada a perda de qualidade
das sementes de Pterogine nitens (ATAiDE et al.,, 2012)
Melanoxylon brauna (CORTE et al., 2010b),
respectivamente.

Diante da relevancia da deterioracdo das
sementes, neste trabalho, objetivou-se avaliar as
respostas da germinagao e do vigor, relacionando-os a
permeabilidade da membrana, atividade de enzimas,
teor e peroxidagao de lipidios durante o armazenamento
de sementes da espécie.

e de

MATERIAL E METODOS

As sementes de Melanoxylon brauna foram
colhidas na regiao de Leopoldina, MG, em agosto de 2010
e, ap6s secagem ao sol, foram eliminadas aquelas atacadas
por pragas e doencgas, as imaturas ou deterioradas. As
selecionadas, contendo, aproximadamente, 10% de
teor de agua, foram acondicionadas em sacos plasticos
e armazenadas em cdmara fria a 5°C e 60% de umidade
relativa (UR) por dois meses, quando se iniciaram os
experimentos.

As sementes foram mantidas em dessecadores
contendo sais que estabeleceram as UR, conforme
Tabela 1, no periodo de outubro de 2010 a dezembro
de 201 1.
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TABELA1 Umidades relativas (UR), em porcentagem, em
solugbes saturadas de sais para a temperatura de
20°C.

TABLE 1 Relative humidity in percentage (UR) in salt
saturated solutions at 20°C temperature.

Sais utilizados UR (%)
Nitrato de Calcio Ca(NO,), 55
Cloreto de Sodio NaCl 75
Monofosfato de Aménio NH,H,PO, 93

Amostras de sementes recém colhidas (sem
armazenamento — tempo zero) foram usadas como
controle e, a cada trinta dias, a partir do segundo més de
armazenamento, foram realizadas as seguintes andlises:

Teor de agua — determinado em trés repeticoes
de 20 sementes por tratamento, segundo o método da
estufa a 105+3°C por 24 horas (BRASIL, 2009).

Germinacao — sementes foram colocadas
para germinar em placas de Petri, forradas duplamente
com papel de filtro tipo germitest, umedecido com agua
destilada, em germinador a 25°C e sob luz constante,
proporcionadas por quatro lampadas tipo universal, luz
do dia especial, de 20W, durante 10 dias. A germinagao
foi determinada pela contagem diaria das sementes que
emitiram raiz primaria, sendo os resultados expressos em
porcentagem média. Foram realizadas cinco repeticoes
de 20 sementes por tratamento.

indice de velocidade de germinacao (IVG)
— calculado de acordo com a férmula proposta por
Maguire (1962), apresentada na equagao 1, onde n, é o
nimero de sementes por dia e t é o tempo (dias).

VG = Z(':I') [1]

Condutividade elétrica -
de 50 sementes de cada tratamento foram colocadas
em erlenmeyer com 70 mL de agua destilada a 20°C
por 18 horas, sendo a condutividade elétrica dos
lixiviados determinada, utilizando-se condutivimetro
MICRONAL, modelo B 330, eletrodo com constante |,0
(WOODSTOCK, 1973).

Porcentagem de lipidios totais - extracio
realizada em aparelho Soxhlet, segundo procedimentos
descritos por Silva (1990).

Peroxidacao de lipidios - avaliada por meio
da determinacao do indice de TBA (4cido tiobarbitirico)
(ARAUJO, 1995). Os resultados foram expressos em
miligramas de malonaldeido (MDA) (mmol-g"' de amostra),
apos a conversao da absorvancia (LEHNER et al., 2008).
Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento.

cinco amostras
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Extracio e quantificacdo das enzimas
Catalase (CAT) e Superoéxido dismutase (SOD) -
os extratos enzimaticos brutos para as determinagoes
das atividades das enzimas CAT e SOD foram
obtidos, conforme descrito por Peixoto et al. (1999).
A atividade da CAT foi determinada pela adicao de
100 uL do extrato enzimatico bruto a 2,9 mL de um
meio de reacdo constituido de tampao de fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e perdxido de hidrogénio
12,5 mM (HAVIR; MCHALE, 1989). O decréscimo
na absorvancia a 240 nm, a temperatura de 25°C, foi
medido durante o primeiro minuto da reacao, sendo a
atividade da CAT determinada com base na inclinagao
da reta apés o inicio da reacao. A atividade enzimatica
especifica foi calculada, utilizando o coeficiente de
extincdo molar de 36 M-cm™' (ANDERSON et al., 1995)
e o resultado expresso em mmol-min’'-mg"' proteina.
A atividade da SOD foi determinada conforme Del
Longo et al. (1993) e Giannopolitis e Ries (1977). Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade da
enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugao
do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, [971). Para
as determinagdes enzimaticas foram utilizadas trés
repeticoes em triplicatas.

Extracao e quantificacio da enzima
Glucose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P DH) - A
extracao e quantificacio foram feitas segundo Ribeiro et
al. (2007), com modificacées: 100 mg de amostra foram
maceradas em cadinho gelado em tampao Tris-HCI, 50
mM, pH 7,5. Apds as amostras foram centrifugadas a
20.000 g por |15 minutos, sendo retirado o sobrenadante
(extrato bruto), utilizado para a quantificacao da
atividade enzimatica. O meio de reacido constituiu-
se de tampao Tris-HCI 62,5 mM, pH 7,5; MgCl, 6,25
mM, NADP 10 mM e glicose-6-fosfato 200 mM, sendo
todas concentragdes finais. A solucdo foi deixada em
banho-maria a 30°C por quatro minutos. A leitura foi
realizada em 340 nm, por 30 minutos, em intervalo de
cinco minutos. Uma unidade da enzima (U) foi definida
como a quantidade da enzima necessaria para formar |
mM de NADPH-min™'. Foram realizadas trés repeticoes
em triplicata.

O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
de parcelas subdivididas. Os
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo
ajustadas equacdes de regressao com auxilio do
software SAEG. Os resultados das variaveis analisadas
foram correlacionados, por meio do uso de correlagcao
simples, a 5%, pelo teste F

resultados foram

CERNE
RESULTADOS E DISCUSSAO

Em umidade relativa de 55%, o teor de agua
das sementes permaneceu constante, demonstrando
que se encontravam em equilibrio higroscépico
naquele ambiente (Figura 1). No ambiente com 75%
de UR, o aumento inicial do grau de umidade das
sementes entrou em equilibrio no terceiro més de
armazenamento, mas as sementes morreram em sete
meses. Por outro lado, o teor de agua das sementes em
93% de UR aumentou até o quarto més, quando entao
as sementes morreram, sem alcancarem o equilibrio
higroscépico. Segundo estudos de Borges et al. (2009)
para sementes de Anadenanthera peregrina e de Antunes
et al. (2010) para sementes de Caesalpinia pyramidalis,
as melhores condi¢6es de armazenamento sao aquelas
que envolvem baixas temperatura e umidade relativa.
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FIGURA1 Teores de agua (%) de sementes de Melanoxylon
brauna durante armazenamento em 55, 75 e 93%
de umidade relativa do ar, a 20 °C.
FIGURE 1 Water content (%) of seeds of Melanoxylon brauna

during storage at 55, 75 and 93% relative humidity,
at 20 °C.

A germinacao e o IVG (Figuras 2A e 2B)
mantiveram-se sem grandes variagoes ao longo do tempo
de armazenamento quando mantidas em 55% de UR.
Em 75 e 93% de UR, as condigdes foram apropriadas
para alta atividade metabdlica, proporcionada pelo
alto teor de agua alcancado pelas sementes, associado
a temperatura de 20°C. Em estudo realizado com M.
brauna foi observado que a germinacao das sementes da
espécie ocorre em amplo intervalo de temperatura, o
qual inclui a temperatura utilizada no presente trabalho
(20°C) (FLORES, 201 1). Dessa forma, tendo condigbes
de temperatura para germinar, mas com teor de agua
abaixo de nivel que permitisse a protrusao radicular, a
semente nao germina nos ambientes de armazenamento
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75 e93% e tende amorrer, em decorréncia das condicoes
estressantes de umidade presentes. Nascimento et al.
(2010) observaram germinagao de sementes de Euterpe
oleracea dentro dos recipientes de armazenamento
quando alcangaram teor de agua de 43,4% a 20 °C.
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FIGURA2 Germinagéo (arcsen\/§/100), indice de velocidade
de germinacéo (IVG) e condutividade elétrica (us-
cm’-semente’) de sementes de Melanoxylon
brauna durante o armazenamento em 55, 75 e 93%
de umidade relativa do ar, a 20°C.

Seed germination (arcsenVG/100), index rate of
germination (IVG) and electrical conductivity (us.
cm’.semente') of Melanoxylon brauna seeds
stored at 55, 75 and 93% relative humidity at 20 °C.

FIGURE 2
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As curvas de condutividade elétrica, mostradas
na Figura 2C, sio compativeis com os dados de
germinacao e de IVG, em que as sementes mantidas
em 93% de UR tiveram maior condutividade, seguidas
pelas sementes armazenadas sob 75% e em 55%.
Durante a deterioracio das sementes,
modificagdes na membrana celular, resultando na perda
da semipermeabilidade (GOLOVINA et al., 2010). Dessa
forma, as células perdem componentes essenciais do
metabolismo para o ambiente (KIKUTI et al., 2008). As
alteragbes na permeabilidade celular estao relacionadas
com a deterioracao de sementes armazenadas de varias
espécies florestais, como, por exemplo, Melanoxylon
brauna (CORTE et al., 2010a) e Plathymenia reticulata
(PEREIRA et al., 2010).

Nao foram observadas diferencas significativas
entre os teores de lipidios e de peroxidagao de lipidios
nas sementes mantidas nas diferentes UR (dados nao
mostrados). Portanto, ndo se pode afirmar que a
utilizacdo, a sintese de lipidios ou a peroxidacao estejam
relacionadas a perda de qualidade de sementes de M.
brauna armazenadas. Esses resultados diferem dos
resultados obtidos por Corte et al. (2010b) paraa mesma
espécie, no qual os autores observaram correlacao entre
perda de qualidade das sementes com o decréscimo
no teor de lipidios. Dessa forma, supdoem-se que as
alteracoes nos teores de lipidios sejam relevantes até
certo nivel de deterioragao, nao ocorrendo a correlacao
quando a redugao da viabilidade é acentuada.

As atividades da enzima superéxido dismutase
decresceram nos trés ambientes de armazenamento,
especialmente nas sementes mantidas em 93% de
UR (Figura 3A). Em 75% houve tendéncia geral de
decréscimo com o aumento na atividade com trés

ocorrem

meses de armazenamento e outro no intervalo de
quatro a seis meses. A atividade da enzima decresceu
continuamente em 55% de UR, mas também com o
aumento, a partir de cinco meses de armazenamento.
Nesta, a atividade da enzima manteve-se, de maneira
geral, superior aquelas nos demais ambientes. Pelos
resultados nos trés casos e pelos dados apresentados
na Tabela 1, percebe-se a desvinculacao da atividade da
enzima com o processo deteriorativo das sementes de
M. brauna. Uma vez que a atividade nao foi afetada pelos
ambientes de armazenamento, o processo deteriorativo
estd, aparentemente, relacionado a formacao de radicais
superéxido na mitocéndria, onde ha utilizacao de
oxigénio no processo respiratério e onde grande parte
de EROs ¢é produzido, necessitando de eficiente sistema
de desintoxicagao (GLEASON, 2012).

CERNE | v.21 n. | | p.75-81 | 2015
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FIGURA 3 Atividade especifica das enzimas superoxido
dismutase (SOD) (U SOD. min. mg prot’) (A),
catalase (CAT) (U CAT. min’'. mg prot') (B) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P DH) (U
G-6-P dH. min'. mg prot') (C) em sementes de
Melanoxylon brauna durante o armazenamento 55,
75 e 93% de umidade relativa do ar, a 20°C.
Specific activity of the enzyme superoxide
dismutase (SOD) (U SOD. min'. mg prot”') (A),
catalase (CAT) (U CAT. min'. mg prot') (B) and
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-P DH)
(U G-6-P dH. min'. mg prot") (C) of seeds of
Melanoxylon brauna during storage at 55, 75 and
93% relative humidity at 20 °C.

FIGURE 3

A atividade da enzima catalase nas sementes
armazenadas em 55% de UR aumentou em dois meses
de armazenamento (Figura 3B), seguido de decréscimo e
com pouca variacao até o sétimo més. Aquelas sementes
mantidas em 75 e 93% tiveram decréscimos semelhantes
entre si até o terceiro més, com o valor da atividade
nessa ultima UR, alcangando valores préximos daqueles
de 55%. Pela Tabela 1, percebe-se maior participacao

CERNE

da enzima no processo deteriorativo das sementes de
brauna. A falta de atuacdo da SOD e da CAT pode estar
sendo compensada, em parte, pela atuacao de substancias
antioxidantes, como o 4cido ascérbico ou a piridoxina
(vitamina B6) (DOLATABADIAN; MODARRESSANAVY;
2008) que, dessa forma, manteriam os valores obtidos
de lipidios total e peroxidado sem alteracées durante o
armazenamento.

Alternativamente, é possivel que parte desses
resultados possa estar relacionado ao metabolismo dos
acidos graxos no glioxissomo, onde a catalase tem papel
fundamental na remocdo do peréxido de hidrogénio.
Sendo assim, a queda na atividade da enzima nao
resultaria em maiores consequéncias no metabolismo
de lipidios, pois, mesmo em baixa, seria suficiente
para manter o ciclo do glioxalato e prover acetil CoA
necessario para usos diversos.

A enzima G-6-P DH teve sua atividade
estimulada nos ambientes de 55 e 75% de UR e estavel
em 93%, conforme mostrado na Figura 3C. Essa enzima
tem sua funcio no ciclo das pentoses mono fosfatadas,
onde sao produzidos varios intermediarios para outras
rotas, especialmente para glicdlise. Porém, nao se
pode afirmar que a rota esteja participando claramente
na manutencao ou nao da viabilidade das sementes,
tendo em vista a morte de sementes mantidas em 93%
UR. Possivelmente, o teor de agua das sementes seja
suficiente para manter a rota funcionando para atender as
necessidades especificas, como a producao de produtos
secundarios. Martins et al. (2011) também concluiram
que essa enzima nao foi eficiente na identificacao
dos graus de deterioracdo de sementes de Euterpe
espiritosantensis.

Pelos valores de correlagao mostrados na
Tabela 2, observa-se o aumento das correlacoes e entre
as variaveis germinagao, IVG, condutividade elétrica e
teor de agua, a medida que aumenta a umidade relativa
do ambiente de armazenamento, o que demonstra
claramente ainter-relagdo entre os parametros. Por outro
lado, a Tabela 2 também mostra que as enzimas SOD
e CAT exerceram pouca interferéncia na deterioracao,
com baixos valores de correlacao. Mesmo assim, foram
constatadas correlacdes positivas significativas entre a
variavel CAT e as variaveis germinacao e IVG, a partir de
75% de UR.

A G-6-P apresentou valores pequenos nas
diversas correlacdes nos ambientes 55 e 75%, mas
indicou tendéncias no comportamento das sementes
armazenadas a 93%. O aumento da umidade relativa teve
como resultado positivo o aumento em sua atividade em
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relacado a aumentos na germinagao e IVG (coeficientes
de 0,75 para ambas as correlagdes), significativos a
5%, demonstrando o efeito deletério no metabolismo
do armazenamento sob altas URs, acompanhando a
reducao na qualidade das sementes. Nesse contexto,
a atividade dessa enzima somente poderia ser utilizada
como indicativo da qualidade das sementes quando o
vigor estiver muito baixo, momento em que os seus
valores mostraram alteracdes significativas.

TABELA 2 Coeficientes de correlagcao simples (r) entre os valores
médios de germinagao (G), indice de velocidade de
germinacéo (IVG), condutividade elétrica (Cond), teor
de agua (Agua) e atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6P) em sementes de Melanoxylon
brauna durante o armazenamento em umidades
relativas de 55% (Amb = 55), 75% (Amb = 75) e 93%
(Amb =93) a 20 °C.

TABLE 2  Simple correlation coefficients (r) between the
mean values of germination (G), germination speed
index (GSlI), electrical conductivity (Cond), moisture
(Agua) and enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6P) in seeds of Melanoxylon
brauna during storage at relative humidities of 55%
(Amb = 55), 75% (Amb = 75) and 93% (Amb = 93)
at20 °C.

Amb = 55

G IVG Cond Agua SOD CAT G6P
G 1,00 0,89* -025 0,09 -0,08 -0,32* -0,23
VG - 1,00 -0,30 0,11 -0,01 -0,12 -0,41
Cond - - 1,00 0,22 -0,30 -0,07 0,22
Agua - - - 1,00 -0,69* -0,24 0,29
SOD - - - - 1,00 0,38* -0,37*
CAT - - - - - 1,00 -0,26
Amb =75

G IVG Cond Agua SOD CAT G6P
G 1,00 0,98 -0,69* -0,60* 0,27 0,58 -0,36"
VG - 1,00 -0,75* -0,70* 0,28 0,57 -0,40*
Cond - - 1,00 0,68 0,06 -0,18 0,36*
Agua - - - 1,00 -0,23 -0,46* 0,46*
SOD - - - - 1,00 0,49* -0,24
CAT - - - - - 1,00 -0,13
Amb =93

G IVG Cond Agua SOD CAT G6P
G 1,00 0,99 -0,78* -0,92* 0,08 0,45 0,75*
VG - 1,00 -0,84* -0,95* -0,02 0,49* 0,75"
Cond - - 1,00 0,94 0,27 -0,56* -0,48"
Agua - - - 1,00 0,17 -0,58" -0,62*
SOD - - - - 1,00 -0,31 -0,13
CAT - - - - - 1,00 0,08

* = valor significativo a 5%, pelo teste F.
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ARMAZENADAS DE Melanoxylon brauna Schott.

CONCLUSOES

O vigor das sementes de braina decresce
com o aumento da umidade relativa no ambiente de
armazenamento. Ha reducao das atividades das enzimas
antioxidantes na perda de qualidade das sementes.

A perda de semipermeabilidade das membranas
celulares relaciona-se com o decréscimo na qualidade das
sementes. A enzima glucose-6-fosfato apresenta relacao
com o estado fisiolégico das sementes, apenas quando
estas encontram-se em maior estado de deterioracao.
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