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REsSumMmo

CORTE, Viviana Borges, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Dezembro, 2008.
Alteragoes fisioléogicas e bioquimicas de sementes de Melanoxylon
brauna envelhecidas natural e artificialmente. Orientador: Eduardo
Euclydes de Lima e Borges. Co-orientadores: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias e Helio Garcia Leite.

O conhecimento atual a respeito das alteragbes bioquimicas e fisiologicas de
sementes florestais durante o armazenamento é limitado, bem como dos testes
de avaliagcado de vigor durante esta etapa. O objetivo desse estudo foi avaliar as
alteragdes fisiologicas e bioquimicas em sementes de Melanoxylon brauna
durante o armazenamento e o envelhecimento acelerado, estabelecendo relagdes
entre essas alteracdes e a deterioragdo das sementes. Foram retiradas amostras
de sementes para a realizagédo dos testes de germinacao, condutividade elétrica,
teste do tetrazolio, emergéncia de plantulas e estresse hidrico, além das analises
bioquimicas e enzimaticas quantificados nos cotilédones e no eixo embrionario.
As porcentagens de germinagcdo das sementes envelhecidas natural e
artificialmente a 40 e 45°C foram reduzidas a partir dos 6 meses para o primeiro e
96 e 24 horas para os dois ultimos, respectivamente. A condutividade elétrica
aumentou e o numero de sementes viaveis caiu significativamente em ambos os
métodos de envelhecimento. Os teores de lipidios e oligossacarideos
apresentaram redugdo gradativa em ambos compartimentos da semente e
meétodos de envelhecimento, tendo sido considerados evidéncias do processo de
deterioragcdo. Os acidos graxos nao foram considerados responsaveis pela
deterioragdo das sementes de brauna. Atividade da SOD aumentou aos 12 meses
e 72 horas de envelhecimento natural e artificial, respectivamente. Atividades da
CAT e POX e as reservas de lipidios decrescem com o envelhecimento. Houve
correspondéncia entre os resultado obtidos para ambos os sistemas de

envelhecimento.
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ABSTRACT

CORTE, Viviana Borges, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, December, 2008.
Changes physiology and biochemistry of seeds of Melanoxylon
brauna during deterioration. Advisor: Eduardo Euclydes de Lima e
Borges. Co-Advisors: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias and Helio
Garcia Leite.

The knowledge at present about the biochemical and physiologic changes in forest
tree seeds is limited, as well as those of vigour evaluation testes during this stage.
The objective of this work was to evaluate the physiological and biochemical
changes of Melanoxylon brauna seeds during storage and the accelerated aging,
establishing relations between these changes and decay of the seeds. Seed
samples were taken to carry out germination, electrical conductivity and
tetrazolium tests, as well as of emergence of the seedlings and water stress,
besides the quantified biochemical and enzymatic analyses in the cotyledons and
embryonary axis. Te germination percentage of the naturally and artificially aged
seeds at 40 and 45°C were reduce, starting at six months in the first one and at 96
and 24 hours for the two last ones, respectively. The electrical conductivity
increased and the number of viable seeds dropped significantly in both aging
methods. The fat and oligosaccharides contents showed a steady reduction in
both compartment of the seed and of the aging method, in correlation with the
decaying process. Correlation between the fat acid contents and the seed decay
of the species was not detected. Evidence that the fat acids were responsible for
the decay of the seeds was not observed. The SOD activity increased at 12
months and 72 hours of natural and artificial aging, respectively. Activities of CAT
and POX and the fat reserve decrease with aging. There was a correlation

between the results of both aging systems.
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1. Introducao Geral

A conservagao da biodiversidade dos ecossistemas florestais tropicais tem
sido uma das principais preocupacdes da humanidade nas ultimas décadas. Em
decorréncia da devastacdo florestal para a extracdo de madeira visando o
atendimento das necessidades do pais e da expansao da agricultura, tem-se
observado um comprometimento do potencial genético de muitas espécies. Desta
forma a produgédo de sementes de espécies florestais ganhou grande importancia
em programa de reposi¢cao florestal, reflorestamento, recuperagédo de areas
degradadas, arborizagdo urbana e a preservagao das espécies florestais nativas
em extingao, entre outras atividades.

Um dos aspectos mais pesquisados nos ultimos anos tem sido a qualidade
fisiologica das sementes, em decorréncia de estarem sujeitas a mudancas
degenerativas de origem bioquimica e fisioldgica, as quais estdo associadas com
a reducao do vigor. Por isso pesquisadores e analistas de sementes, sobretudo
0os que trabalham com espécies florestais, tém enfocado estudos que fornegam
informacdes sobre a qualidade das sementes, especialmente no que diz respeito
a padronizacgao, aperfeicoamento e estabelecimento dos métodos de analise.

A necessidade de utilizagdo de sementes viaveis para atender os
programas de conservagao e de producéo florestal levou ao aumento do numero
de estudos sobre a classificacéo fisioldgica das sementes de espécies florestais
nativas do Brasil quanto a capacidade de armazenamento. Esse
conhecimento permite que sejam adotadas condigbes de armazenamento
adequadas para cada espécie, além da elaboragdo de programas para a
conservagao de germoplasma. No entanto, diante da grande diversidade de
espécies nas florestas tropicais, a literatura ainda €& deficiente sobre a
tecnologia dessas sementes, principalmente em relagdo ao comportamento no
armazenamento (Davide et al., 2003).

A conservagao de espécies vegetais pode ser realizada na forma in situ, na
qual os recursos vegetais sdo mantidos no seu habitat natural, e na ex situ, ou
seja, fora do seu ambiente natural, através de banco de sementes, bancos in vitro

ou de plantas cultivadas em bancos de germoplasma. Entretanto, o conhecimento



basico a respeito da fisiologia e bioquimica de sementes florestais, que permitem
sua conservagao, em ambas as condigdes, a longo prazo é ainda insuficiente
diante da complexidade e diversidade dessas espécies.

Como os estudos tecnoldgicos das sementes sédo, fundamentalmente, o
ponto de partida para a utilizacdo e a exploracdo de forma racional das espécies
nativas, faz-se necessario melhor entendimento dos processos fisiologicos e
bioquimicos relacionados a perda da viabilidade e vigor de forma a se aprimorar
métodos de armazenamento.

Varios autores tém voltado suas pesquisas para um enfoque tecnoldgico,
objetivando melhoramento das técnicas de armazenamento de sementes de
espécies florestais (Chaves & Usberti, 2003; Medeiros et al. 2000; Cabral et al.
2003; Santos, 2000). Entretanto McDonald (1999) Corte (2005) e Corte (2006)
ressalta que pesquisas direcionadas ao conhecimento da bioquimica de sementes
podem ser fundamentais para o esclarecimento de duvidas ainda existentes.

Nesse sentido, este trabalho objetiva avangar e aprofundar o conhecimento
acerca do comportamento fisiolégico e bioquimico, além do tecnoldgico, de
sementes de Melanoxylon brauna Schott. (Leguminosae - Caesalpinoideae)
quando submetidas ao envelhecimento natural (armazenamento) e artificial
(acelerado), visando contribuir para um melhor manejo e conservagao das

espécies nos bancos de germoplasma.



2. Revisao de Literatura

MELANOXYLON BRAUNA

Brauna preta (Melanoxylon brauna  Schott. - Leguminosae-
Caesalpinoideae) é uma arvore nativa do Brasil muito conhecida pela qualidade,
durabilidade, sendo considerada uma madeira-de-lei de grande valor econémico.
A madeira apresenta caracteristica acastanhada, quase negra nos espécimes
mais velhos; a casca € utilizada em curtume para extragdo de tintura negra
enquanto a seiva 0 € na medicina e na industria, o que fez com que hoje ela seja
raramente encontrada nas matas. Além disso, suas sementes sao muito
procuradas por insetos, o que torna dificil encontrar sementes viaveis em grandes
quantidades.

A arvore atinge cerca de 17 metros e é também conhecida pelos nomes de
arvore-da-chuva, brauna-preta, canela, canela-amarela, coragdao-de-negro, maria-
preta, maria-preta-da-mata, maria-preta-do-campo, muiraina, paravauna,
parovauna, perovauna e rabo-de-macaco (Lorenzi, 1992).

Seu fruto € um legume deiscente, contendo varias sementes duras
envoltas por estrutura membranacea que possibilita sua dispersdo pelo vento
(Barroso et al., 1999).

Segundo Lorenzi (1992), a espécie ocorre na floresta pluvial da encosta
atlantica especialmente das regides Nordeste, Sudeste da Bahia até S&o Paulo e
Minas Gerais. Além destes, o IBAMA (2008) ainda descreve sua ocorréncia nos
estados do Goias, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Maranhao e Piaui.

Devido a exploracao de sua madeira e a falta de replantios a espécie esta
classificada como vulneravel, conforme a “lista oficial de flora ameacada de
extingdo” estabelecida pela Portaria numero 37-N, de 3 de abril de 1992 (IBAMA,
2008).



Figura 1 - Aspecto geral da arvore (A); detalhe da floragao (B); detalhe das
sementes de brauna (Melanoxylon brauna). Fonte: Campus da UFV, Vigosa —
MG.

TEOR DE AGUA

A maturacdo das sementes compreende as transformagdes morfoldgicas,
fisiologicas e funcionais que acontecem no 6vulo fertilizado, e que culminam com
o ponto de maximo peso de matéria seca da semente. Neste ponto, a semente
atinge também maximo poder germinativo e maximo vigor, sendo por isso
denominado “ponto de maturidade fisiolégica”. As principais modificagdes durante
a maturagdo ocorrem no grau de umidade, no peso de matéria seca, no poder
germinativo e no vigor da semente (Popinigis, 1977).

Por isso, determinagdo do teor de agua em sementes é de fundamental
importancia logo apdés a maturagao fisioldgica, seja na colheita, secagem,
armazenamento e comercializagdo, considerando-se que erros na determinacao
da umidade irdo acarretar prejuizos econémicos (Luz, et al., 1993).

O método de determinagao de umidade oficial adotado no Brasil, prescreve

a utilizacdo de estufa, sem ventilacdo forgcada, a temperatura de 105°C + 3°C



durante 24 horas, sem moer as sementes ou graos (Brasil, 1992). Em nivel
internacional, cada pais tem seu método oficial, e dentro de cada pais o binémio
tempo x temperatura para o método de estufa, varia para determinadas culturas
(Bowden, 1984; Stanwood & McDonald, 1989). Segundo Roberts e Ellis (1989),
para os tecndlogos, o teor de agua € geralmente expresso como uma
porcentagem do peso de matéria seca, seguindo normal do ISTA (International
Seed Testing Association).

Entretanto, apesar das muitas publicacbes comparativas acerca da
eficiéncia dos diferentes métodos de determinagcdo do teor de agua, estes se
referem as sementes de espécies cultivadas. Dessa forma, sao praticamente
inexistentes métodos especificos estabelecidos para sementes florestais.

Segundo Carneiro (1985), o teor de agua da semente é fungado direta da
umidade relativa do ar com o qual mantém estreito contato. Filho (2005)
complementa descrevendo a semente e a atmosfera como dois sistemas
permanentemente em troca de agua com sentido de movimentagao estabelecido
pela diferenga de potencial hidrico até que seja atingido o equilibrio energético da
agua entre as sementes e o ar, chamado ponto de equilibrio higroscépico.

Sabe-se que a umidade é o fator que mais influencia a taxa respiratéria das
sementes. A respiragdo das sementes, e consequente metabolismo das reservas,
aumentam consideravelmente com o aumento da umidade. Isso concorre para
aumento na taxa de deterioragao resultando em menor vigor e viabilidade (Varela
e Facanha,1987; Bewley e Black, 1994; Andrade Junior, 1998; Athié et al., 1998).

De acordo com o nivel de tolerancia das sementes a dessecacao, elas
podem ser classificadas como ortodoxas, recalcitrantes e intermediarias. As
sementes ortodoxas podem ser seguramente desidratadas a baixos niveis de
umidade, geralmente, em média, a 5%. De maneira geral, a longevidade das
sementes ortodoxas aumenta com a redugao do teor de umidade (Kraak, 1993;
Roberts, 1973).

Segundo Andrade Junior (1998), o teor de agua mais indicado para
sementes ortodoxas estd na faixa de 4 a 6%. Valores acima desta faixa
resultariam na perda de atividade de varias enzimas e niveis mais baixos
favoreceriam a oxidacgao lipidica.

Entretanto, o comportamento da relagcdo agua-semente €& variavel nas

diferentes espécies. O teor de agua observado tem variado entre 6,14% e 8,25%



para sementes de Dipteryx alata (Botezelli et al. 2000). Sementes de Caesalpinia
peltophoroides mantidas a 20°C mostraram redugéo do teor de umidade de 8 para
5% ao longo do periodo de armazenamento (Pontes et al., 2006). Sementes de
feijdo, soja e sorgo apresentaram umidade de 12,8%, 10,7% e 13%,

respectivamente, quando em equilibrio higroscopico a 20°C (Marcos Filho, 2005).

VIGOR E DETERIORAGAO DE SEMENTES

A avaliagdo do vigor das sementes comegou nos EUA na década de 40 e
tem evoluido a medida que os testes vém sendo aperfeicoados, ganhando
precisdo e reprodutibilidade de seus resultados, o que é de fundamental
importancia nas decisbes que devem ser tomadas nas fases de producgado e
comercializagao dos lotes (Franco e Petrini, 2002).

Para estudo do potencial de armazenamento de sementes, faz-se
necessario a compreensao dos conceitos de vigor e deterioracdo de sementes.
Segundo Marcos Filho (2005), deterioragdo ou envelhecimento leva a queda
gradativa da viabilidade e do vigor das sementes. A deterioragdo das sementes
pode ser vista como um complexo de mudangas fisicas, bioquimicas e fisioldgicas
que ocorrem com o passar do tempo, resultando na diminuicdo no grau de
capacidade e desempenho da semente na producdo de uma plantula normal
(Krzyzanowski & Franca Neto, 2001). A dimens&do das mudangas que ocorrem
neste processo depende especialmente do periodo de tempo e condicbes de
armazenamento (Bingham et al., 1994).

Segundo Delouche (1963), a deterioragdo comeca a partir da maturidade
fisiologica (deterioracdo zero) até a total perda da capacidade de germinar, tendo
assim, papel determinante na qualidade da semente. A duracdo do processo de
deterioracdo é determinada principalmente pela interagdo entre heranga genética
e fatores ambientais relacionados ao manejo pods-colheita das sementes
(Delouche e Baskin, 1973).

Delouche (1963) caracteriza a deterioragdo como processo inexoravel,

irreversivel, minimo na maturidade fisioldgica, cuja velocidade varia entre lotes de



sementes da mesma variedade, sendo variavel entre sementes individuais dentro
de um lote e com diferengas inerentes entre espécies quanto a longevidade.

A perda da germinagéo € o ultimo efeito ou consequéncia da deterioragéo.
Assim, a natureza progressiva da deterioragdo e seus efeitos iniciais ndo sao
levados em conta ao analisar-se apenas a germinagao das sementes (Delouche,
1963; Marcos Filho, 2005).

A partir dessa premissa de que a perda da capacidade de germinar € a
consequéncia final da deterioracdo da semente, pode-se considerar a existéncia
de efeitos da deterioragdo antes mesmo que a porcentagem de germinacgao seja
afetada. Esses efeitos afetam significativamente o valor das sementes para
semeadura e, por isso, € questao de interesse o estudo dos processos fisiologicos

da deterioragdo de sementes quando da armazenagem.

CAUSAS E EFEITOS DA DETERIORAGAO

Os efeitos da deterioracdo vém sendo classificados em fisioldégicos ou
metabdlicos/bioquimicos (Braccini, et al., 2001; Marcos Filho, 2005).

Os efeitos fisiolégicos sao mais evidentes, e destacam-se: redugao na
velocidade de emergéncia (primeiro sintoma da queda do vigor, geralmente
determinada pela desorganizacdo do sistema de membranas); redugdo do
crescimento; menor resisténcia a condicbes desfavoraveis do ambiente durante
germinagao e emergéncia; decréscimo do potencial de armazenamento; menor
resisténcia a acdo de microorganismos; desuniformidade e aumento da
anormalidade no desenvolvimento de pléantulas, redugdo da porcentagem de
germinagao; e perda do poder germinativo.

Carvalho (1994), Marcos Filho (2005), entre outros autores, destacam
como principais efeitos metabdlicos e bioquimicos, a reducdo da respiragao e
sintese de ATP; alteracdes em sistemas enzimaticos; alteragdes no metabolismo
de reservas; alteragdes nas taxas de sintese e alteragdes nos sistemas de
membranas.

A deterioracdo pode ser explicada pelo fato do envelhecimento das

sementes levar a peroxidacado de lipidios que é subsequentemente a causa de



perturbagdes a membrana (Sung e Jeng, 1994; Chang e Sung, 1998). Tais
mudancas nas membranas, com o envelhecimento das sementes, levam ao
extravasamento de eletrolitos. Goel e Sheoran (2003) mostraram clara correlagéo
entre a diminuigdo da germinabilidade com o aumento do extravasamento de
eletrdlitos, o que se reflete na perda da integridade das membranas.

Esse fenbmeno pode ser um indicador da incapacidade das sementes de
manter a coesdo das membranas, resultando em redugdo da germinabilidade
(Chang e Sung, 1998). Por meio da atividade metabdlica celular, a causa da
desestruturacdo das membranas seria a reagao desses lipidios estruturais com o
oxigénio molecular, resultando em radicais livres e peroxidos de acidos graxos
com relativa instabilidade, razdo pela qual esse processo € chamado de
“peroxidacao de lipidios” (Carvalho, 1994).

Os radicais livres indutores de danos tem papel chave na deterioracdo de
sementes durante o envelhecimento. O aumento da peroxidacdo de lipidios,
mediado por radicais livres e peréxidos € uma das provaveis razdes para a perda
da viabilidade de sementes durante armazenamento (Hendry, 1993; Sung, 1996).
Eles reagem com os acidos graxos insaturados afetando estrutura e fungao das
membranas celulares.

A influéncia da peroxidagdo dos lipidios sobre as mitocéndrias, é
geralmente o primeiro passo em diregdo a morte da célula (McDonald, 1999). O
problema da peroxidagao dos lipidios nao é apenas a destruicdo dos lipidios, mas
a ocorréncia de uma série de reagbes que originam produtos potencialmente
téxicos (Marcos Filho, 2005), como a liberagdo de radicais superoxido (Araujo,
1994) e hidroxila (Carvalho, 1994). O ataque desses radicais livres promove
alteracbes nas membranas das cristas das mitocOndrias e consequente
decréscimo da formacao de ATP, forma de energia fundamental para os eventos
metabalicos durante a germinagao (Marcos Filho, 2005).

Além disso, o acumulo de produtos toxicos durante a deterioracao inclui a
formagdo de etanol e aldeidos (resultado da respiragdo anaerdbica e da
peroxidacao de lipidios), de acidos graxos de cadeias curtas e de compostos
fendlicos, também produtos da peroxidagdo de lipidios (Coolbear, 1995). Os
lipidios das sementes estdo sujeitos a constante ataque pelo oxigénio, formando
hidroperdxidos, acidos graxos oxigenados e radicais livres ou espécies reativas

de oxigénio (EROs). Estas EROs sao quimicamente instaveis e podem danificar



as moléculas mais préximas; se as sementes estiverem muito secas, os danos
nao serao reparados e os efeitos se acumulam durante o armazenamento e se

manifestardo durante a germinagao (Marcos Filho, 2005).

RADICAIS LIVRES OU ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Plantas consomem oxigénio, usando-o como aceptor final de elétrons e
convertendo-o a agua no final da cadeia respiratoria. Todavia, o processo de
utilizacdo do oxigénio molecular pode ainda seguir uma rota alternativa —
consecutivas transferéncias monoeletronicas gerando intermediarios de oxigénio
parcialmente reduzidos e de alta reatividade, os quais podem causar danos ou
mesmo efeito letal (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Os produtos altamente reativos originados da redugcdo do O, sao
chamados intermediarios reativos de oxigénio ou, mais frequentemente, espécies
reativas de oxigénio (ERO), os quais incluem os radicais livres bem como as
moléculas de alta reatividade, tais como H,0,, oxigénio singleto ('0,), Os, etc, os
quais sao facilmente interconvertidos entre si (Edreva, 2005). A conversao do
H,O, a OH™ é tida como um os principais eventos causadores de danos em
sistemas bioldgicos produzindo a maioria das injurias conhecidas causadas por
radicais livres (Grant e Loake, 2000).

Tradicionalmente, os estudos mostram a acdo das EROs apenas como
geradores de dano oxidativo. Entretanto, pesquisas recentes demonstram que
diversas respostas celulares a estimulos fisiolégicos normais ou a estresses séo
induzidas pela produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
compartimentos celulares especificos (Edreva, 2005; Kwak et al., 2006; Fedoroff,
2006) mostrando seu papel importante na sinalizagao celular. No entanto, esses
autores, enfatizam como fundamental o balango entre a producédo e remoc¢ao das
ERO no meio celular, pois o desequilibrio, pelo aumento dos niveis de ERO,
acarreta efeito deletério com consequente morte celular. Assim, pode-se afirmar
que o efeito danoso das ERO depende de um delicado equilibrio espacial e

temporal entre a producao e remocéao das mesmas.



Os danos as membranas podem ser resultantes, além da peroxidagao dos
lipidios, das mudangas na composi¢cdo de acidos graxos, perdas de fosfolipidios
das membranas e mudancas estruturais (Coolbear, 1995). E relevante ressaltar
ainda que os eventos deteriorativos ndo ocorrem isoladamente. Os danos as
membranas mitocondriais tem efeito direto na respiracdo, enquanto que os danos
as membranas do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, podem ter maior
impacto na sintese de proteinas, e danos no DNA terdo consequéncias na
atividade de transcricéo (Braccini, et al., 2001).

Radicais livres de oxigénio podem atacar lipidios e DNA aumentando o
numero de subprodutos téxicos (Imlay e Linn, 1988). A producéao de radicais livres
afeta a formacdo de varias enzimas, por promover modificagdo em suas
estruturas (McDonald, 1999). O aumento na taxa de protedlise na célula ocorre a
medida que aumenta o estresse oxidativo promovido por EROs, implicando na
modificagdo de proteinas intracelulares. Essas proteinas modificadas sao
seletivamente reconhecidas e preferencialmente degradadas por enzimas
proteoliticas intracelulares (Grune, et al., 1997; Solomon, et al., 1999).

O aumento da geragao de espécies reativas de oxigénio in vivo pode ter
efeito deletério, pois estdo envolvidos em mutagénese, apoptose, envelhecimento

e carcinogénese (Halliwell e Gutteridge, 1990).

INFLUENCIA DA DETERIORAGAO NA COMPOSICAO QUIMICA

O aumento na atividade celular ocorre as expensas das substancias de
reserva das sementes, que sdo transformadas em energia para a manutengao
dos tecidos vivos das sementes e de novos compostos para o reparo de
estruturas danificadas pela deterioracdo (Bewley & Black, 1994).

Observa-se, em geral, acimulo de agucares redutores e decréscimo nos
niveis de agucares soluveis, agucares totais e de amido durante a deterioragao
(McDonald, 1999), acarretando em menor disponibilidade de substratos para a
respiragdo, e provocando queda da germinagao e vigor (Marcos Filho, 2005).
Além disso, reducdo nos niveis de sacarose, rafinose e estaquiose podem afetar

0 grau de protegcédo proporcionado pelos agucares a integridade das membranas
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(Ferreira & Borguetti, 2004), e a presencga de agucares redutores pode induzir a
deterioragdo dos componentes das proteinas (Marcos Filho, 2005). Zeleny (1954)
observou o decréscimo de acgucares nao redutores e aumento de acucares
redutores e acidos graxos livres em cereais, associados com a perda do vigor.

Marcos Filho (2005) destaca os decréscimos do teor e da sintese de
proteinas; no teor de aminoacidos; no conteudo de proteinas soluveis e a
desnaturagdo provocada por temperaturas elevadas determinando a perda da
habilidade de desempenhar suas fun¢des durante a deterioragdo. Zeleny (1954)
ja havia observado o decréscimo de proteinas em cereais, associados com a
perda do vigor. Modificacdo nas proteinas causada pelo estresse oxidativo é
caracterizado pela produgdo de grupos carbonil na molécula (Reinheckel et al.,
1998). Niveis basais desses grupos carbonil em plantas sdo tidos como
resultados de processos fisiolégicos normais, mas, o aumento nos niveis tem sido
correlacionado com o aumento do estresse oxidativo (Stieger and Feller, 1997).

A senescéncia em plantas € um processo natural caracterizado
principalmente por intensa perda de proteinas, dentre outras alteragbes (Del Rio,
et al., 1998). Senescéncia também tem sido relacionada ao aumento da atividade
proteolitica (Desimone et al., 1996). Pesquisas mostram declinio no conteudo de
proteinas em embrides de sementes de trigo envelhecidas naturalmente (Grilli et
al., 1995).

O dano celular causado pela peroxidacao de lipidios pode ser reduzido ou
prevenido por mecanismos de protecdo envolvendo radicais livres e enzimas de
remocgao do peroxido, tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POX) (Bowler et al., 1992).

ENzIMAS ANTIOXIDANTES

As enzimas desempenham um importante papel no processo de
deterioracdo de sementes e sua menor atividade pode ser indicativa da perda de
qualidade (Brandao Junior, 1996). A desestruturagdo de membranas sempre foi
considerada como o primeiro evento degenerativo de sementes e, em fungéo da

desorganizagdo das membranas celulares, as sementes tendem a reduzir o vigor,
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0 que pode ser verificado pelo aumento da quantidade de lixiviados durante o
processo de embebicdo das sementes (Lin, 1988; Marcos Filho et al., 1990).
Segundo Silva (2006), as avaliagbes de atividade enzimaticas sdo mais sensiveis
que o teste de condutividade elétrica.

EROs (espécies reativas de oxigénio) sado produzidas em células
estressadas e nao estressadas. As plantas tem sistemas de defesa contra EROs
bem desenvolvidos, prevenindo tanto sua formagado como também a remoc¢ao dos
mesmos. Em condicbes normais a formacdo e a remocido ocorre de forma
balanceada. Entretanto, em condi¢gdes de estresse, pode haver aumento na
formacgao de EROs associado a supressao dos sistemas de defesa (Alscher et al.,
2002).

As plantas respondem ao aumento dos EROs com aumento dos processos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Alscher and Hess, 1993), mas os
mecanismos desses processos ainda ndo sao bem compreendidos.

Dentro da célula, as superoxido dismutases constituem a primeira linha de
defesa contra EROs (Alscher et al., 2002). Como todos os compartimentos
celulares sao possiveis locais de formagao de O, é fundamental que SODs
estejam presentes para remove-los.

Baseado no metal co-fator usado pela enzima, as SODs séo classificadas
em 3 grupos: Fe SOD, Mn SOD, e Cu-Zn SOD, e essas coenzimas s&o
localizadas em diferentes compartimentos da célula (Alscher et al., 2002).
Segundo McDonald (1999), SODs sao encontradas principalmente no citoplasma
celular e na matriz mitocondrial e constituem primeiro grupo de enzimas que
catalisa a reagdo de dismutacgéo de radicais superoxido livres (O%) para oxigénio
molecular (O;) e perdxido de hidrogénio (H203).

Senaratna et al. (1986), afirmaram que a SOD é o mais notavel exemplo de
neutralizador de radicais livres, pois é efetiva ao menor sinal de dano. Ja Rosa et
al. (2005) avaliando tolerancia de sementes de Zea mays a altas temperaturas de
secagem, ndo observaram diferenca na atividade da SOD.

Segundo Alscher et al. (2002) e Taiz & Zaiger (2004), apesar de sua
grande efetividade na neutralizagdo do oxigénio reativo, a SOD produz H,0, que,
apesar de menos reativo, em altas concentragdes torna-se téxico. Assim, sua
atividade isoladamente é pouco funcional na protecdo da semente, sendo

necessaria a formagcdo de um sistema removedor de radicais livres,
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conjuntamente com catalase, peroxidase (Bowler et al., 1992; McDonald, 1999), e
carotendides, entre outros protegendo as membranas do dano peroxidativo
(Fridovich, 1986)..

O H,0, formado pode ser decomposto pela catalase, cujas subunidades
sdao formadas no citoplasma, sendo a sintese completada no peroxissomo
(McDonald, 1999). A H,O, é parcialmente detoxificada pela CAT (ativa em altas
concentragdes de H,O;) nos peroxissomos, mas o H,O» no citosol e cloroplastos
€ degradada pela peroxidase (Klapheck et al., 1990). Em outra rota, caso n&o seja
detoxificada por essas enzimas, o H,O, pode reagir formando radicais hidroxila
(Bowler et al., 1992) que causam peroxidacao de lipidios.

As perdas das atividades das enzimas CAT e POX podem ser
responsaveis pelo acumulo de H;O, em sementes de Zea mays durante
envelhecimento (Chang e Sung, 1998). Sung e Chiu (1995) mostraram aumento
da peroxidagcdo de lipidios associado a redugao na atividade das enzimas de
remoc¢ao de radicais livres em sementes de soja envelhecidas naturalmente.

Entretanto, a perda da atividade das enzimas pode ser devido a
deterioracdo das proteinas soluveis pela reacao de Amadori e Maillard, induzido
pelo envelhecimento (Sung e Jeng, 1994; Machado Neto et al., 2001).

Observa-se intensa atividade da enzima SOD, durante os estadios de
maturagcdo e secagem de sementes de Glycine max (SILVA, 2006), entretanto,
segundo Stewart e Bewley (1980) a atividade da SOD n&o foi detectada em
sementes armazenadas. Nestas, a POX também foi detectada atuando no eixo e
nos cotilédones de sementes armazenadas (Sung e Jeng, 1994). A germinagao
das sementes de Gossypium hirsutum diminuiu apds tres meses de
armazenamento enquanto a atividade da CAT, POX e SOD cairam
progressivamente com o envelhecimento dessas sementes (Goel and Sheoran,
2003). CAT e SOD foram detectaveis em eixo e cotilédones de Arachis hypogaea,
mas POX so teve atividade no eixo. Com aumento do envelhecimento houve
concomitante redugao da atividade de SOD e POX, mas a atividade da CAT néo
variou com o efeito do envelhecimento (Sung e Jeng, 1994).

A deterioracdo de sementes de Helianthus annus durante envelhecimento
artificial foi estritamente relacionada a reducdo da atividade das enzimas de
detoxificagdo das EROs e aumento da peroxidagao de lipidios (Bailly et al., 1996).

Entretanto estes autores levantam a discussao de que é dificil distinguir se o dano
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oxidativo e o decréscimo na atividade enzimatica sdo causas ou consequéncias
da perda da viabilidade das sementes. Um agravante do envelhecimento artificial
em relacdo ao natural € que este pode atuar desnaturando as enzimas ou afetar
sua sintese (Bailly et al., 1996).

Em embrides de Triticum aestivum a atividade da SOD decresceu durante
a secagem no periodo de maturacdo das sementes e aumentou quando as
sementes foram expostas a secagem artificial (Lehner et al., 2006). Em embrides
de Triticum aestivum, observa-se queda na atividade da CAT e SOD durante a
fase de secagem no final da maturagdo e aumento na atividade de ambas durante

a secagem artificial pés-colheita (Lehner et al., 2006).

QUALIDADE DAS SEMENTES

Quando a conservagao ex-situ é escolhida como estratégia para garantir a
sobrevivéncia de uma espécie, torna-se necessario, inicialmente, conhecer o
comportamento de armazenamento de sua semente. O comportamento das
sementes durante armazenamento sofre influéncia de diversos fatores associados
a qualidade inicial da semente (condigdes climaticas durante a maturagdo das
sementes; grau de maturagcdo no momento da colheita; ataque de pragas e
doengas; grau de injuria mecéanica), e as caracteristicas do ambiente (umidade
relativa do ar ou teor de agua das sementes; temperatura do ar; agéo de fungos e
insetos de armazenamento; embalagem) (Carvalho & Nakagawa, 2000; Marcos
Filho, 2005).

Entretanto, € importante observar que o0s principios gerais do
armazenamento indicam que: o armazenamento ndo melhora a qualidade do lote
de sementes, apenas a mantém; temperatura e umidade sao vitais para a
atividade fisiologica da semente; as melhores condigbes de armazenamento para
sementes ortodoxas sdo no geral temperatura e umidade baixas; sementes
imaturas e danificadas apresenta, menor potencial de armazenamento e este
varia com a espécie (Carvalho & Nakagawa, 2000; UFSM, 2006).

A germinagdo, a pureza e a sanidade sao trés critérios de qualidade

aceitos e determinados por analise de rotina em laboratérios para analise de
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sementes. Estes parametros sado de grande importancia para avaliar a qualidade
das sementes no mercado. No entanto ndo sado os mais eficientes. Os lotes de
sementes aprovados pelas analises deveriam, além de apresentarem elevada
qualidade, manifestar alta capacidade de emergéncia a campo, o que, entretanto,
pode ndo ocorrer. O vigor da semente aparece como um quarto critério de
qualidade, principalmente, no que se refere, ao comportamento no campo. A
expressdo vigor das sementes foi utilizada durante muitos anos, mas somente
nas ultimas duas décadas se reconheceu como um fator definivel de qualidade e
se compreendeu seus efeitos sobre o comportamento e emergéncia da semente a

campo (Franco e Petrini, 2002).

TESTES DE ANALISE DO VIGOR DE SEMENTES

Segundo Carvalho (1986), existe diversos estudos que buscam a
padronizagao dos testes de vigor que pode ser refletido através de varias
caracteristicas como velocidade de germinagao, uniformidade de emergéncia,
resisténcia ao frio, temperatura e umidade elevados, substancias toxicas etc.
Diante disto, deve-se ressaltar a importancia da realizagdo de um conjunto de
testes que responda a estas caracteristicas.

Os objetivos basicos dos testes de vigor consistem em avaliar ou detectar
diferencas significativas na qualidade fisiolégica de lotes com germinagéo
semelhante, complementando as informacdes fornecidas pelo teste de
germinagao; distinguir, com segurancga, lotes de alto dos de baixo vigor; separar
(ou classificar) lotes em diferentes niveis de vigor, de maneira proporcional ao
comportamento quanto a emergéncia das plantulas, resisténcia ao transporte e
potencial de armazenamento (Popinigis, 1977; Marcos-Filho, 1999).

A aplicacao dos testes de vigor em sementes de espécies florestais € uma
pratica que permite estimar e comparar lotes de sementes para diferentes
objetivos. A simplicidade, inerente a varios desses testes, aliada aos bons
resultados, tornam-os de utilizagdo promissora em varios campos de pesquisa.
Comparacdes de vigor de sementes entre matrizes, progénies e procedéncias,

podem oferecer ao pesquisador dados adicionais em uma fase inicial de um
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programa de melhoramento ou conservacao genética (Valentini & Pifa-Rodrigues,
1995).

TESTE DO TETRAZOLIO

A avaliacdo da qualidade de sementes por meio de testes rapidos que
proporcionem resultados reproduziveis tem sido uma busca constante dos
tecnologistas de sementes. Entre esses o teste do tetrazdlio vem se destacando,
pois além de avaliar viabilidade e vigor, permite a identificacdo dos fatores que
influenciam a qualidade (Krzyzanowski et al., 1991; Franga-Neto, 1999; Bhering et
al., 2005). Os dados obtidos através desse teste podem ser utilizados no
estabelecimento de bases para a comercializagdo, determinacdo do ponto de
colheita, e controle de qualidade durante o armazenamento (Marcos Filho, 2005).

O teste do tetrazdlio se baseia na alteracdo da coloragao dos tecidos vivos
em presenca de solugao de tetrazdlio. Essa alteragdo na coloracido reflete a
atividade das enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratoria. Estas
enzimas, particularmente, a desidrogenase do acido malico, catalizam a reagéo
dos ions H+, liberados pelos tecidos vivos, que reduzem o sal (2,3,5 - trifenil
cloreto de tetrazélio), formando substancia de cor vermelha, estavel e né&o
difusivel, denominada trifenilformazan. A pigmentacao vermelha indica viabilidade
celular e do tecido (Kryzanowski et al., 1999).

Considerando a estrutura morfologica da semente, sabe-se que ha regides
especificas, mais sensiveis a deterioracdo do que outras (Das e Sem-Mandi,
1992; Marcos Filho, 2005). Sementes podem permanecer viaveis mesmo se 0s
cotilédones sao danificados, mas se o0 eixo embrionario morrer ou for
severamente danificado nenhuma pléantula sera produzida (Sung e Jeng, 1994).
Durante o envelhecimento o eixo embrionario tende a ter maior peroxidacido de
lipidios e subsequentemente maior acumulo de perdxidos por unidade de peso
seco do que os cotilédones. Isso pode se dar pela variavel protecdo contra os
oxidantes ambientais provida pelas caracteristicas morfolégicas das sementes.
Em geral, nas sementes, o acesso do oxigénio, pré-requisito para a peroxidagao
de lipidios, para tecidos mais profundos do cotilédone é restrito. Ao contrario, o

eixo embrionario € mantido exposto em posi¢cdes mais superficiais, na periferia da
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semente, e entdo mais susceptivel a peroxidagdao do que por¢des profundas dos
tecidos do cotilédone (Priestley et al., 1986).

Por isso, parametros de avaliagdo da qualidade de sementes que
qualifiquem eixo embrionario e cotilédones separadamente, tal como o teste do
tetrazolio, contribuem com informacdes relevantes sobre o vigor das sementes.

Assim, diversos autores vém padronizando metodologias do teste de
tetrazdlio para espécies florestais, como os trabalhos realizados para sementes
de Bactris gasipaes (Ferreira e Sader, 1987), Hevea brasiliensis (Wetzel et al.,
1992), Platycyamus regnellii (Davide et al., 1995), Dipteryx alata (Malavasi et al.,
1996), Kielmeyera coriacea (Davide et al., 1997), Genipa americana (Nascimento
e Carvalho, 1998), Pterodon pubescens (Ferreira et al., 2001), Mauritia flexuosa
(Spera et al., 2001), Albizia hasslerii (Zucareli et al., 2001), Jatropha elliptica
(Anez, 2003), Senna macranthera e Senna multijuga (Ferreira et al., 2004),
Eremanthus elaeagnus, E. glomerulatus e E. Incanus (Velten e Garcia, 2005),
Peltophorum dubium (Oliveira et al., 2005), Tabebuia aurea (Oliveira et al., 2006),
Lafoensia pacari (Mendonga et al., 2006), Gleditschia amorphoides (Fogaca et al.,
2006), Enterolobium contortisiliquum e Schizolobium parahyba (Cherobini, 2006),
Anadenanthera peregrina (Pinho, 2007).

Tabela 1 — Revisdo das recomendacdes disponiveis do teste do tetrazdlio para
sementes de espécies florestais.
Table 1 - Revision of the available recommendations of the tetrazolium test for

seeds of forest species.

Espécie Recomendagédo do TTZ Autor

Bactris gasipaes T120.121,0% por4 Ferreira e Sader, 1987
horas

Hevea brasiliensis TTZ 0,5% por 2 horas Wetzel et al., 1992
Platycyamus regnellii TTZ 0,1% por 2,5 horas Davide et al., 1995
Dipteryx alata TTZ 0,1% por 5 horas Malavasi et al., 1996
Kielmeyera coriacea TTZ 0,1% por 10 horas Davide et al., 1997
Genipa americana TTZ 0,25% por 2 horas Nascimento e Carvalho, 1998
Mauiritia flexuosa TTZ 1,0% por 5 horas Spera et al., 2001
Pterodon pubescens TTZ 0,075% por 6 horas | Ferreira et al., 2001
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Albizia hasslerii

TTZ 0,1% por 5 horas

Zucareli et al., 2001

Jatropha elliptica

TTZ 0,5% por 1,5 horas

Anez, 2003

Senna macranthera

TTZ 0,075% por 7 horas

Ferreira et al., 2004

Senna multijuga

TTZ 0,075% por 5 horas

Ferreira et al., 2004

Peltophorum dubium

TTZ 0,1% por 2,5 horas

Oliveira et al., 2005

Tabebuia aurea

TTZ 0,1% por 24 horas

Oliveira et al., 2006

TTZ 0,075% por1 a2

Lafoensia pacari
horas

Mendoncga et al., 2006

Gleditschia amorphoides | TTZ 0,075% por 3 horas | Fogaca et al., 2006

Enterolobium

o TTZ 0,1% por 3 horas Cherobini, 2006
contortisiliquum
Schizolobium parahyba TTZ 0,2% por 2,5 horas | Cherobini, 2006
Anadenanthera

_ TTZ 0,1% por 24 horas Pinho, 2007
peregrina

CONDUTIVIDADE ELETRICA

O primeiro evento no envelhecimento da semente é a perda da
permeabilidade seletiva nas membranas, que s&o locais importantes para muitas
reacdes. Consequentemente, as enzimas tornam-se menos eficientes em suas
atividades cataliticas, cromossomos podem acumular mutagdes, as reservas sao
decompostas e ha acumulo de produtos téxicos que prejudicam o desempenho
das sementes (Priestley, 1986; Smith & Berjak, 1995; McDonald, 1999).

Apesar de o teste de germinacdo ser fundamental para a avaliagao da
viabilidade das sementes em bancos de germoplasma (Heywood, 1989; Brasil,
1992), o teste de condutividade elétrica, por ser rapido e pratico, € utilizado para
determinar o vigor de sementes, podendo ser utilizado em laboratérios de
tecnologia de sementes sem maiores despesas (Kryzanowski et al. 1999).

A organizagéo do sistema de membranas em sementes pode refletir o seu
estadio de deterioragao e, consequentemente, a qualidade fisiolégica. Por isso os
testes de vigor baseados na integridade dos sistemas de membranas da semente

vém merecendo especial atencdo, por identificar o processo de deterioragdo na
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sua fase inicial e permitir que medidas corretivas sejam tomadas para reduzir ou
minimizar o seu efeito na qualidade fisiolégica da semente. Dentre os métodos
que se baseiam nesse principio destacam-se os testes da condutividade elétrica,
lixiviacdo de potassio e pH do exsudato.

A perda da integridade da membrana (Heydecker, 1972; Ferreira &
Borguetti, 2004; Marcos Filho, 2005; Faria, 2006) acarreta a liberagado para o meio
de componentes celulares essenciais, favorecendo o aparecimento de
microorganismos (Woodstock, 1973; Coolbear, 1995).

A medicdo da condutividade elétrica por meio da quantidade de eletrdlitos
liberados pela semente na agua de embebicado tem sido aplicada, de modo mais
frequente, em uma amostra de sementes representativa da populagdo (método
massal). No entanto, esse método apresenta a desvantagem de que os
resultados expressam a condutividade média de um grupo de sementes, onde
poucas sementes mortas podem afetar a condutividade de um lote com muitas
sementes de alta qualidade. Para minimizar esse problema, recomenda-se
escolher as sementes, excluindo-se aquelas danificadas.

Para espécies florestais varios autores vém utilizando estes métodos para
avaliar o vigor das sementes, entre os quais destacam-se Borges, et al. (1990)
trabalhando com sementes de Cedrela fissilis, Barbedo & Cicero (1998) com
sementes de Inga uruguensis, Marques et al. (2002) utilizando sementes de
Dalbergia nigra, Pertel (2004) com sementes de Coffea arabica e Santos & Paula

(2007) trabalhando com sementes de Sebastiania commersoniana.

ENVELHECIMENTO ACELERADO (ENVELHECIMENTO ARTIFICIAL)

O teste de envelhecimento acelerado tem como base o fato de que a taxa
de deterioragdo das sementes é aumentada consideravelmente através da
exposigao a niveis adversos de temperatura e umidade relativa, considerados os
fatores ambientais mais relacionados a deterioracdo. Desse modo, lotes de
sementes com alto vigor manterdo ou perderdo pouco de sua viabilidade
(germinacao e emergéncia de plantulas normais) quando submetidos ao estresse,
enquanto as de baixo vigor terdo sua viabilidade reduzida (AOSA, 1983; Marcos-
Filho, 1994; Vieira & Carvalho, 1994).
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O envelhecimento artificial € um teste amplamente utilizado nos Estados
Unidos (Hampton, 1992) e no Brasil (Krzyzanowski et al.,1991). Tornou-se um dos
testes mais utilizados para avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes,
principalmente para espécies cultivadas. Para sementes florestais, o teste de
envelhecimento artificial é utilizado para avaliar o vigor de sementes de diversas
espécies e esta incluido em programas de controle de qualidade por empresas
produtoras de sementes, pois em poucos dias, podem-se obter informacdes
relativamente seguras sobre o potencial de armazenamento dos lotes
processados e emergéncia das plantulas em campo (Marcos Filho, 1999).

Borges et al. (1990) submeteram sementes de Cedrela fissilis (cedro) ao
envelhecimento a 40 e 50°C, por até 96 horas, e verificaram que a 40°C nao
houve grandes variagbes na germinagao e nos niveis de carboidratos, lipidios e
liberacdo de exsudados. Porém, a 50°C, estes componentes quimicos foram
significativamente alterados, a excecao do teor de lipidios. Também Borges et al.
(1992) envelheceram sementes de Piptadenia communis (pau-jacare) por 0, 16,
20, 24 e 48 horas, a 40°C, e verificaram que o envelhecimento resulta em
decréscimo na viabilidade das sementes, sendo maior a utilizagdo das reservas
de lipidios e agucares, contudo, sem alteragdes aparentes na permeabilidade da
membrana celular.

Pizetta et al. (2001) submeteram sementes de Poecilanthe parviflora
(coragao-de-negro) a diferentes periodos de envelhecimento até um tempo
maximo de 120 horas, a 42°C, e os resultados obtidos nao foram suficientes para
provocar alteragdes na germinagao. Araujo Neto (2001), trabalhando com Acacia
polyphylla (monjoleiro), verificou reducao significativa da qualidade fisiologica das
sementes com a sua exposigdo a 41°C por 48 horas e Gongalves (2003),
trabalhando com sementes escarificadas de Guazuma ulmifolia (mutamba)
recomendou para o teste de envelhecimento artificial as temperaturas de 41 e
45°C, por 120 e 96 horas, respectivamente.

Além desses, podem ser citados também os trabalhos desenvolvidos por
Ramos et al. (1992) com Mimosa scabrella (bracatinga), Perez & Fanti (1995) com
Pelthophorum dubium (canafistula), Torres & Smiderle (1995) com Prosopis
Juliflora (algaroba) e Davide & Leite (1999) com Anadenanthera peregrina (angico-
vermelho), Santos e Paula (2007) com Sebastiania commersoniana (sapicuxava).

Entretanto, Valentini & Pifia-Rodrigues (1995) consideraram que poucos
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sao os testes de vigor com metodologia conhecida. A temperatura e o tempo de
permanéncia das sementes na camara ainda nao estao estabelecidos para todas
as espécies, ndo havendo consenso quanto a esses fatores. Diante do exposto,
pode-se considerar que atualmente ainda € pequeno o numero de trabalhos com
o teste de envelhecimento artificial em fungdo da diversidade das espécies

florestais nativas.

APLICABILIDADE

Extracdo de antioxidantes naturais a partir de sementes tem demonstrado
elevado potencial de atuagao tanto em periodos iniciais quanto mais adiantados
no processo oxidativo (Jardini e Mancini Filho, 2007), tendo seu uso indicando na
prevencao da oxidacdo de alimentos, e como anti-envelhecimento em células
humanas e animais (Yamasaki, et al., 2004).

O uso de extrato de sementes no tratamento de cancer em animais
promoveu diminuicdo nos niveis de peroxidacdo de lipidios, e aumento da
atividade de enzimas antioxidativas, e como consequéncia diminuigdo no volume
e peso do tumor e aumento no tempo de sobrevivéncia do animal doente,
exibindo assim significativo efeito antioxidante e atuacéo antitumoral (Rajeshwar,
et al., 2005; Gutierrez-Uribe et al., 2007).

Este estudo tem por finalidade a pesquisa basica visando elucidar
possiveis mecanismos envolvidos na perda da viabilidade e morte de sementes.
Entretanto, o trabalho de base nao se desvincula do potencial aplicavel da

pesquisa, mas sim a essa fornece subsidios essenciais.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Este trabalho objetiva avangar e aprofundar o conhecimento acerca do
comportamento fisiolégico e bioquimico, além do tecnoldgico, de sementes de
Melanoxylon brauna Schott. (Leguminosae - Caesalpinoideae) quando
submetidas ao envelhecimento natural (armazenamento) e artificial (acelerado),
visando contribuir para um melhor manejo e conservagao das espécies nos

bancos de germoplasma.

4.2. Objetivos especificos

v' Estabelecer metodologia adequada para o teste de tetrazélio em sementes

de Melanoxylon brauna;

v' Avaliar os efeitos fisiolégicos da deterioracdo das sementes imposta pelo

envelhecimento natural e artificial;

v Avaliar os efeitos bioquimicos da deterioracdo das sementes imposta pelo

envelhecimento natural e artificial,
v' Avaliar os efeitos da deterioracdo das sementes imposta pelo

envelhecimento natural e artificial através da analise de enzimas

antioxidantes;
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Adequacgao da metodologia do teste de tetrazélio para

avaliagao da viabilidade de sementes de Melanoxylon brauna

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi adequar a metodologia do teste de
tetrazdlio para sementes de Melanoxylon brauna. As sementes foram pré-
condicionadas por imersao em agua destilada a 25°C, por 14 horas. O tegumento
foi retirado e os embrides colocados submersos em solugéo de tetrazélio (pH 6,5)
nas concentracbes de 0,05, 0,1 e 0,3%, sendo mantidos no escuro a
temperatura de 25°C por 10 e 24 horas. Os embrides foram avaliados quanto a
intensidade da coloragao, presenca de areas leitosas, aspectos dos tecidos e
localizacido da coloracdo. Os embrides foram classificados individualmente em 9
classes de viabilidade. As sementes também foram submetidas aos testes de
germinacao e emergéncia de plantulas. Os tratamentos que mais se aproximaram
do teste padrdo de germinagdo de sementes de M. brauna foram as
concentragdes de 0,05 e 0,1% por 24 e 10 horas, respectivamente. A viabilidade é
representada pelas classes 1, 2 e 3, caracterizadas pela coloragéo résea do

embrido.

Palavras chave - teste tetrazolio, sementes florestais, vigor.
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Adjustment methodology of the tetrazolium test for viability

evaluation of Melanoxylon brauna seeds

ABSTRACT - The objective of this work was to adjust the tetrazolium test
methodology to Melanoxylon brauna seeds. The seeds were pre-conditioned by
immersion in distilled water at 25°C for 24 hours. The tegument of the seed was
removed and the embryos were submerged in the tetrazolium solution (pH 6,5) at
concentration of 0,05, 0,1 and 0,3%, and were kept in the dark at 25°C
temperature for 10 and 24 hours. The embryos were evaluated for the intensity of
color, presence of milky areas, aspect of the tissues, and location of the color. The
embryos were individually classified into nine viability classes. They were also
submitted to the germination and seedling emergence testes. The best
correlations between the standard test of seed germination of Melanoxylon brauna
were those with 0,05 and 0,1% concentration for 24 and 10 hours, respectively.

The viability is represented by classes 1, 2 and 3.

Key-words — tetrazolium test, forest seeds, vigor.

40



1. Introducgao

A producéo e utilizagcdo de sementes de alta qualidade s&o fatores basicos
da maior importancia para o sucesso na producdo de mudas e implantacdo de
povoamentos florestais com espécies nativas.

Para isso, o sistema de controle de qualidade na industria de sementes
deve ser agil, versatil e confiavel, fornecendo resultados precisos e rapidos, sendo
os resultados que avaliem a qualidade fisiolégica das sementes por periodos mais
curtos sdo de extrema importancia (Franca Neto et al., 1998).

O teste do tetrazdlio tem por objetivo determinar rapidamente a viabilidade
das sementes, particularmente daquelas que possuem germinacao lenta ou que
nao germinam apods o teste de germinagao por estarem dormentes (Brasil, 1992).
Esse teste tem assumido posigdo de destaque para algumas culturas, devido ao
grande numero de informagdes fornecidas, e por ser uma técnica rapida e barata
(Kryzanowski et al., 1999), entretanto requer treinamento especial sobre as
técnicas de interpretacao.

O teste do tetrazédlio se baseia na alteragcdo da coloragao dos tecidos vivos
em presenca de solugdao de tetrazdlio. Essa alteragdo na coloracido reflete a
atividade das enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratoria. Estas
enzimas, particularmente, a desidrogenase do acido malico, catalizam a reagéo
dos ions H+, liberados pelos tecidos vivos, que reduzem o sal (2,3,5 - trifenil
cloreto de tetrazdlio), formando uma substancia de cor vermelha, estavel e néo
difusivel, denominada trifenilformazan. A pigmentacao vermelha indica viabilidade
celular e do tecido (Kryzanowski et al., 1999).

Sabe-se que o tempo de incubacdo, a concentracdo da solugdo e a
avaliacao adequada do teste sao fundamentais para que se obtenham resultados
confiaveis da viabilidade e vigor (Oliveira et al., 2005). A metodologia do teste
vem sendo aprimorada, principalmente para sementes cultivadas (Kryzanowski et
al., 1999). Entretanto, para espécies florestais, estudos e padronizagdes do
método ainda sdo escassos.

Brauna preta (Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae) € uma
arvore nativa da floresta atlantica muito conhecida pela qualidade e durabilidade

de sua madeira (Lorenzi, 1992), e a exploragdo descontrolada que fez com que
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hoje ela seja raramente encontrada nas matas. Devido a exploracdo de sua
madeira e a falta de replantios a espécie esta classificada como vulneravel,
conforme a “lista oficial de flora ameacada de extingédo” (IBAMA, 2008).

Sementes de Melanoxylon brauna nao possuem dorméncia e iniciam a
germinagdo em torno do quarto dia, entretanto, suas sementes sao muito
procuradas por insetos, e ha alguns anos tem sido dificil encontrar sementes
viaveis para germinagéo e produg¢ao de mudas.

Dessa forma, pela importéncia da espécie e as vantagens apresentadas
pelo teste de tetrazdlio, este trabalho teve como objetivo adequar a metodologia

do teste de tetrazolio para sementes de M. brauna.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas sementes de Melanoxylon brauna colhidas na regiao de
Vicosa - Minas Gerais, obtidas de aproximadamente 15 arvores. Durante o
beneficiamento foram eliminadas sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.
As sementes foram armazenadas no Laboratério de Analise de Sementes
Florestais (LASF) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em embalagens
plasticas colocadas dentro de tubos de papeldo, em camara fria a,
aproximadamente, 5°C e 60% de umidade relativa durante o periodo das analises.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) realizando-se
analise de variancia (ANOVA). As médias dos trabalhos foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de significancia e 95% de probabilidade.

2.1. Teste de Tetrazodlio

Para a definicdo da metodologia mais adequada para a condugéo do teste
de tetrazolio foram realizados testes preliminares visando determinar o periodo de
tempo necessario para se obter a coloragdo requerida para a avaliagcdo das
sementes de Melanoxylon brauna. Inicialmente, as sementes foram pré-
condicionadas por imersdo em agua destilada a 25°C por 12 horas.
Posteriormente, retirado o tegumento das sementes, os embrides foram

submersos em solugao de tetrazoélio (pH 6,5) nas concentragdes de 0,05, 0,1 e
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0,3%, sendo mantidos no escuro a temperatura de 25°C, por 10 e 24 horas para
coloracdo. Apods estes periodos, as sementes foram lavadas em agua corrente e
deixadas submersas em agua até o momento da avaliagdo. Cada embrido foi
cortado longitudinalmente avaliando-se a intensidade da coloragao, presenca de
areas leitosas, aspectos dos tecidos e localizagdo da coloracdo em relagéo aos
cotilédones e ao eixo embrionario. Os embrides foram classificados em categorias
de viaveis e inviaveis de acordo com os padrdes propostos por Grabe (1976),
ISTA (1993) e Moore (1972) e estabelecidas 9 classes de viabilidade.

Os resultados do teste de tetrazoélio foram comparados com os do teste de

germinagao e emergéncia das plantulas.

2.2. Teste de germinagao

As sementes foram desinfestadas em solugédo de captan 0,5% por 60
segundos. Em seguida, colocadas para germinar em caixas tipo “gerbox” forradas
com papel de filtro umedecido com agua destilada até o ponto de saturacéo.
Foram postas para germinar 100 sementes, distribuidas em cinco repeti¢cdes de
20 sementes cada. O teste foi conduzido em temperatura constante de 25°C e luz
constante com quatro lampadas fluorescentes (20W) em BOD e as avaliagdes
feitas a cada 24 horas até o décimo dia, sendo consideradas germinadas as

sementes com protrusao da radicula.

2.3. Emergéncia de plantulas

As sementes foram desinfestadas em solucdo de captan 0,5% por 60
segundos. Em seguida, colocadas para germinar 200 sementes em 10 sub-
amostras de 20 sementes cada em areia. A contagem foi efetuada aos vinte dias

apods a semeadura determinando a porcentagem de plantulas normais emergidas.
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3. Resultados

Sementes beneficiadas de Melanoxylon brauna recém colhidas
apresentaram 97% de germinagdo em condigbes oOtimas de temperatura e
umidade e 93% de pléntulas normais emergidas em sementeira contendo areia.

Os valores dos resultados do teste de tetrazodlio sdo apresentados na
Tabela 1 e comparados a porcentagem de germinacdo e emergéncia de
plantulas.

A concentragédo de solugao que diferiu (p < 0,05) do teste de germinagao
deveu-se a nao coloragédo do eixo embrionario e cotilédone ou por aparecimento
de coloracao intensa, o que indica deterioracdo dos tecidos.

Verifica-se que as concentragdes de tetrazolio 0,05% incubado por 24
horas e 0,1 e 0,3% incubado por 10 e 24 horas nao diferiram (p > 0,05) dos
resultados dos testes de germinagcdo das sementes e emergéncia de plantulas e a
concentragao de 0,05%, incubado por 10 horas subestimou a qualidade do lote de
sementes (Tabela 1).

Seguindo-se esses preceitos, os embrides foram classificados
individualmente em categorias de viaveis e inviaveis com base nas observacgdes
de intensidade da coloracdo, localizacdo e firmeza dos tecidos, sendo
estabelecidas nove categorias de viabilidade, descritas na Figura 1, como se

segue:

Categoria 1 (viavel): eixo embrionario réseo com coloragéo résea e cotilédones
apenas levemente corados. Tecidos com aspecto normal e firme.

Categoria 2 (viavel): cotilédones pouco ou nada corados e eixo embrionario com
coloragao rosea. Tecidos com aspecto normal e firme.

Categoria 3 (viavel): cotilédones e eixo embrionario com coloragdo résea.
Tecidos com aspecto normal e firme.

Categoria 4 (inviavel): 50% dos cotilédones ndao corados ou com coloragéo
vermelho-intenso, afetando o eixo embrionario.

Categoria 5 (inviavel): mais de 50% dos cotilédones com coloragdo vermelho-

intenso afetando a regido vascular. Eixo embrionario também apresenta coloragao
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vermelho intenso afetando o cilindro central. Tecidos com menor turgescéncia que
os anteriores e aspecto deteriorado.

Categoria 6 (inviavel): cotilédones n&o corados ou com coloragdo vermelho-
intenso afetando o eixo embrionario. Tecidos com aspecto flacido e apodrecido
afetando a regidao vascular e cilindro central. Em alguns casos, semente
associada a fungo.

Categoria 7 (inviavel): cotilédones com coloragao vermelho-intenso a marrom e
eixo embrionario vermelho-intenso.

Categoria 8 (inviavel): cotilédones com coloragao vermelho-intenso a marrom e
eixo embrionario nao corado.

Categoria 9 (inviavel): cotilédones e eixo embrionario completamente

descoloridos. Tecidos com textura flacida.

Para uma fiel identificacdo dos critérios adotados para a classificagao da s
sementes inviaveis, foram avaliadas sementes de baixa qualidade e sementes
mortas por exposicdo a agua a 100°C e submetidas a solugdo de tetrazolio. A
viabilidade das sementes é representada pelas categorias 1, 2 € 3 e as sementes

inviaveis apresentaram aspectos enquadrados nas categorias 4, 5,6, 7, 8 e 9.

4. Discussao

Segundo Kryzanowski et al. (1999), a escolha da concentracédo e do tempo
de incubagao das sementes no teste de tetrazolio deve se basear na facilidade de
diferenciagao das sementes viaveis e inviaveis.

Se o sal de tetrazélio é reduzido, formando o composto vermelho, houve
atividade respiratoria nas mitocéndrias, significando que ha viabilidade celular no
tecido. Os tecidos n&o viaveis ndo reagem e, consequentemente, ndo sao
coloridos. A formacédo de um vermelho ou rosa claro indica tecido vigoroso e um
vermelho mais intenso € observado nos tecido em deterioragdo (Franga Neto et
al., 1998; Kryzanowski et al., 1999).

Com relacdo aos métodos de preparo das sementes, observou-se que a

presenga do tegumento, devido sua dureza ou impermeabilidade, dificultou a
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penetracdo da solucdo de tetrazolio, conferindo as sementes coloragao
desuniforme ou auséncia de coloragao, indicando a necessidade da retirada do
tegumento para coloragéo das estruturas viaveis. De forma semelhante, a retirada
do tegumento vem sendo indicada para varias outras espécies, tais como
Styphnodendron adstringens (Silva et al., 1997), Albizia hasslerii (Zucareli et al.,
1999), Gleditschia amorphoides (Fogaca et al., 2006), Copaifera langsdorffii
(Fogaca et al., 2006), Bauhinia forficata (Krohn et al., 2001), Peltophorum dubium
(Oliveira et al., 2005), Tabebuia serratifolia (Oliveira et al., 2001), Schizolobium
parahyba (Paula et al., 2001).

Verifica-se que a viabilidade de sementes obtida nas concentragbes de
0,05% incubado por 24 horas e 0,1 e 0,3%, incubada por 10 e 24 horas nao
diferiram (p > 0,05) do resultado do teste de germinacdo e emergéncia. Esse
resultado permite recomendar o método do teste de tetrazdlio como substituto
confiavel do teste de germinacédo para avaliacdo da viabilidade de sementes de
Melanoxylon brauna.

Segundo Ferreira et al. (2004), os resultados dos testes de germinagao e
de tetrazolio devem ser semelhantes, com margem de 5% de diferenca entre eles.
Essa afirmacgédo confirma-se para a espécie estudada, bem como para outras
espécies florestais, cuja metodologia para o teste foi estabelecida e os resultados
permitem recomenda-los (Tabela 2).

A obtencgao de coloragao uniforme e adequada para a interpretagao segura
e eficiente é fator importante para o sucesso do uso do teste (Bhering et al.,
2005). Para a espécie estudada, deve-se levar em consideragdo a tipica
coloracéo verde dos cotilédones, cuja pigmentacao ird se somar a pigmentagao
do reagente tetrazélio (Figura 1).

As sementes classificadas nas categorias 1, 2 e 3 apresentaram coloragao
rosea uniforme tipica de tecidos vivos e vigorosos (Figura 1). De acordo com
Moore (1985), tecidos vigorosos tendem a colorir gradual e uniformemente e,
quando embebidos, apresentam-se turgidos. A ocorréncia de vermelho intenso é
caracteristica de tecidos em deterioracdo, que permitem uma maior difusdo da
solugdo de tetrazolio através de suas membranas celulares comprometidas
(Franca Neto, 1998).

As sementes das categorias 5 e 6 apresentaram coloragdo vermelho

intenso com grande desuniformidade, afetando em ambos casos a regiao
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vascular e o cilindro central, regides criticas na semente. Na regido vascular
localizam-se os vasos que conectam o eixo embrionario aos cotilédones, sendo
de grande importédncia para o transporte de substancias de reserva dos
cotilédones a plantula nas fases iniciais da germinagdo e emergéncia. Sendo
assim, o cilindro central € a regido mais critica do eixo radicula-hipocdtilo, pois
caso algum dano o atinja, a semente sera considerada inviavel (Franga Neto,
1998). Manchas avermelhadas na categoria 6 podem ser causadas por atividades
de certos fungos ou bactérias.

Nas sementes enquadradas nas categorias 7, 8 e 9 ndo foram observadas
necroses e nem flacidez excessiva dos tecidos, entretanto, a coloracdo mais
intensa ou a auséncia total de coloragdo indicam sementes inviaveis ou mortas.

Coloragao branca, como nas categorias 4, 8 e 9 indica tecidos mortos, que
nao apresenta atividade enzimatica necessaria a produgao do trifenilformazan
(Franca Neto, 1998).

Dentre os tratamentos cujos resultados de viabilidade das sementes melhor
se correlacionaram ao resultado do teste de germinagdo, sugere-se como mais
promissor a imersao em solugao de tetrazolio 0,05% por 24 horas, pois nesse
tempo de incubagdo tem-se um resultado equivalente ao teste de germinagao
associado a menor concentracdo de solugdo, ou o tratamento de 0,1% por 10
horas, tendo também um resultado equivalente ao teste de germinagéo associado
a um menor tempo de incubacido. Dessa maneira, pode-se aliar caracteristicas
fundamentais atribuidas a um teste de exceléncia, tais como economia e rapidez.
Essas sdo duas caracteristicas relevantes no estabelecimento da metodologia
mais adequada do teste, pois tanto a economia de reagentes em laboratdrio
quanto a economia de tempo gasto (de aproximadamente 96 horas necessario
para o inicio da geminacado para apenas 10 horas no teste de tetrazélio) na
obtencao do resultado podem favorecer a pesquisa em questéao.

Segundo Marcos Filho (1994), dentre os critérios para avaliar a
confiabilidade de um determinado teste para avaliagao da qualidade de diferentes
lotes, a correlagédo dos resultados desse teste com os resultados de emergéncia
em campo é um dos parametros mais adotados. Por outro lado, deve-se ter em
mente que a emergéncia em campo e os testes diretos de avaliagdo da qualidade
das sementes sido afetados por fatores muitas vezes nao observados durante a

condugcao de testes indiretos, como o tetrazdlio, de modo que os resultados
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precisam ser interpretados com a devida cautela e a recomendacédo do teste
acompanhada de devido treinamento. A presengca de fungo ou outro
microorganismo, por exemplo, cujo aparecimento € comum em sementes, pode
causar a baixa germinagao e emergéncia do lote e, no entanto, superestimar sua

viabilidade ao teste de tetrazolio.

5. Conclusao

O teste do tetrazolio mostrou-se bastante promissor para sementes de
Melanoxylon brauna, podendo ser recomendado como alternativa ao teste de
germinacgao.

A metodologia mais indicada como substituta do teste de germinagao para
sementes de M. brauna é a imersao em solucéo de tetrazolio 0,05% por 24 horas
ou a 0,1% por 10 horas.

Estabeleceu-se nove classes de viabilidade para as sementes de M.
brauna pelo teste do tetrazdlio, sendo a viabilidade representada pelas classes 1,
2e3.
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Tabela 1 — Resultados dos testes de tetrazdlio e germinagcdo em sementes e
emergéncia de plantulas de Melanoxylon brauna
Table 1 - Results of tetrazolium test and germination test in seeds and seedling

growth Melanoxylon brauna.

Tetrazolio
Concentragao Tempo Sementes viaveis (%)
(%) (horas)
10 83,0B
0,05
24 90,0 A
10 90,0 A
0,1
24 94,0 A
10 95,0 A
0,3
24 95,0 A
Teste de germinagéao 97,0 A
Porcentagem de emergéncia 93,0A

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem entre si,

pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 1. Classes para a determinagdo da viabilidade de sementes de

Melanoxylon brauna pelo teste do tetrazolio.

Figure 1- Viability determination categories of Melanoxylon brauna seeds

submitted to tetrazolium test.
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ARTIFICIALLY AGED
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QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE MELANOXYLON
BRAUNA ENVELHECIDAS NATURAL E ARTIFICIALMENTE

Resumo - Os testes de avaliagcdo de qualidade de sementes tem por objetivo
conhecer o grau de deterioracdo de maneira rapida e segura. Entretanto, as
sementes das diferentes espécies ndo respondem sempre igualmente a cada um
deles, o que obriga a procura do teste que melhor avalie as suas condi¢des
fisiologicas. O presente artigo teve por objetivo avaliar o comportamento das
sementes de Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae (brauna) no
processo de deterioracdo em relacdo a diferentes métodos de envelhecimento
(natural e artificial). As sementes foram envelhecidas naturalmente durante 0, 3,
6, 9 e 12 meses em camara fria e artificialmente durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas
em camara de envelhecimento acelerado, com objetivo de avaliar as possiveis
mudangas na qualidade fisiolégica. Para isso, foram avaliados o indice de
velocidade de germinagdo, a porcentagem de germinagao, o tempo meédio de
germinacao, a emergéncia de plantulas normais, a condutividade elétrica, além do
teste do tetrazdlio. O envelhecimento natural e artificial afetaram de forma
semelhante a qualidade fisiolégica de sementes de brauna, promovendo redugéo

da viabilidade e do vigor.

Palavras chave - vigor, viabilidade, deterioracdo, armazenamento, sementes

florestais.
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PHYSIOLOGICAL QUALITY OF MELANOXYLON BRAUNA SEEDS
NATURAL AND ARTIFICIALLY AGED

ABSTRACT - The objective of the quality evaluation tests is to establishing the
decay degree using a fast and safe method. However, the seeds of different
species do not always respond equall to each of them, so it si necessary to search
for the best tests to evaluate their physiologic conditions. The objective of the
present work was to evaluate the behavior of the seeds of Melanoxylon brauna —
Leguminosae-Caesalpinodeae (brauna) in relation to different aging methods
(natural and artificial) during decay. The seeds were naturally aged during 0, 3,6, 9
and 12 months in cold chamber and artificially in a fast aging chamber during O,
24, 48, 72, and 96 hours to evaluate possible changes in the physiologic quality.
Therefore, the germination speed index, the germination percentage, the
germination average time, the emergence of normal seedlings, the electric
conductivity, as well as the tetrazolium test were evaluated. The natural and
artificial aging affected in a similar manner the physiologic quality of the seeds

causing reduction of the viability and vigour of the seeds.

Key Words - vigor, viability, deterioration, storage, forest seeds.
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1. Introducao

O conhecimento basico acerca do processo de deterioragdo permite
melhores bases para a conservagao de sementes ex-situ, técnica de baixo custo
€ que proporciona garantia de conservagao de sementes viaveis a longo prazo
(Roberts, 1973; FAO, 1983; Carneiro, 1985, Carvalho & Nakagawa, 1988),
possibilitando sua utilizagao para a producdo de mudas, especialmente nos casos
em que a semeadura n&o ocorre imediatamente apos a colheita.

Altas temperatura e umidade durante o armazenamento das sementes
contribuem para o aumento da deterioragdo (McDONALD, 1999). Entretanto, o
efeito de ambos na longevidade de diferentes espécies pode variar com as
caracteristicas estruturais e bioquimicas das sementes.

A utilizagdo da técnica de envelhecimento artificial, na qual se utiliza altas
temperatura e umidade relativa do ar, promove rapida deterioracdo das sementes,
permitindo a avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes em poucos dias. O
teste tem como principio promover a rapida deterioragdo de sementes, quando
expostas as condicdes adversas de temperatura e umidade relativa do ar, que
s&o os fatores ambientais mais relacionados a deterioragdo (Marcos-Filho, 1999).
De modo geral, as sementes de baixo vigor apresentam acentuada queda na sua
viabilidade, enquanto as sementes de vigor mais elevado mantém a capacidade
de produzir plantulas normais e maior percentual de viabilidade.

O comportamento das sementes florestais armazenadas € amplamente
variavel e as informagdes sobre fisiologia dessas sementes s&o ainda escassas e
dispersas, sendo raros os estudos disponiveis sobre os padrées de longevidade
no armazenamento ou em campo. Além disso, os resultados na literatura
referentes ao tipo de envelhecimento usado em testes que visam estudar o vigor
e deterioragcdo das sementes sdo bastante contraditérios. Alguns autores afirmam
haver boa correlacdo entre envelhecimento natural e acelerado, sendo os
mecanismos promotores da deterioragdo os mesmos em ambas as situacgdes,
somente variando a velocidade em que ocorrem (Delouche e Baskin, 1973;
Marcos-Filho, 1994; Santos e Paula, 2007), ao passo que outros autores afirmam
que o envelhecimento artificial ndo reproduz de forma confiavel os eventos

metabdlicos que acontecem durante o armazenamento, portanto ndo sendo
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recomendado como simulador do processo de envelhecimento natural (Bailly et
al., 1996, Fanan et al., 2006).

Varios outros métodos de avaliacdo da qualidade de sementes vem sendo
empregados no estudo da viabilidade de lotes de sementes armazenados, como o
teste do tetrazolio e da condutividade elétrica, este um dos mais usados (Loeffler
et al. 1988; Marcos Filho et al. 1990; Bruggink et al. 1991; Bonner, 1991; Santos,
1993; Borges et al., 1990; Corvello et al., 1999; Santos e Paula, 2000; Cherobini
et al., 2008). Paula (1997) correlacionou o aumento na condutividade elétrica das
sementes de Hevea brasiliensis com o0 aumento da deterioracdo, que foi
proporcional ao aumento da temperatura de armazenamento das sementes. Além
da condutividade, o indice de velocidade de germinagdo (IVG), a emergéncia de
plantulas e o estresse hidrico sdo bons parametros fisiolégicos empregados no
estudo da deterioragdo de sementes (Marcos Filho, 2005).

Estas informacbes, além de relevantes para a pesquisa basica, sao
essenciais para melhor entendimento dos processos ecologicos de
estabelecimento de plantas, sucessao e regeneragdo dentro das comunidades e
constituem ferramenta basica na conservagéo nos bancos de germoplasma, seja
para cultivos comerciais, ou para reflorestamento e preservagao da espécie.

Brauna preta (Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae) é
arvore nativa muito conhecida pela qualidade e durabilidade de sua madeira. Sua
ocorréncia esta descrita para a floresta atlantica, desde o sul da Bahia até Sao
Paulo, Minas Gerais (LORENZI, 1992), Goias, Rio Grande do Norte, Mato Grosso,
Maranhdo e Piaui (IBAMA, 2008). Entretanto, devido a exploragéo excessiva e
falta de replantios, a espécie esta classificada como vulneravel, conforme a “lista
oficial de flora ameagada de extingao” (IBAMA, 2008).

Face a relevancia de tais estudos e a escassez de informacdes com
espécies florestais, este trabalho teve como objetivo avaliar as mudangas na
qualidade fisiologica de sementes de brauna submetidas ao envelhecimento

natural e artificial.
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2. Material e Métodos

Foram utilizadas sementes de Melanoxylon brauna colhidas na regiao de
Vigcosa - Minas Gerais, obtidas de aproximadamente 15 arvores. Durante o
beneficiamento foram eliminadas sementes imaturas, deterioradas ou danificadas.
Apdés as primeiras analises, as sementes foram armazenadas no Laboratério de
Analise de Sementes Florestais (LASF) da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
em embalagens plasticas colocadas dentro de tubos de papelao (25 x 22, 5 cm),
em camara fria a, aproximadamente, 5°C e 60% de umidade relativa durante o
periodo das analises.

Antes de cada experimento as sementes foram tratadas com solugao de
Captan 0,5% por 60 segundos.

No envelhecimento natural, todas as analises foram realizadas em
sementes recém colhidas (sem armazenamento — tempo zero), usadas como
controle, e a cada trés meses durante 12 meses de armazenamento em camara
fria. Para o envelhecimento artificial foram utilizadas caixas gerbox, contendo
40mL de agua destilada, as quais foram colocadas em cadmara de envelhecimento
artificial nas temperaturas aproximadas de 40, 45 e 50°C e 100% de umidade
relativa do ar. Os tempos de envelhecimento foram de 0, 24, 48, 72 e 96 horas,

As sementes foram mantidas separadas da agua por telas de nylon.

2.1. Germinagao

Foi determinada pela contagem das sementes germinadas no periodo de
10 dias. As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel de filtro tipo
germitest umedecidas com agua, em placas de Petri e mantidas em germinador a
25°C e luz constantes, proporcionada por quatro lampadas de 20W, tipo Luz do
dia. Foram consideras germinadas as sementes que emitiram radicula. O
reumedecimento foi feito sempre que julgado necessario. Os resultados foram
expressos em porcentagem meédia. Foram utilizadas cinco repeticbes de 20
sementes cada.

Para o calculo do indice de velocidade de germinagao (IVG), foi utilizada a

férmula de Maguire, citada por Silva e Nakagawa (1995).
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Férmula de Maguire (1962)
IVG — indice de velocidade de germinacéo

IVG = Z[%J ni— n° de sementes/tempo (dias)

t — tempo

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco
repeticbes e os resultados submetidos a analise de variancia e regresséo,
utilizando-se o programa Statistica 8.0. Para a comparacao das médias, adotou-
se o teste F e o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Para os graficos de
germinacgao e emergéncia ajustou-se um modelo de regresséo nao linear (modelo
logistico), cujas esquagdes se encontram em anexo e para condutividade e teste
do tetrazolio ajustou-se modelos de equacio linear. Usou-se para todas as

equagdes o R, ajustado.

2.2. Estresse hidrico

A determinacao da resisténcia ao estresse hidrico foi estabelecida usando-
se solugao de polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). Baseado em experimento prévio
em que foram testados diferentes potenciais osméticos (-0,1, -0,2, -0,3, -0,4 e -0,5
MPa) para o estabelecimento do limiar de tolerancia da espécie e determinagao
do melhor potencial a ser usado durante os testes, foi utilizado o potencial de -
0,1Mpa nos tempos de zero (testemunha), 24, 48 e 72 horas. Foram utilizados

cinco repeticbes de 20 sementes cada.

2.3. Emergéncia de plantulas

As sementes foram colocadas para germinar em sementeiras contendo
areia lavada. Realizou-se a contagem do numero de plantulas 20 dias apds a
semeadura e avaliadas quanto: (1) sanidade - as plantulas que apresentaram
sintomas de doencas, lesbes de tecido na regido do colo, murcha e seca; (2)
Numero final de plantas - foi avaliada pela porcentagem de plantulas normais até

os 20 dias. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes de 20 plantulas cada.

60



2.4, Condutividade elétrica

Sementes n&o danificadas foram colocadas em erlenmeyers com 75 mL de
agua deionizada a 25°C, por 24 horas. A condutividade elétrica do lixiviado foi
determinada utilizando-se condutivimetro MICRONAL, modelo B 330, eletrodo
com constante 0,7, conforme procedimento descrito por Woodstock (1973). O
resultado obtido foi expresso em mS cm™ g'1. Foram utilizadas cinco repeticdes
de 20 sementes.

2.5. Teste de Tetrazélio

As sementes foram pré-condicionadas por imersdao em agua destilada a
25°C por 12 horas. Posteriormente, retirado o tegumento das sementes, os
embrides foram submersos em solugdo de tetrazélio (pH 6,5) 0,05% e mantidas
no escuro a temperatura de 25°C por 24 horas, para coloracdo. Apos este
periodo, as sementes foram lavadas em agua corrente e deixadas submersas em
agua até o momento da avaliagdo. Cada embrido foi cortado longitudinalmente
avaliando-se a intensidade da coloragdo, presenca de areas leitosas, aspectos
dos tecidos e localizagao da coloracdo em relacdo aos cotilédones e ao eixo
embrionario. Os embrides foram classificados em categorias de viaveis e inviaveis
de acordo com os padrdes propostos por Grabe (1976), ISTA (1993) e Moore
(1972).

3. Resultados e Discussao

O envelhecimento natural no decorrer de 12 meses de armazenamento das
sementes de Melanoxylon brauna acarretou progressiva redugao na capacidade
germinativa das sementes e do indice de velocidade de germinacéo (IVG), além
de aumento no tempo médio de germinagao (TMG) (Tabela 1).

A porcentagem de germinagdao e o IVG das sementes de Melanoxylon
brauna reduziram gradativamente com o envelhecimento artificial (Tabela 2).
Ambos os parametros ndo apresentaram redugdes significativas a 40°C até 72
horas de envelhecimento o que ocorreu apenas a 96 horas, quando detectaram-

se 0s menores valores de viabilidade e vigor, respectivamente. O fato de as
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sementes ja estarem pré-embebidas, pela exposicdo a alta umidade durante o
periodo de envelhecimento artificial, ao serem colocadas para germinar, pode
explicar o fato de ndo haver diminuicdo na porcentagem de germinagéo e IVG.
Entretanto, a 45°C, houve reducdo na porcentagem de germinagcdo ja nas
primeiras 24 horas de envelhecimento, queda esta que aumentou gradativamente
com o aumento do tempo de envelhecimento. Quanto ao IVG, percebe-se que a
reducao nos valores nao foi significativa nas primeiras 24 horas, mas passando a
haver diferenga significativa (p > 0,05) em relagdo a testemunha a partir de 48
horas. De novo, possivelmente as altas temperaturas e umidades na camara de
envelhecimento resultaram em maior velocidade de germinacdo de algumas
sementes mais vigorosas. Houve também diferenca significativa entre os valores
de porcentagem de germinagao e do IVG a partir de 24 horas de envelhecimento
entre as temperaturas de 40 e 45°C (Tabela 2).

As sementes envelhecidas a 40°C por 96 horas tiveram sua capacidade
germinativa reduzida significativamente para 55% em relagdo aos demais tempos,
0 mesmo ocorrendo a 45°C, pelo mesmo tempo, quando alcancaram 29% de
germinagao (Tabela 2). O envelhecimento artificial a 40°C por 96 horas simulou,
de forma bastante aproximada, o comportamento germinativo das sementes
armazenadas por 12 meses em camara fria a 20°C, ao passo que a temperatura
de 45°C teve influéncia negativa mais drastica sobre a germinagdo das sementes.

Diferente do observado nas sementes armazenadas, o TMG ndo mudou
significativamente (p > 0,05) com o aumento do envelhecimento artificial,
provavelmente pelo mesmo motivo que favoreceu a estabilizacdo do IVG,
retardando seu decréscimo. A variagdo no TMG nao foi significativa (p > 0,05)
para ambas as temperaturas de exposi¢cao ao envelhecimento artificial (Tabela 2).

O limiar da tolerancia a temperatura dessas sementes esta estabelecido entre
45 e 50°C, pois a segunda provocou a morte das sementes (dado ndo mostrado).
Semente de Dalbergia nigra mostram-se muito mais sensiveis, sendo a
temperatura de 40°C por 48 horas suficiente para provocar a morte das sementes
(Borges et al., 2000).

O teste padrao de germinagcdo € comumente utilizado como indicador da
viabilidade e para predizer a emergéncia em campo quando a semeadura é
realizada em condi¢cbes ideais de solo (Marcos Filho, 2005). Entretanto, tais

condicbes raramente ocorrem e esse parametro de avaliacdo da viabilidade
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sobreestima a emergéncia no campo. Para Delouche (1974), o teste de
germinagdo é um paréametro pouco sensivel do vigor das sementes, porque
enfoca a consequéncia final da deterioragdo e nao considera as perdas que
ocorrem antes que a capacidade germinativa diminua.

O padrao de redugao na emergéncia das plantulas durante o armazenamento
natural (Figura 1a) é semelhante aquele obtido na germinagcdo das sementes
(Tabela1), entretanto com quedas mais acentuadas no primeiro. Houve redugao
progressiva de emergéncia de plantulas de 93%, no tempo zero (sem
armazenamento) para 86%, 78%, 55% e 25% aos trés, seis, nove e 12 meses de
armazenamento, respectivamente (Figura 1a). Entre zero e trés meses de
armazenamento, apesar do decréscimo na porcentagem de emergéncia das
plantulas, o tempo médio de iniciagdo na emergéncia das plantulas ainda nao é
afetado (Figura 1b), havendo, entretanto, consideravel atraso e desuniformidade
da emergéncia de plantulas das sementes armazenadas nos demais tempos
(Figura 1b).

O numero de plantulas emergidas também foi reduzido progressivamente
no envelhecimento artificial a 40°C e 45°C (Figuras 1c e 1e, respectivamente),
observando-se perda completa da capacidade de emergéncia a partir das 96
horas quando expostas ao envelhecimento artificial a 45°C (limite maximo de
tolerancia). Entretanto, nessa mesma condigdo, as sementes ainda mantinham
capacidade de germinagao. Nota-se que o envelhecimento artificial a 45°C por 72
horas teve efeito mais acentuado na emergéncia das plantulas do que o
apresentado por aquelas mantidas por 12 meses em camara fria, mostrando
causar maior deterioracdo das sementes. Esses resultados confirmam a
afirmativa de Delouche (1974) e Rao et al (2006) demonstrando que o teste de
germinagao esta sobre-estimando a viabilidade do lote de sementes, e 0 sucesso
de suas mudas em campo. O mesmo comportamento foi observado para as
sementes de M. brauna tanto envelhecidas natural quanto para as sementes
envelhecidas artificialmente.

Resultados obtidos por Rao et al. (2006) reforcam o conceito de que o
envelhecimento das sementes afeta o desenvolvimento das plantulas antes da
perda da capacidade de germinar. Confirmando a afirmacdo de Rao et al (2006),
resultados do presente estudo foram semelhantes em ambos os tipos de

envelhecimento (natural e artificial), em afetarem o desempenho na emergéncia
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das plantulas pela deterioracado antes dos efeitos aparecerem na germinacao das
sementes. Nota-se que a semente é capaz, inicialmente, de germinar (emitir
radicula), no entanto € incapaz de crescer e desenvolver em plantula normal.

Sementes de Melanoxylon brauna parecem bastante sensiveis ao
envelhecimento artificial quando comparadas as sementes de Peltophorum
dubium, que mostraram reducao significativa do numero de plantulas emergidas
apenas a partir de 144 horas de envelhecimento a 45°C (Perez, et al 1999) e
Cedrella fissilis cuja viabilidade é comprometida apds 24 horas de exposi¢ao a
50°C (Borges el al., 1991). Entretanto, outras espécies mostraram-se mais
sensiveis que Melanoxylon brauna, tais, como Pinus elliotti e Anadenanthera
colubrina, que expostas a 24 horas a 40°C, tiveram reducdo drastica na
viabilidade das sementes, e formacao de mudas comprometida (Kageyama et al.,
1980; Garcia et al., 2004, respectivamente).

A uniformidade na emergéncia das plantulas é perdida a medida que se
aumenta o envelhecimento, seja natural ou artificial. Entretanto, as sementes
envelhecidas a 40 e 45°C apresentaram menor desuniformidade na emergéncia
do que das plantulas oriundas de sementes armazenadas (Figuras 1b, 1d e 1f).

Foram conduzidos experimentos preliminares com sementes recém
colhidas, para avaliar a amplitude de tolerancia das sementes de M. brauna a
restricao hidrica, submetendo-as aos potencias de -0,1 a -0,5 MPa. As sementes
foram capazes de germinar até o potencial de -0,3 MPa e ndo ha germinagéo a
partir de -0,4 MPa. Houve 77% de germinagdo no potencial de -0,1 Mpa,
enquanto nos demais casos a porcentagem foi reduzida a 15 e 10% nos
potenciais de -0,2 e -0,3MPa, respectivamente (Figura 2a). Por essa razdo, o
potencial de -0,1 MPa foi adotado como um dos parametros avaliadores do vigor
do lote de sementes

O potencial hidrico de -0,1MPa reduziu a germinagao de 97%, no controle
(sementes recém colhidas germinadas em agua), para 77%, 26%, 13%, 10% e
8% de germinacdo nas sementes aos zero, trés, seis, nove e 12 meses de
armazenamento, respectivamente (Figura 2c). Observa-se também atraso no
inicio da germinagédo, em aproximadamente quatro dias no controle (Figura 2b),
para sete dias no potencial hidrico de -0,1MPa (Figura 2d).

As sementes expostas ao envelhecimento artificial quando germinadas no

potencial de -0,1MPa, tiveram sua germinagao reduzida de 77%, obtido nas
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sementes nao envelhecidas (tempo zero), para 50, 13 e 3% a temperatura de
40°C (Figura 2e), e 46, 2 e 0% a temperatura de 45°C, por 24, 48 e 72 horas,
respectivamente (Figura 2g).

As sementes envelhecidas a 40°C por 24 horas (Figura 2f) tiveram a
germinacao acelerada. O aumento da temperatura e umidade relativa a que as
sementes s&o submetidas na camara de envelhecimento conferem maior
tolerancia ao estresse hidrico em virtude dessas sementes ja estarem pré-
embebidas quando postas em contato com a solucdo -0,1MPa. Ao contrario, as
sementes envelhecidas naturalmente (armazenadas) foram mais influenciadas
pelo estresse hidrico, pois foram colocadas secas em contato com a solugao
osmatica (Figura 2c).

As sementes foram mais sensiveis ao estresse hidrico quando foram
submetidas ao envelhecimento artificial em relagdo ao envelhecimento natural.
Em situacao de restricao hidrica, as sementes envelhecidas a 40 e 45°C por 72 e
48 horas tiveram seu limiar maximo de tolerancia, respectivamente, ndo havendo
germinacao apos esse periodo. As sementes envelhecidas naturalmente foram
capazes de germinar até os 12 meses. Percebe-se que as sementes sob
envelhecimento artificial a 40°C por 72 horas apresentam comportamento préximo
aqueles das envelhecidas naturalmente, podendo também ser utilizado como
indicador.

A deterioracdo das sementes armazenadas, avaliada pela condutividade
elétrica, mostrou aumento, variando de cerca de 0,44 ms cm’” g'1 nas sementes
recém colhidas para 1,95, 3,15, 3,83 e 4,63 ms cm™ g aos trés, seis, nove e 12
meses de armazenamento, respectivamente (Figura 3a). Os lixiviados celulares
liberados das sementes podem ser correlacionados com a degradagao das
membranas e reducao do vigor. De forma inversa, a porcentagem de sementes
viaveis avaliadas pelo teste do tetrazodlio, diminuiu significativamente (p < 0,05)
passando de 94% nas sementes recém colhidas para 87%, 83%, 72% e 53% aos
trés, seis, nove e 12 meses de armazenamento, respectivamente (Figura 3b).

A deterioragdo provocada pelo envelhecimento artificial também foi de
aumento da condutividade elétrica nas temperaturas de 40 e 45°C (Figuras 3c e
3e), o que é confirmado, de forma inversamente proporcional, pela redugéo na
porcentagem de sementes viaveis analisadas pelo teste do tetrazdlio (Figuras 3d

e 3f). Esses dois testes de analise do vigor foram aplicados nas sementes
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envelhecidas até 72 horas em ambas temperaturas, pois as sementes
envelhecidas por 96 horas apresentaram elevado grau de apodrecimento.

Considerando-se a perda da capacidade de germinar como o ultimo evento
que acontece no processo de deterioragao (Delouche, 1974; Marcos Filho, 2005),
sugere-se que uma sequéncia de eventos ocorra nas sementes apos a
maturidade fisiologica e antes da perda completa da sua viabilidade. Segundo
Delouche e Baskin (1973) e Carvalho (1994), essa sequéncia provavel de
alteragdes na semente se inicia com a desorganizagédo de membranas e perda do
controle de sua permeabilidade. De acordo com Vieira et al. (1994), as altera¢des
degenerativas, que ocorrem nas estruturas internas da semente durante o
envelhecimento, promovem descontrole no metabolismo e nas trocas de agua e
de solutos entre as células e o meio exterior, determinando a queda da viabilidade
e vigor da semente, e isso € verificado pelo aumento na quantidade de lixiviados
durante o processo de embebicao (Lin, 1988; Marcos Filho et al., 1990).

Os testes de vigor baseados na integridade dos sistemas de membranas
da semente vém merecendo especial ateng¢ao, por identificar o processo de
deterioracdo na sua fase inicial e permitir que medidas corretivas sejam tomadas
para reduzir ou minimizar o seu efeito na qualidade fisiolégica da semente (Dias e
Marcos Filho, 1996).

O aumento da condutividade de lixiviados foi um dos primeiros sintomas da
deterioragdo observados em soja (Ferguson et al., 1990). Sementes deterioradas
de cevada, exudaram de 20 a 30% do total de agucares (Abdul-Baki & Anderson,
1972), e sementes de Trifolium incarnatum exudaram 60 a 70% do total de
aminoacidos (40% a mais que as sementes viaveis) (Ching & Schoolcraft, 1968).
E ampla a literatura disponivel acerca do uso da condutividade elétrica no estudo
da deterioracdo de sementes cultivadas (Ching & Schoolcraft, 1968; Abdul-Baki &
Anderson, 1972; Ferguson et al., 1973; Woodstock et al. 1985; Loeffler et al.
1988; Marcos Filho et al. 1990; Bruggink et al. 1991; Santos, 1993), e, mais
recentemente, estudos vem sendo realizados visando verificar sua aplicabilidade
em sementes florestais (Santos e Paula, 2005), podendo-se citar algumas
espécies de Pinus (Bonner, 1991), Inga uruguensis (Barbedo e Cicero, 1998),
Cedrela fissillis (Borges et al., 1990; Corvello et al., 1999; Cherobini et al., 2008),
Piptadenia cummunis (Borges et al., 1992), Dalbergia nigra (Marques et al.,

2002a; Marques et al., 2002b), Guazuma ulmifolia (Gongalves, 2003), Copaifera
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langsdorffii (Ferreira et al., 2004), Tabebuia Chrysotricha (Fonseca et al., 2005),
Sebastiania commersoniana (Santos e Paula, 2005) e Caesalpinia peltophoroides
(Pontes et al., 2006), tendo sido um dos primeiros sintomas da deterioragao
observados nessas sementes.

Sementes de M. brauna tiveram o teor de agua variando de 12% a 14%
durante o periodo de armazenamento. Valores estes considerados altos quando
comparados ao teor de agua observado para outras espécies florestais
armazenadas, o que pode ter contribuido para aceleragao da atividade celular e
consequente deterioracao.

Tais resultados poderiam ser esperados, pois diversos autores relatam
como aspecto bioquimico determinante na deterioragdo a perda da integridade da
membrana (Heydecker, 1972; Ferreira & Borguetti, 2004; Marcos Filho, 2005;
Faria, 2006) por meio da ag¢ao de radicais livres, (Koostra e Harrington, 1973) com
consequente aumento na condutividade dos lixiviados celulares (Woodstock,
1973; Coolbear, 1995). A lixiviagdo metabdlica esta associada ao vigor, uma vez
que a perda da integridade das membranas acarreta em perda de elementos
essenciais e de constituintes celulares, favorecendo o aparecimento de

microorganismos (Woodstock, 1973).

4. Conclusao

Comportamento germinativo € bastante semelhante entre as sementes
submetidas ao envelhecimento natural por 12 meses e as submetidas ao
envelhecimento artificial a 40°C por 96 horas, podendo-se, nesse caso, sugerir o
envelhecimento artificial como substituto confiavel para estimar o potencial de
armazenamento.

Entretanto, quando analisadas emergéncia de plantulas e estresse hidrico,
as observagdes permitem concluir, de modo geral, que o envelhecimento artificial,
em qualquer temperatura, impde uma deterioragdo mais drastica do que a natural

até os 12 meses de armazenamento.
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Tabela 1 — Porcentagem de germinacéo, indice de velocidade de germinacao (IVG) e

tempo médio de germinagdo (TMG) de sementes de Melanoxylon brauna para o

envelhecimento natural (0, 3, 6, 9 e 12 meses).

Table 1 - Percentage of germination, index of germination speed (IVG) and average

time of germination (TMG) of Melanoxylon brauna seeds to natural aging (0, 3, 6, 9 e

12 meses).
Armazenamento Germinacao IVG TMG (dias)
(meses) Acumulada (%)
0 97,0 A 4,65 A 4,33 B
3 85,0 AB 3,74B 475B
6 80,0 B 3,00B 5,66 B
9 75,0B 2,86 B 5,53 B
12 57,0C 1,57 C 7,38 A

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de

Tukey (p > 0,05).
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Tabela 2 — Porcentagem de germinacéo, indice de velocidade de Germinacéo (IVG)

e tempo médio de germinagdo (TMG) de sementes de Melanoxylon brauna
submetidas ao envelhecimento artificial a 40°C e 45°C por 0, 24, 48, 72 e 96

horas.

Table 2 — - Percentage of germination, index of germination speed (IVG) and average

time of germination (TMG) of Melanoxylon brauna seeds during accelerated aging
to 40°C and 45°C for 0, 24, 48, 72 e 96 hours.

Tempo Germinacéo (%) IVG TMG (dias)

(horas)/

temperatura 40°C 45°C 40°C 45°C 40°C 45°C
0 97 aA 97 aA 486 aA | 4,86aA | 427 aA | 4,27 aA
24 95 aA 71 bB 544 aA | 3,27 bAB | 3,86 aA | 4,82 aA
48 88 aA 68 bB 505aA | 293bB | 3,88aA | 4,98 aA
72 82 aA 65 bB 435aA | 255bB | 4,30aA | 553 aA
96 55 aB 29 bC 243aB | 1,14bC | 554 aA | 545aA

Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula na coluna, e minuscula na linha,

nao diferem entre si, pelos Testes F e Tukey (p > 0,05).
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FIGURA 1 — Porcentagem e frequéncias relativas de emergéncia de pléntulas normais
de Melanoxylon brauna em fungédo do envelhecimento natural (a — b) e artificial a 40°C
(c-d)ed5°C (e - f).
Figure 1 — Percentage and relative frequency of emergence of normal seedling of seeds
of Melanoxylon brauna during the natural ageing (a — b) and accelerated ageing 40°C (c
- d) and 45°C (e - ).
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FIGURA 2 — Porcentagem e frequéncias relativas de germinagdo das sementes de
Melanoxylon brauna submetidas a diferentes potenciais hidricos (a - b); ao
potencial hidrico de -0,1MPa em funcédo do envelhecimento natural (c - d) e
artificial a 40°C (e - f) e 45°C (g - h).

Figure 2 — Percentage and relative frequency of germination of seeds of seeds of
Melanoxylon brauna submitted the different water potentials (a — b); -0,1MPa
water potentials in function of natural (c - d) and artificial ageing at 40°C (e — )
and 45°C (g - h).
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FIGURA 3 — Condutividade elétrica e porcentagem de sementes viaveis pelo teste do
tetrazolio a 0,1% por 10 horas de sementes de Melanoxylon brauna, em fungédo do
envelhecimento natural (a - b) e artificial a 40°C (c - d) e 45°C (e - f).

Figure 3 — Eletrical conductivity and percentage of viable seeds by tetrazolium test at 0,1%
for 10 hours of seeds of Melanoxylon brauna under natural (a - b) and artificial ageing at

40°C(c - d) and 45°C (e - f).
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ANEXO |

Equacdes de regressao nao linear (modelo logistico) - Figura 1.

Tratamento

Equacgao

Emergéncia de plantulas

Tempo zero (TO)

Y =92,61(1+39120,21 ¢ " Ryy =0,9990; S =2,0314

Y =85,08 (1+32242,04 ¢ | Ryj =0,9989; S =1,9585

3 meses

6 meses Y = 76,9(L+34455,74 " )" Ryj =0,9990; S =1,5104
9 meses Y = 61,41(1+ 2361667,6 ¢ ™ | " Ryy =0,9952; S = 2,0127
12 meses Y = 26,15 (1.+ 4513,26 /°° )" Ryj =0,9969; S = 0,8637

24 horas 40°C

1

Y =74,28 (1+1198,42 %™ "Ryy =0,9973;S = 2,5769

48 horas 40°C

72 horas 40°C

1

Y =51,77 (1+ 680,35 ¢ ) Ryy =0,9978;S =1,5618

96 horas 40°C

1

J
J
Y = 54,54 (1+ 406,59 £ 5 "Ry =0,9972; S =1,8126
)
)* Ryy =0,9986; S =1,0274

Y= 42,91(1+ 12720,62 ¢ ™

24 horas 45°C

Y = 48,75 (1+370,33 /" | Ry =0,9977;S =1,4787

48 horas 45°C

Y = 25,10 (1+ 453,49 £°% )" Ryj =0,9938; S =1,2943

72 horas 45°C

Y =3,06 (1+281,12 ¢°* ] Ryj =0,9861; S = 0,2299

96 horas 45°C
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ANEXO Il

Equacgdes de regressao nao linear (modelo logistico) - Figura 2.

Tratamento Equagio
— 1,9x Yl -~ o
W0 MPa Y = 96,10 (1+1332,60 /% ' Ry =0,9992; S =1,8959
o _ 094 Yl oo o
= W .01 MPa Y =81,21(1+ 987,69 ¢°% ) Ry§ =0,9974; S = 2,4106
— 1,04x Y1 By C o
g ¥ 0.2 MPa Y =15,22 (1+405,71¢° " Ry§ =0,9973; S =0,5349
qg’ 1,23 Yl oo .
K] ¥ -0.3 MPa Y =10,07 (1+2001,09 /2 J* Ry§ =0,9973; S =0,3669
W -0.4 MPa

Germinagéao (¥ - 0,1 MPa)

Tempo zero (TO)

Y =81,21(1+987,69 £°* J'Ryy =0,9974; S = 2,4106

Y = 26,99 (L+3740,79 ¢ " Ry =0,9968; S =1,0442

3 meses

6 meses Y =13,74(1+1267,86 /% )" Ryj =0,9964; S = 0,5364
9 meses Y =10,92 (1+4592,98 ¢ J' Ryj = 0,9974; S = 0,3413
12 meses Y = 8,46 (1+10219,41 /% | Ryy =0,9914; S = 0,5017

24 horas 40°C

Y =47,23(1+341,6 12 )" Ryj =0,9947; S = 2,4309

48 horas 40°C

Y =12,39 (1+34012,54 ¢ J* Ryj = 0,9954; S = 0,6463

72 horas 40°C

Y = 3,06 (1+122516,98 ¢ " Ryj =0,9971;S =0,1199

96 horas 40°C

24 horas 45°C

Y = 44,12 (1+ 347,59 % ' Ryj = 0,9940; S =2,4068

48 horas 45°C

Y =0,05(1+1,38 ¢2* " Ryy =0,9851; S =0,1791

72 horas 45°C

96 horas 45°C

82




Capitulo lll

ESTUDO ENZIMATICO DA DETERIORAGAO DE SEMENTES DE
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ARTIFICIALMENTE

ENZIMATIC STUDY OF DETERIOATION OF MELANOXYLON BRAUNA SEEDS

NATURAL AND ARTIFICIALLY AGED
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ESTUDO ENZIMATICO DA DETERIORAGAO DE SEMENTES DE

Melanoxylon brauna ENVELHECIDAS NATURAL E ARTIFICIALMENTE

Resumo — A deterioracdo de sementes é fato irreversivel, podendo, no maximo,
ser retardada com aplicagao de técnicas que reduzam a velocidade das reagdes
metabdlicas envolvidas. Nao ha conhecimento especifico para sementes florestais
quanto ao processos metabdlicos envolvidos durante o armazenamento, o que
dificulta o estabelecimento de técnicas para o sua conservagdao adequada.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar a participagcdo de enzimas do
estresse oxidativo e metabolismo de lipidios reconhecidamente como processos
envolvidos na deterioragdo de sementes durante o armazenamento. Sementes
de brauna (Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae) foram
envelhecidas naturalmente durante o armazenamento por 0, 3, 6, 9 e 12 meses
em camara fria e artificialmente (envelhecimento acelerado) durante 0, 24, 48, 72
e 96 horas, com objetivo de avaliar alteragbes na atividade das enzimas
superoéxido dismutase, catalase e peroxidase. Para isso, foram realizados testes
de germinacao, atividade enzimatica e teor de lipidios no eixo embrionario e
cotilédones. Os envelhecimentos natural e artificial afetaram de forma semelhante
o comportamento bioquimico de sementes de brauna, promovendo reducdo da
viabilidade e do vigor. O envelhecimento artificial das sementes por 72 horas a
45°C parece simular bem o comportamento enzimatico manifestado pelas
sementes armazenadas por 12 meses em camara fria. Houve redugéo gradativa

das reservas de lipidios em ambos os sistemas se envelhecimento.

Palavras chave - deterioragdo de sementes, envelhecimento acelerado,

armazenamento, sementes florestais. enzimas.
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ENZIMATIC STUDY OF DETERIOATION OF MELANOXYLON BRAUNA

SEEDS NATURAL AND ARTIFICIALLY AGED

ABSTRACT - The decay of seeds is a irreversible fact, and can only be delay with
the application of techniques that reduce the speed of the metabolic reactions
involved. There is no specific knowledge regarding forest tree seeds as to the
metabolic processes involved during storage, which difficulties the establishment
for techniques for their suitable conservation. Thus, the objective of the present
work was to study the relation of the oxidative stress enzymes and of the fat
metabolism on the decay of seeds, during storage. Seeds of Melanoxylon brauna
— Leguminosae-Caesalpinodeae (brauna) were naturally aged during storage for
0, 3, 6, 9 and, 12 months in cold chamber, and artificially (fast aging) during 0, 24,
48, 72, and 96 hours, to evaluate the changes in the activity of the enzymes
dismutase superoxide, catalase and peroxidase. Thus, germination, enzymatic
activity and fat content test were done in the embryonary axis and cotyledons. The
natural and artificial aging affected in a similar manner the biochemical behavior of
the seeds, causing redction of the viability and vigour. The artificial aging of the
seeds for 72 hours at 45°C simulates well the enzymatic behavior as shown in the
seeds stored for 12 months n cold chamber. There was a steady reduction on the
fat reserves in both aging systems, but there was no correlation between these

reserves and viability or vigour.

Key Words - seed deterioration, accelerated aging, storage, forest seeds,

enzymes.
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1. Introducao

A senescéncia em plantas é um processo natural caracterizado
principalmente pelo grande aumento da peroxidagao de lipidios e permeabilidade
das membranas devido ao notavel aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Del Rio, et al., 1998).

Altas temperatura e umidade durante o armazenamento das sementes
contribuem para a sua deterioragdo (McDonald, 1999), por promoverem
alteracbes degenerativas no metabolismo das sementes, dentre outras a
desestabilizagdo nas atividades de enzimas e a desestruturacido e perda de
integridade do sistema de membranas celulares, causada, principalmente, pela
peroxidacao de lipidios (Vieira et al, 1994). Entretanto, o efeito desses fatores na
longevidade de diferentes espécies pode variar com as caracteristicas estruturais
e bioquimicas das sementes.

O envelhecimento das sementes leva a deterioragdo progressiva de suas
estruturas celulares, culminando na morte. Entretanto, sabe-se que as células séao
dotadas de mecanismos protetores de defesa contra EROs, prevenindo tanto sua
formagdo como também a remocao das formas reativas formadas (Alscher et al.,
2002). Entre os diversos mecanismos existentes, € bem conhecido o papel dos
sistemas antioxidantes enzimaticos na prevengdo do dano durante o
desenvolvimento e a germinagdo de sementes (Arrigoni et al., 1992; Chaitanya et
al.,, 2000; Tommasi et al., 2001; Bailly, 2004), além de outras situagbes de
estresse em tecidos vegetais (Smirnoff, 1998; Mittler, 2002) pela remogao das
espécies reativas de oxigénio geradas nessas condig¢oes.

Merritt et al. (2003) mostram ser varios os mecanismos antioxidantes em
sementes armazenadas. Dentre eles tem-se as enzimas catalase (CAT),
peroxidase (POX) e superdoxido dismutase (SOD), cujas atividades cairam
progressivamente durante o armazenamento em camara fria de sementes de
algodao (Goel and Sheoran, 2003) e soja (Sung e Chiu, 1995). Chang e Sung
(1998) observaram redugéo na atividade de CAT e POX em sementes de milho
durante envelhecimento. CAT e SOD atuam em eixo e cotilédones de amendoim,
mas POX so6 teve atividade no eixo. Com o envelhecimento artificial nessas

sementes houve reducdo da atividade da SOD e POX. Entretanto a atividade da
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CAT nao variou (Sung e Jeng, 1994). Em sementes armazenadas de soja
(Stewart e Bewley, 1980) e amendoim (Sung e Jeng, 1994) a atividade da SOD
nao foi detectada, enquanto CAT e POX tiveram atividades detectadas em eixo e
cotilédones.

Varios trabalhos tém sido realizados na tentativa de explicar a relagcédo entre
o envelhecimento de sementes durante o0 armazenamento com a peroxidacao de
lipidios (Wilson Jr. & McDonald Jr. 1986; Kapana & Madhava Rao, 1996,
Camargo et al., 2000), com respostas variaveis, de acordo com a espécie.

Além de escassas, as informagdes a respeito do comportamento das
sementes florestais no processo de envelhecimento, s&o ainda bastante
contraditorias no que refere a metodologia de envelhecimento usada em testes
que visam estudar o vigor e a deterioragcado das sementes. Alguns autores afirmam
haver correlacdo entre envelhecimento natural e artificial, sendo os mecanismos
promotores da deterioracdo os mesmos em ambas as situagdes, somente
variando a velocidade em que ocorrem (Delouche & Baskin, 1973; Marcos-Filho,
1994; Santos e Paula, 2007), ao passo que outros autores afirmam que o
envelhecimento artificial ndo reproduz de forma confiavel os eventos metabdlicos
que acontecem durante o armazenamento, portanto ndo sendo recomendado
como simulador do processo de envelhecimento natural (Bailly et al., 1996, Fanan
et al., 2006). Segundo Bailly et al. (1996), um agravante do envelhecimento
artificial em relagao ao natural é que este pode atuar desnaturando as enzimas ou
afetar sua sintese.

Brauna preta (Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae) é
arvore nativa conhecida pela qualidade e durabilidade de sua madeira. Sua
ocorréncia esta descrita para a floresta atlantica, desde o sul da Bahia até Sao
Paulo, Minas Gerais (Lorenzi, 1992), Goias, Rio Grande do Norte, Mato Grosso,
Maranhdo e Piaui (IBAMA, 1992). Entretanto, devido a exploragdo excessiva e
falta de replantios, a espécie esta classificada como vulneravel, conforme a “lista
oficial de flora ameagada de extingao” (IBAMA, 1992).

Por isso, diante da escassez de estudos acerca do processo de
deterioragdo e perda do vigor dessa espécie, este trabalho objetivou estudar a
atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em sementes de

Melanoxylon brauna durante o envelhecimento natural e artificial.
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2. Material e métodos

Foram utilizadas sementes de Melanoxylon brauna colhidas na regiao de
Vigcosa, Minas Gerais. Os trabalhos foram conduzidos junto ao Laboratério de
Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa. Durante o beneficiamento foram eliminadas as sementes
imaturas, deterioradas ou danificadas. As sementes, contendo aproximadamente
10% de umidade relativa, foram armazenadas embalagens plasticas dentro de
tubos de papelado (25 x 22, 5 cm), a 20°C e 60% de umidade relativa.

As analises bioquimicas e enzimaticas foram realizadas separadamente no
eixo embrionario e nos cotilédones. Para o armazenamento, as analises foram
realizadas em sementes recém colhidas (sem armazenamento) usadas como
controle, e a cada trés meses durante 12 meses. Para o envelhecimento artificial,
as sementes foram colocadas em caixas gerbox, contendo 40mL de agua
destilada, as quais foram colocadas em camara de envelhecimento acelerado a
40, 45°C e aproximadamente 100% de umidade relativa do ar. Os tempos de
envelhecimento foram de 0, 24, 48 e 72 horas (conforme metodologia
estabelecida no Capitulo anterior). As sementes foram mantidas separadas da
agua com tela de nylon (5mm), onde as sementes foram dispostas

uniformemente.

Germinagao

Foi determinada pela contagem das sementes germinadas no periodo de
10 dias. As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel de filtro tipo
germitest umedecidas com agua, em placas de Petri e mantidas em germinador a
25°C e luz constantes, proporcionada por quatro lampadas de 20W, tipo Luz do
dia. Foram consideras germinadas as sementes que emitiram radicula. O
reumedecimento foi feito sempre que julgado necessario. Os resultados foram
expressos em porcentagem meédia. Foram utilizados cinco repeticbes de 20

sementes cada.
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2.2. Teor de lipidios
A determinac&o do teor de lipidios foi realizada pelo método de Soxhlet de
extracdo a frio com éter de petréleo como solvente, conforme Silva (1990). Foram

utilizadas trés repeticées de 1,0 g.

2.3. Extracao das enzimas Catalase, Peroxidase e Superoxido dismutase

Os extratos enzimaticos brutos para as determinagdes das atividades da
catalase (CAT), da peroxidase (POX) e da superdxido dismutase (SOD) foram
obtidos pela maceragcdo de 0,2 g de tecido vegetal de cotilédone e eixo
embrionario em N liquido, seguido da adicdo de 2,0 mL do seguinte meio de
homogeneizagdo: tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Seguiu-se
centrifugagdo a 12.000 xg por 15 minutos, a 4°C, obtendo-se um extrato

enzimatico bruto. A reagdo mede produto consumido (H203).
2.4. Determinagao da atividade enzimatica

2.4.1. Determinagéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 100 uL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de um meio de reagao constituido de tampéao de fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,0 e HO, 12,5 mM (Havir & McHale, 1987). O
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25°C, foi medido durante
o primeiro minuto de reacao, sendo, a atividade da CAT determinada com base
na inclinacdo da reta apds o inicio da reacao. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995)
e o resultado expresso em pmol min™ mg'1 proteina. Foram utilizados quatro

repeticoes com duplicatas.

2.4.2. Determinacéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pelo método de Kar & Mishra
(1976). Aliquotas de 100 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 2,9 mL de
uma mistura de reacao constituida de tampao de fosfato de potassio 25 mM, pH

6,8, pirogalol 20 mM e H,O, 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420 nm, a
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temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reacado pela
producao de purpurogalina, sendo, a atividade da POX determinada com base na
inclinagcdo da reta, apds o inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm™ (Chance &
Maehley,1955) e o resultado expresso em pmol min” mg™ proteina. Foram
utilizados quatro repetigbes com duplicatas. O pirogalol incolor age como doador
de elétrons para reduzir o H,O, a H,O e forma um composto oxidado colorido

(purpurogalina). A reacédo mede quantidade de produto formado.

2.4.3. Determinacgéo da atividade das superoxido dismutase (SODs, EC 1.15.1.1)
A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela adi¢gao de 30 uL
do extrato enzimatico bruto de cotilédone e eixo embrionario a 2,97 mL de um
meio de reacao constituido de tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, contendo
metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 yM (Del Longo et al., 1993). A reagdo foi conduzida a 25°C numa
camara de reagao sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W mantida
no interior de uma caixa fechada. Apds 5 min de exposicéo a luz, a iluminacgao foi
interrompida e a formazana azul produzida pela fotorredu¢ao do NBT foi medida a
560 nm (Giannopolitis & Ries, 1977). A absorbancia a 560 nm, de um meio de
reagcdo exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por igual tempo,
serviu de “branco” e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacéo.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima necessaria para
inibir em 50% a fotorredugdo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971). Foram

utilizados quatro repeticoes com duplicatas.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com trés a quatro
repeticoes conforme o teste. Os resultados foram submetidos a analise
estatistica, utilizando-se o programa Statistica 8.0. Para a comparagdo das

médias, adotou-se o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3. Resultados e discussao

A porcentagem de germinagcdo das sementes de Melanoxylon brauna reduziu
gradativamente com o aumento do tempo de armazenamento (envelhecimento
natural), (Figura 1a). A frequéncia relativa evidencia o atraso de germinagdo com
o0 deslocamento para a direita, com énfase a partir dos seis meses de
armazenamento (Figura 1b).

Ao contrario, sementes envelhecidas artificialmente a 40°C mantiveram a
germinacao final até 72 horas de envelhecimento, com a frequéncia deslocada
para a esquerda, indicando maior velocidade de germinagdo. As sementes
envelhecidas por 96 horas mantiveram a mesma frequéncia, mas com valores
menores, quando comparadas ao envelhecimento natural (Figuras 1c e 1d).
Esses resultados demonstram claramente que a temperatura de 40°C nao foi
eficiente para simular a aceleracdo do envelhecimento em sementes de
Melanoxylon brauna, nas primeiras 72 horas. Nesse tempo de exposigao, as
sementes ja estavam pré-embebidas. O avangco no processo de embebicio
somado a elevacdo da temperatura promoveu aceleragdo no metabolismo
germinativo das sementes. Entretanto, com 96 horas, os efeitos negativos da
deterioragdo comegam a se manifestar com reducgao significativa na porcentagem
de germinacao e maior desuniformidade de germinacao (Figuras 1c e 1d).

O envelhecimento artificial a 45°C afetou a capacidade germinativa das
sementes ja nas primeiras 24 horas de exposigéo, tendo maior redugédo com 96
horas de envelhecimento (Figura 1e). Entretanto, as variagdes nos efeitos dessa
temperatura entre os tempos de exposicao de 24, 48 e 72 horas sao pequenas,
observando-se deslocamento das curvas de freqluéncia para a esquerda, com
menor intensidade em relagdo a temperatura de 40°C (Figuras 1d e 1f). Esse
resultado evidencia que, ao contrario do envelhecimento natural, no artificial, a
45°C, a deterioragdo nao se processa de forma gradativa com o aumento do
envelhecimento. Evidencia ainda os efeitos da temperatura e da umidade que
impulsionam a germinagdo das sementes mais vigorosas, ja em menor numero,
resultando no deslocamento da curva para posicao intermediaria entre aquela de
40°C e a testemunha (figuras 1b, 1d e 1f).
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Segundo Marcos Filho (2005), a deterioragao € o processo que resulta no
envelhecimento e culmina na morte da semente, enquanto vigor é o principal
componente da qualidade afetado pela deterioracdo. Diversos autores relatam
que a perda da capacidade de germinar constitui consequéncia ou o efeito final da
deterioracdo, sendo o ultimo evento que acontece no processo de deterioragao
(Delouche, 1974; Marcos Filho, 2005). Entre tais altera¢des, segundo McDonald
(1999), esta a producéo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO)
que promovem modificagdo na estrutura das enzimas, além da degradacédo do
sistema de sintese de novas enzimas. Por isso, 0 aumento da geragcdo de EROs
in vivo pode ter efeito deletério, pois estdo envolvidos em mutagénese, apoptose
e envelhecimento (Halliwell e Gutteridge, 1990). Também sob condi¢cées de
estresse pode haver aumento na formacdo de EROs associado a supressao dos
sistemas de defesa (Chang e Sung, 1998; Alscher et al., 2002). Nesse caso, esta
estabelecido o dano oxidativo, quando varios autores relacionam a perda da
capacidade germinativa de sementes com a essa diminuicdo da eficiéncia dos
sistemas antioxidantes (Hendry et al., 1992; Hendry, 1993; Sung, 1996; Chaitanya
et al. 2000). A deterioracdo de sementes de girassol durante envelhecimento
artificial foi estritamente relacionado a redugdo da atividade das enzimas de
detoxificagdo das EROs e aumento da peroxidacgao de lipidios (Bailly et al., 1996).

Considerando a estrutura da semente, sabe-se que ha regides especificas,
mais sensiveis a deterioragdo do que outras (Das e Sem-Mandi, 1992; Marcos
Filho, 2005). Por isso, foram estudados separadamente os compartimentos do
embrido (eixo embrionario e cotilédone). Com base nos resultados de germinagéo
elegeu-se a temperatura de 45°C de envelhecimento artificial como mais indicada
aos testes enzimaticos.

A enzima SOD apresentou, estatisticamente, o mesmo nivel de atividade
no eixo embrionario e nos cotilédones nas sementes recém colhidas (tempo zero),
com posterior aumento apenas nos cotilédones apdés 12 meses de
armazenamento. No eixo embrionario, a atividade foi mantida inalterada (Figura
2a), mesmo com a germinagao em baixa. A atividade da SOD no eixo embrionario
aumentou nas primeiras 24 horas de envelhecimento artificial, mantendo-se
estavel até 48 horas e decrescendo em 72 horas. Resultado este equivalente ao
observado nas sementes armazenadas (0 e 12 meses), demonstrando a

constancia na manutencao da atividade. Entretanto, percebe-se que em 96 horas
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de envelhecimento ndo se detecta atividade da SOD, muito embora ainda haja
germinagao. Provavelmente as poucas sementes vigorosas nado foram em numero
suficiente para se ter volume do extrato adequado para a detec¢do. O nivel na
atividade da SOD no envelhecimento artificial entre 24 e 72 horas sugere
tendéncia de aumento e ou na protecédo contra danos celulares.

O aumento significativo na atividade da SOD no envelhecimento natural
sugere maior atividade metabdlica nos cotilédones. Muito embora a germinagéo
decresca, ha ainda mobilizacdo de reservas para manter a atividade de
respiracao e producao de estrutura de carbono no eixo, como a de lipidios, por
exemplo, predominantes nos cotilédones. A atividade da enzima SOD mantém-se
estatisticamente estavel até 48 horas e tende a aumentar entre 48 e 72 horas de
exposicao ao envelhecimento artificial (Figura 2b), tal como o aumento observado
aos 12 meses de armazenamento, em que houve aumento na atividade da
enzima (Figura 2a). Dessa forma, supde-se tratar de isoenzima diferente daquela
do embrido. Supde-se também que a manutencido da atividade implica que o
metabolismo é mais devagar do que no eixo nos tempos de 24 e 48 horas. Em 72
horas, ha aumento significando aumento no metabolismo ou mudanga do
substrato sendo utilizado, com predominancia daqueles que produzem EROs
mais intensamente.

Segundo diversos autores, é necessaria a formagdo de um sistema
removedor de radicais livres, em que atuem conjuntamente e em sequéncia as
enzimas SOD, CAT e POX, para que haja uma eficiente protecédo celular contra
os danos degenerativos provocados pelas EROs (Fridovich, 1986; Klapheck et al.,
1990; Bowler et al., 1992; McDonald, 1999; Alscher et al., 2002). As SOD sdo um
grupo de enzimas encontradas no citoplasma celular e matriz mitocondrial, que
catalisam reacao de dismutacédo de radicais superoxido livres (O,-) convertendo-
0s a oxigénio molecular (O2) e peréxido de hidrogénio (H2O2) (McDonald, 1999),
constituindo a primeira linha de defesa contra EROs (Alscher et al., 2002). Assim,
as SODs estdo entre os mais importantes sistemas de defesa, quando acopladas
a rotas de eventos necessarios a completa detoxificagdo das EROs (Alscher et
al., 2002). O H,0O, formado como subproduto da atividade da SOD, apesar de
menos reativo, em altas concentragdes torna-se téxico, pois pode reagir formando

radicais hidroxila (Bowler et al., 1992) que causam peroxidagao de lipidios.
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A atividade da POX no envelhecimento natural é alta inicialmente no eixo,
levando a suposicdo de que o acumulo de EROs produzidos durante o
desenvolvimento € acumulado nas células. Com o tempo de armazenamento e a
viabilidade decrescendo a atividade decresce. Assim, o sistema de desintoxicacao
fica deficiente no eixo. No envelhecimento artificial, a atividade decresce
independente da velocidade de decréscimo da viabilidade, perdendo o embrido a
capacidade de protecéo contra os EROs formados durante a atividade da SOD.

Nos cotilédones a perda de atividade no envelhecimento natural também
ocorre de maneira significativa, acompanhando a redugao da viabilidade. O nivel
de atividade é menor do que no embrido, sugerindo menor atividade metabdlica
ligada a desintoxicacao, significativamente diferente do eixo embrionario. Quando
no envelhecimento artificial a velocidade de decréscimo é continua, com
tendéncia a estabilizacdo em 72 horas de envelhecimento. Tal comportamento
pode indicar falhas no sistema vez que a atividade da SOD aumentara neste
compartimento, com provavel aumento no teor de H;O, ou outros radicais que
nao serdo eliminados com eficiéncia.

Como os niveis da atividade em ambos os compartimentos se igualam em
72 horas, com valores relativamente baixos, mesmo com germinabilidade proxima
em 24 e 48 horas, é de se supor que a atuacao desta enzima nao relaciona em
intensidade com a redugao na velocidade de deterioragao.

A CAT no envelhecimento natural comportou-se a semelhanga da POX,
com decréscimos significativos tanto no eixo, quanto nos cotilédones. Tais
comportamentos reforgcam a suposicado de eliminagdo de EROs formados durante
o desenvolvimento, especialmente pela alta atividade de ambas as enzimas em
ambos os compartimentos, no tempo zero e significativo decréscimo 12 meses
posteriores, quando provavelmente ja haviam sido eliminados e o fato de as
sementes estarem secas, a baixa temperatura, com metabolismo bastante
reduzido e ndo iriam produzir mais sub-produtos.

No envelhecimento artificial a POX do eixo teve sua atividade aumentada
em 24 horas e queda acentuada logo em seguida. Supde-se que a aceleragao da
germinacado das sementes vigorosas também produziu os EROs, resultando no
grande aumento na atividade da peroxidase no tempo de 24 horas. A atividade da

enzima nos cotilédones foi aproximadamente 1/3 mais baixa, confirmando a baixa
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atividade metabdlica ou o substrato utilizado ndo ser produtor de EROs em
maiores concentragdes.

Assim, percebe-se que ha similaridades nos comportamentos das trés
enzimas, tanto no envelhecimento natural, quanto no artificial em ambos os
compartimentos permitindo afirmar que no aspecto de processo de
desintoxicacdo, o envelhecimento artificial possui mecanismo similar aquele do
envelhecimento natural, da mesma forma que a utilizacdo de reservas de lipidios.

Senaratna et al. (1986) afirmaram que a SOD é o mais notavel exemplo de
neutralizador de radicais livres, pois é efetiva ao menor sinal de dano. Entretanto,
a atividade da SOD observada nos cotilédones de M. brauna, atuando
isoladamente, €, possivelmente, pouco funcional na protecdo da semente, pois
nao encontra sincronia nas atividades da CAT e POX, que teriam papel
importante no processo de remocdo dessas EROs uma vez que houve redugao
na atividade de ambas as enzimas no eixo embrionario e nos cotilédones durante
o periodo (Figura 2c e 2e). Elas tiveram atividades estatisticamente mais
pronunciadas no eixo embrionario em relagdo aos cotilédones nas sementes
recém colhidas indicando haver, inicialmente, maior protecdo nesses tecidos. As
atividades da CAT e da POX no eixo embrionario e cotilédones apresentaram o
mesmo comportamento quando envelhecidas natural ou artificialmente (Figuras
2d e 2f).

E relevante ressaltar a atuacdo da POX como defesa antioxidativa
predominante para sementes de M. brauna, sugerida por seu maior nivel inicial de
atividade no eixo em ambos os sistemas de envelhecimento (Figuras 2e e 2f). Em
sementes de Ginkgo biloba armazenadas a 4°C a atividade da catalase manteve-
se estavel no embrido e endosperma, reduzindo significativamente sua atividade
apenas aos 12 meses, ao passo que quando expostas a 25°C essa queda na
atividade foi antecipada para os 6 meses de armazenamento (Tommasi et al.,
2006).

CAT e POX atuam na remogao do H,0O, (Fridovich, 1986; McDonald, 1999),
protegendo as membranas do dano peroxidativo. O H,O, é detoxificado pela CAT
(ativa em altas concentragbes de H,O2) nos peroxissomos e pela peroxidase no
citosol e cloroplastos (Klapheck et al., 1990).

Houve redugdo progressiva no teor de lipidios no eixo embrionario e

cotilédones de sementes de M. brauna com o aumento da deterioracdo de
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sementes armazenadas. Resultados semelhantes foram observados tanto no
armazenamento por 12 meses (Figura 3a) quanto no envelhecimento artificial por
72 horas (Figura 3b). Neste, estabilizou a partir dai, em ambos os
compartimentos. O aumento da peroxidagcdo de lipidios, mediado por radicais
livres e peroxidos € uma das provaveis razdoes para a perda da viabilidade de
sementes durante o armazenamento. Eles reagem com os acidos graxos
insaturados afetando estrutura e fungdo das membranas celulares (Wilson and
McDonald, 1986; Hendry, 1993; Sung, 1996).

4. Conclusoes

Ha equivaléncia de resultados entre ambos os métodos de
envelhecimentos natural e artificial.

O método de envelhecimento artificial a 45°C por 72 horas simula os
resultados bioquimicos da deterioragdo impostos ao longo de 12 meses de

armazenamento em camara fria, em sementes de brauna.
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FIGURA 1 — Porcentagem e frequéncia relativa de germinagdo das sementes de
Melanoxylon brauna em funcdo do tempo de envelhecimento natural (a - b) e
artificial a 40°C (c - d) e 45°C (e - f).

Figure 1 — Percentage and relative frequency of germination of seeds of seeds of

Melanoxylon brauna on function of natural (a - b) and artificial ageing 40°C (¢ — d)
and 45°C (e - f).
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FIGURA 2 — Atividade das enzimas superéxido dismutase (a - b) catalase (c - d) e
peroxidase (e - f) em sementes de Melanoxylon brauna, em fungdo do
envelhecimento natural e artificial. —= eixo embrionario; ---= cotilédone. Letras
maiusculas comparam meédias entre compartimentos, e letras minusculas comparam
tempos inicial e final pelo Teste F.

Figure 2 - Enzymes activity: superoxide dismutase (a - b), catalase (c - d) and
peroxidase (e — f) of seeds of Melanoxylon brauna, on function of natural ageing (a -
b) and artificial ageing 40°C (c — d) and 45°C (e - f). —= embryonic axis; ---= cotyledon.
Capital letters compare averages between different compartments, and small letters
inside compatre initial and final times for the F Test.
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Figure 3 — Lipid content seeds of Melanoxylon brauna, on function of natural (a - b)
and artificial ageing 40°C (c — d) and 45°C (e - f). —= embryonic axis; ---= cotiledon.
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ANEXO |

Equacgdes de regressao nao linear (modelo logistico) - Figura 1.

Tratamento

Equacgao

Germinagao

Tempo zero (TO)

Y = 96,10 (1+1332,60 ¢ ' Ryy =0,9992; S =1,8959

Y = 83,45 1+ 7137,42 ¢>** ' Ry§ =0,9991; S =1,8309

3 meses

6 meses Y =77,82(1+891,63 ¢+ | "Ry =0,9958; S =3,6578
9 meses Y = 73,24 (1+915,31 /4% ' Ryj = 0,9933; S = 4,3697
12 meses Y =56,36 (1+ 403291,75 /** " Ry =0,9998; S = 0,5502

24 horas 40°C

Y = 94,02 (1+ 253,64 2% J' Ryy = 0,9980; S = 2,7067

48 horas 40°C

Y =87,72(1+214,0 1% ) Ryj =0,9984; S = 2,2055

72 horas 40°C

1

Y =79,78(1+98,87 ? ) 'Ryy =0,9918; S = 4,6529

96 horas 40°C

Y =57,19 (1+46,37 £°™ )" Ryj =0,9970; S =1,8582

-1

24 horas 45°C

1

Y = 70,45 (1+ 76,70 /2% ) Ryy = 0,9932; S = 3,8070

48 horas 45°C

Y = 66,16 (1+420,30 /"> ) Ryj = 0,9962; S = 2,8907

72 horas 45°C

Y =63,83(1+175,51/° " Ryj =0,9944; S =3,2829

96 horas 45°C

Y = 28,43 (1+ 442,60 % ) Ryy =0,9965; S =1,1821
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Capitulo IV

Estudo bioquimico da deterioracao de sementes de
Melanoxylon brauna no envelhecimento natural e

artificial

BIOCHEMICAL STUDY OF DETERIORATION OF MELANOXYLON BRAUNA SEEDS

IN NATURAL AND ARTIFICIAL AGED
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Estudo bioquimico da deterioragao de sementes de

Melanoxylon brauna no envelhecimento natural e artificial

Resumo — A deterioracdo de sementes é fato irreversivel, podendo, no maximo,
ser retardada com aplicagao de técnicas que reduzam a velocidade das reagdes
metabdlicas envolvidas. Informagdes bioquimicas sobre sementes florestais
tropicais relacionadas a sua armazenabilidade sdo escassos. O objetivo do
presente trabalho foi pesquisar a influéncia da composicdo de lipidios e de
acgucares soluveis do eixo embrionario e dos cotilédones de sementes de brauna
(Melanoxylon brauna - Leguminosae-Caesalpinoideae) armazenadas por 0, 3, 6, 9
e 12 meses em camara fria a 20°C (envelhecimento natural) e no envelhecimento
artificial durante 0, 24, 48 e 72 horas. Os envelhecimentos natural e artificial
afetaram de forma semelhante o comportamento bioquimico das sementes em
relacdo ao teor de oligossacarideos, promovendo redugdo da viabilidade e do
vigor. Os monossacarideos tiveram maior tendéncia a decréscimo no
envelhecimento natural e aumento no envelhecimento artificial. Os acidos graxos
tiveram tendéncia geral de queda em ambos os métodos de envelhecimento das

sementes.

Palavras chave - floresta, armazenamento, carboidratos, lipidios, espécies

nativas.
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BIOCHEMICAL STUDY OF DETERIORATION OF MELANOXYLON BRAUNA SEEDS

IN NATURAL AND ARTIFICIAL AGED

ABSTRACT - The decay of seeds is an irreversible fact, and can only be delayed
with the application o technique that reduces the speed of the metabolic reactions
involved. There is a lack of biochemical information on the tropical forest tree
related with their storability. The objective of the present work was to investigate
the influence of the composition of fats and soluble sugars of the embryonary axis
and cotyledons of Melanoxylon brauna — Leguminosae Caesalpinioideae (brauna)
seeds, stored for 0, 3, 6, 9, and 12 months in cold chamber at 20°C (natural aging)
and on the artificial aging during 0, 24, 48, 72, and 96 hours. The natural and
artificial agings affected in a similar manner the biochemical behavior of the seeds
in relation o the oligosaccharides contents, causing a reduction in the viability and
vigour. The monosaccharide had a greater tendency to decrease in the natural
aging and to increase in the artificial aging. The fat acids had a general tendency
to drop in both aging methods.

Key Words - forest, storage, carbohydrates, lipids, native species.

108



1. Introducao

Altas temperatura e umidade durante o armazenamento das sementes
contribuem para acelerar a deterioragdo (McDonald, 1999), por promoverem
reacdes degenerativas no metabolismo. Macromoléculas essenciais a germinagao
sdo degradadas durante o envelhecimento, prejudicando seu aproveitamento em
processos de sintese e liberagdo de energia (Marcos Filho, 2005) com
consequentes prejuizos a germinacao e sobrevivéncia das plantulas. Entre essas
estdo alteragdes no teor de acidos graxos livres e de agucares redutores (Vieira et
al, 1994). Entretanto, o efeito desses fatores na longevidade de diferentes
espécies pode variar com as caracteristicas estruturais e bioquimicas das
sementes (Wilson & McDonald, 1986; Kapana e Rao, 1996; Camargo et al.,
2000).

Além de amplamente varidveis e escassas as informagdes sobre o
comportamento das sementes florestais no processo de envelhecimento, sio
ainda bastante contraditérios os resultados de diferentes metodologias de
envelhecimento usadas em testes que visam estudar o vigor e deterioragdo das
sementes. Alguns autores afirmam haver alta correlagdo entre envelhecimento
natural e artificial, sendo os mecanismos promotores da deterioragdo os mesmos
em ambas as situagdes, somente variando a velocidade em que ocorrem
(Delouche & Baskin, 1973; Marcos-Filho, 1994; Santos e Paula, 2007). Outros
autores afirmam que o envelhecimento artificial ndo reproduz de forma confiavel
os eventos metabdlicos que acontecem durante o armazenamento, sendo
diferentes os mecanismos que levam ao envelhecimento, portanto ndo sendo
recomendado como simulador do processo de envelhecimento natural (Bailly et
al., 1996, Borges et al., 2000; Fanan et al., 2006).

Brauna preta (Melanoxylon brauna — Leguminosae - Caesalpinoideae) é
arvore nativa muito conhecida pela qualidade e durabilidade de sua madeira. Sua
ocorréncia esta descrita para a floresta atlantica como o sul da Bahia, Sao Paulo,
Minas Gerais (Lorenzi, 1992), Goias, Rio Grande do Norte, Mato Grosso,
Maranhdo e Piaui (IBAMA, 2008). Entretanto, devido a exploracdo excessiva e
falta de replantios, a espécie esta classificada como vulneravel, conforme a “lista

oficial de flora ameacgada de extingao” (IBAMA, 2008).
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Sementes utilizadas para a produgao de mudas devem ser mantidas integras
e viaveis, sobretudo quando a semeadura nao ocorre imediatamente apds a
maturacdo e colheita. Por isso, diante da escassez de estudos acerca do
processo de deterioracdo e perda do vigor de sementes dessa espécie, este
trabalho objetivou estudar o metabolismo de lipidios e carboidratos das sementes
de Melanoxylon brauna durante o envelhecimento natural e artificial. Estas
informacdes, além de relevantes para a pesquisa basica, sdo essenciais para
melhor entendimento dos processos ecologicos do estabelecimento de plantas,
sucessao e regeneragao dentro das comunidades e constituem ferramenta basica
na conservagao sob armazenagem nos bancos de germoplasma, seja para
cultivos comerciais, ou para medidas de reflorestamento e preservacdo da

espécie.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas sementes de Melanoxylon brauna colhidas na regido de
Vigosa, Minas Gerais. Os trabalhos foram conduzidos junto ao Laboratério Analise
de Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa. Durante o beneficiamento foram eliminados os
frutos e sementes imaturos, deteriorados ou danificados. Antes de cada
experimento as sementes foram tratadas com solucdo de Captan 0,5% por 60
segundos.

Todas as andlises foram realizadas em sementes recém colhidas (sem
armazenamento — tempo zero), usadas como controle. No envelhecimento natural
as analises foram feitas a cada trés meses durante 12 meses de armazenamento.
As sementes foram armazenadas em embalagens plasticas e colocadas dentro
de tubos de papeldao em camara fria a 20°C com 60% de umidade relativa.

Para o envelhecimento artificial foram utilizadas caixas gerbox, contendo
40mL de agua destilada, as quais foram colocadas em cadmara de envelhecimento
artificial a temperatura de 45°C e 100% de umidade relativa do ar. Os tempos de
envelhecimento foram de 0, 24, 48 e 72 horas. As sementes foram mantidas

separadas da agua por telas de nylon.
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2.1. Teor de acidos graxos

Utilizou-se a metodologia descrita por Silva (1990) para extragcdo de
lipidios. As amostras de cotilédones e do eixo embrionario foram secas e
maceradas em almofariz de porcelana e colocadas em cartuchos de papel-filtro. O
Oleo foi extraido a frio com éter de petréleo, em extrator Soxhlet, num periodo de
24 horas, apos o qual, as amostras foram mantidas sob nitrogénio em ultra
freezer (-20°C), até a data das quantificagdes.

Os acidos graxos foram analisados por meio de seus respectivos ésteres
metilicos, conforme metodologia descrita por Passos (1989). Foram pesados 20
mg da amostra de 6leo dos cotilédones e do eixo embrionario que foram
dissolvidos em 0,5 mL de tetrahidrofurano (THF), adicionando-se 1.000 uL de
solucao de metoxido de sodio 0,5 M, preparada com metanol anidro. Os tubos
foram colocados em banho maria a 50°C, por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 50 yL de acido acético glacial e 3.000 uL de agua destilada. A
amostra foi transferida para baldao de separacao e os ésteres metilicos extraidos
por duas vezes com 5000 uL de hexano. A fase organica foi seca com Na;SO4
anidro, contendo 10% de KyCO; sdlido. O solvente foi removido em rota
evaporador e os ésteres metilicos ressuspendidos em 1.000 uL de hexano.

Foi injetado 1 uL das amostras em cromatégrafo e os cromatogramas para
foram obtidos com o uso do cromatdgrafo a gas Shimadzu CG14-A, equipado
com detector de ionizacdo de chama (FID), acoplado a um registrador e
integrador C-R6A Chromatopac. Para quantificar os acidos graxos, utilizou-se
coluna capilar da Shimadzu, de 50m X 0,2mm (di) de silica fundida. O fluxo de
gas de arraste (H,) foi de 30 mL min™". As temperaturas do injetor e do detector
foram de 220° e 230°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada
para 190°C isotérmica durante 60 segundos, seguida de elevagdo na razdo de
2°C min™', até atingir a temperatura maxima de 200°C, permanecendo isotérmica

durante 20 min.

2.2. Teores de monossacarideos e oligossacarideos
As extragcdes de monossacarideos e oligossacarideos do embrido e dos
cotilédones foram feitas conforme metodologia descrita por Black et al. (1996),

com modificacées: o material seco e moido foi homogeneizado com etanol e,
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apo6s a centrifugacao, separado o sobrenadante. Esse processo foi repetido por
trés vezes. Os sobrenadantes contendo os carboidratos soluveis foram secos e
ressuspendidos com agua ultra-pura.

Foram retiradas amostras de 500uL para preparo do alditol acetato e
quantificacdo dos monossacarideos, conforme Englyst e Cummings (1984). Os
cromatogramas para foram obtidos com o uso do cromatografo a gas Shimadzu
CG14-A, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID), acoplado a um
registrador e integrador C-R6A Chromatopac. Utilizou-se coluna moderadamente
polar, 50% de cianopropil fenil dimetil siloxane. O fluxo de gas foi de 15 mL min™.
As temperaturas do injetor, do detector e da coluna foram de 250°, 220° e 275°C,
respectivamente. Volume de injecédo para CG foi de 1 microlitro.

Amostras de 100uL de foram concentradas até secura total da amostra em
liofilizador, ressuspendidas em metanol, filtradas para retirar residuos de
proteinas e pigmentos da amostra e novamente concentradas em liofilizador.
Posteriormente a amostra foi diluida em 500uL agua ultra pura e 20uL de amostra
utilizados para quantificagdo dos oligossacarideos, separados por meio da técnica
da cromatografia liquida de alta performance (HPLC, marca Shimadzu). Utilizou-
se coluna HPX-42C Aminex 300 x 7.8mm, temperatura do forno 40° C. Detector
indice de refragdo RID-10?, analise isocratica, fase movel é agua e o tempo de

analise foi de 20 min.

2.3. Andlise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado.
Foram utilizadas trés repeticdes feitas em triplicatas. Os dados obtidos para as
variaveis foram submetidas a analise de variancia seguidas de regressao e todas
as analises foram feitas a 5% de significancia. Utilizou-se o programa Statistica
versao 6 (SratSoft, 2001).

3. Resultados e discussao
Susko e Lovett-Doust (2000) afirmam que a disponibilidade de reservas da
semente ira influenciar o estabelecimento da plantula e Marcos Filho (2005) relata

como comum a ocorréncia de alteragdes na composi¢cdo quimica das sementes
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que se da, de forma gradativa e em intensidade e velocidade variaveis, a medida
que progride a deterioracdo. Esse processo envolve alteragdes nas substancias
de reserva e na sintese e atividade de enzimas, todas com influéncia direta na
composi¢cao quimica das sementes, culminando na perda da viabilidade em face
da queda da atividade vital, devido ao consumo gradativo do material de reserva
pela respiracao.

Considerando a estrutura da semente, sabe-se que ha regides especificas,
mais sensiveis a deterioracdo do que outras (Das e Sem-Mandi, 1992; Marcos
Filho, 2005).

Durante o periodo de armazenamento, observou-se tendéncia inicial de
aumento do teor do acido capréico no eixo embrionario até o terceiro més,
mantendo-se sem maiores variagdes até o 12° més (Figura 1a). O teor do acido
caprodico nos cotilédones aumentou continuamente até o nono més, estabilizando-
se no 12° (Figura 1a). Houve aumento significativo no teor de acido miristico tanto
no eixo embrionario quanto nos cotilédones, com valores e comportamento
proximos entre si (Figura 1b). O acido palmitico apresentou pequeno decréscimo
no eixo embrionario até o terceiro més, estabilizando-se até o 12° més (Figura
1¢). Nos cotilédones os teores decresceram até o sexto més, com subseqlente
tendéncia de aumento até o final do armazenamento (Figura 1c). Diferente dos
anteriores, os teores do acido estearico no eixo embrionario e nos cotilédones
tiveram comportamentos opostos (Figura 1d). Enquanto no primeiro houve
pequena variagdo durante o armazenamento, no segundo os valores
decresceram significativamente até o sexto més, com subsequente aumento até o
final do armazenamento (Figura 1d). Os acidos oléico e linoléico (Figuras 1e e 1f)
apresentaram tendéncias semelhantes a do estearico (Figura 1d). O conteudo de
acido oléico nos cotilédones decresceu até o nono més, com pequena elevagao
no ultimo més. No eixo embrionario, os teores se mantiveram aproximadamente
constantes até o sexto més, com decréscimo a seguir até o 12° més (Figura 1e).
Quanto ao acido linoléico (Figura 1f), os valores nos cotilédones comportaram-se
a semelhanga do estearico. No eixo embrionario os valores variaram pouco ao
longo do armazenamento.

Sementes de Hevea brasiliensis apresentaram tendéncia de redugdo no

conteudo dos acidos oléico, linoléico e linolénico quando armazenadas nas
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mesmas condi¢des estabelecidas para a analise das sementes de Melanoxylon
brauna nesse trabalho (Paula, 1997).

No envelhecimento artificial o acido capréico manteve-se praticamente
inalterado tanto no eixo embrionario, quanto nos cotilédones, com valores
praticamente iguais (Figura 2a). O acido miristico no eixo embrionario teve seu
teor minimamente reduzido, enquanto nos cotilédones o decréscimo foi
expressivo, alcangando valor semelhante ao do eixo em 72 horas de
envelhecimento (Figura 2b). O teor de acido palmitico nos cotilédones aumentou
nas primeiras 24 horas e reduziu-se a partir dai até as 72 horas (Figura 2c). No
eixo embrionario o teor permaneceu estavel inicialmente, decrescendo até o final
do envelhecimento. Percebe-se que ambos o0s compartimentos tiveram
comportamento bastante semelhante. O teor de acido estearico apresentou
pequena reducado nos cotilédones ao longo do periodo de envelhecimento. Por
outro lado, no eixo embrionario observou-se estabilidade nas 24 horas, seguido
de decréscimo nos tempos seguintes (Figura 2d). O teor de acido oléico reduziu
significativamente no eixo embrionario, enquanto nos cotilédones a variagdo néo
foi estatisticamente significativa (Figura 2e). O teor de acido linoléico nao
apresentou grande variagdo no eixo embrionario e cotilédones, apenas teve os
valores ligeiramente elevados em 24 horas, mantendo-se proximos nos demais
tempos (Figura 2f). Thapliyal & Connor (1997) em seus experimentos também
observaram pequena variagao na porcentagem total de acidos graxos durante o
periodo de envelhecimento artificial.

E interessante notar que os teores de todos os &cidos graxos nos
cotilédones, com excecado do caproico, apresentaram-se mais altos do que no
eixo embrionario em ambos os tipos de envelhecimento. O capréico comportou-se
de maneira semelhante as sementes mantidas em armazenamento. Neste
mesmo ambiente, o miristico teve seus valores proximos, em ambos o0s
compartimentos. Observa-se também que as variagdes nos teores dos acidos
graxos durante o envelhecimento natural, em cada compartimento, comportam-se
de maneira independente, com exce¢do do oléico, cujos teores no eixo
embrionario decrescem a medida que os dos cotilédones aumentam na mesma
propor¢cdo. Durante o envelhecimento artificial a utilizacdo dos acidos em um
compartimento ndo mostra qualquer tendéncia em relacdo ao outro. E possivel

verificar que, de modo geral, a tendéncia dos acidos graxos no eixo embrionario é
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terem seus teores reduzidos ou ficarem estaveis. Somente os teores do acido
oléico nos dois tipos de envelhecimento e o palmitico no envelhecimento artificial
decresceram.

Diversos autores tém buscado correlacionar o avanco do processo de
deterioracdo das sementes com mudangas no teor de acidos graxos. Zeleny
(1954) observou aumento de acidos graxos livres em cereais, associados com a
perda do vigor. Entretanto, no presente trabalho, nas sementes de Melanoxylon
brauna, houve, de modo geral, maior tendéncia de queda do que de aumento no
teor de acidos graxos. Pesquisas de Trawatha et al. (1995), Basavarajappa et al.
(1991) e Halder et al. (1983) também mostram redug¢ao no conteudo de acidos
graxos em sementes de soja no envelhecimento natural e milho e girassol no
envelhecimento artificial, respectivamente.

Dentro da fragao lipidica das membranas, os acidos graxos poliinsaturados,
tais como linoléico e linolénico, sao suscetiveis a degradacao oxidativa (Bewley e
Black, 1994). Os danos nas membranas podem ser resultantes, entre outros
fatores, da ocorréncia de mudangas na composigédo dos acidos graxos, que levam
as mudancgas ultra estruturais e consequentemente aumento na condutividade
dos lixiviados (Coolbear, 1995) e esses fatores sao considerados conseqliéncia
direta do envelhecimento (Wilson Jr. e McDonald Jr., 1986), e uma das principais
razbes da perda da armazenabilidade (Chiu et al., 1995; Bailly et al., 1996).

Os teores dos monossacarideos xilose, manose e galactose apresentaram
queda significativa no eixo embrionario das sementes armazenadas (Figuras 3a,
3b e 3c). De forma contraria, os teores de glicose, em ambos os compartimentos
das sementes, bem como a xilose nos cotilédones, aumentaram ao longo do
periodo de armazenamento (Figuras 3d e 3a respectivamente). A galactose, nos
cotilédones, apresentou significativo aumento no teor até o terceiro més e
pequena redugao, com estabilizacdo do terceiro ao 12° més de armazenamento
(Figura 3c).

Somente a xilose mostrou correlacido positiva na comparagao entre os dois
compartimentos, com variagbes opostas durante o periodo de envelhecimento
natural, sugerindo transferéncia desse agucar entre os compartimentos. Nos
demais agucares o comportamento foi claramente local entre os cotilédones e o
eixo embrionario, muito embora o segundo tivesse os menores valores dos

acgucares ao final do periodo de armazenamento, com excecado da glicose. No
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geral, observa-se que a xilose, a manose e a galactose foram, provavelmente,
utilizadas pelo eixo durante o periodo de armazenamento. A possibilidade da
lixiviagdo dos monossacarideos do eixo para o meio fica descartada tendo em
vista o aumento ou estabilidade dos teores nos cotilédones e o baixo teor de agua
das sementes (variou de 11 a 13% no tempo zero e 12 meses, respectivamente),
0 que impossibilitaria a remog¢ao dos mesmos de ambos os compartimentos.

Durante o envelhecimento artificial observou-se que o teor de xilose
aumentou até 48 horas de envelhecimento, permanecendo aproximadamente
estavel nas 24 horas seguintes (Figura 4a). Nos cotilédones o teor de xilose
permaneceu constante por 48 horas, aumentando em seguida. Os teores de
manose do eixo e dos cotilédones (Figura 4b) tiveram comportamentos
divergentes, com valores proximos a antes do envelhecimento e com ligeiro
aumento no eixo embrionario e estabilizando-se nos cotilédones. A galactose teve
os valores praticamente estaveis no eixo durante o tempo de envelhecimento,
enquanto aumenta nos cotilédones, alcancando valores proximos entre os
compartimentos (Figura 4c). A glicose, que apresentou a menor quantidade
dentre os demais acgucares, também mostrou valores crescentes e divergentes
entre os dois compartimentos durante o envelhecimento (Figura 4d). Diferente das
sementes envelhecidas naturalmente, no envelhecimento artificial ndo houve
consumo das reservas dos agucares, apesar da mobilizacido dos mesmos de suas
fontes nas sementes.

Fica evidente que os comportamentos das sementes durante um
envelhecimento e outro sido diferentes na utilizacdo de suas reservas de
acgucares, em qualquer um dos compartimentos.

Locher e Buchelli (1998) e Marcos Filho (2005) afirmam que durante o
envelhecimento ocorre liberacdo gradual de acgucares redutores que agem
acelerando a deterioracdo por induzir a destruicdo dos componentes das
proteinas, afetando a viabilidade das sementes. As enzimas que poderiam
promover tal liberacdo, como a invertase e a-galactosidase, requerem niveis de
hidratacdo relativamente altos para sua atividade (Wettlaufer e Leopold, 1991),
por isso acredita-se que este evento foi, provavelmente, facilitado nas sementes
de M. brauna, quando expostas a alta umidade relativa no envelhecimento
artificial. Justifica-se assim a maior tendéncia de aumento nos teores de acucares

redutores entre essas sementes em relagao aquelas armazenadas. Assim, o
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alto teor de agua, que pode estar induzindo atividade de enzimas responsaveis
pela liberacdo de acucares redutores, causadores, em potencial, da
desestruturacido das proteinas pode esclarecer também a maior perda da
atividade das enzimas antioxidantes quando submetidas ao envelhecimento
artificial (Capitulo anterior), expondo assim as membranas celulares a acado das
EROs culminando por fim na morte das sementes.

Observa-se que houve comportamento semelhante entre as sementes
envelhecidas naturalmente e artificialmente no uso dos oligossacarideos (Figura
5a, b, c, d, e, e f). Os teores no eixo embrionario foram sempre mais elevados do
que nos cotilédones. Ao final de 12 meses de armazenamento ou de 72 horas de
envelhecimento artificial os valores aproximaram-se pelo maior uso dos agucares
no eixo em relacdo ao dos cotilédones. Nao ha clara definicdo entre a estaquiose
e a rafinose a respeito de quem é utilizado primeiro (Figura 5a e c), diferente da
sacarose no armazenamento cujo teor permaneceu relativamente estavel durante
nove meses, decrescendo em seguida (Figura 5e).

Segundo Dey (1981), a rafinose € armazenada nos 6rgdos de reserva,
sendo utilizada como precursora para a sintese de outros oligossacarideos ou ser
hidrolisada por alfa-galactosidases. Camacho et al. (1992) observaram a redugao
de oligossacarideos em sementes de varias espécies, explicada pelo aumento na
atividade de alfa-galactosidase. Essa enzima estd presente no embrido de
sementes secas armazenadas e mantém atividade naquelas cuja germinagao foi
bloqueada (Feurtado et al., 2001). Os oligossacarideos da familia rafindsica sao
compostos por moléculas de sacarose ligadas a galactose (Buckeridge e Dietrich,
1996) e quando hidrolisados produzem sacarose e galactose livres nos tecidos
(Cruz et al., 1981).

Percebe-se que os teores de glicose em ambos os métodos de
envelhecimento, no eixo embrionario, elevam-se, enquanto o de galactose diminui
no armazenamento e permanece estavel no envelhecimento artificial.
Provavelmente, a redugcéo dos teores da galactose e da manose no eixo em
sementes sob armazenamento tenha ocorrido pela formagao de parede celular,
pois estes monossacarideos sdo utilizados como matéria prima na sintese de
mananas e galactomananas estruturais ou estejam sendo eliminados para evitar
possivel efeito deletério. Borges et al. (2004) observaram que a galactose inibiu a

atividade de a-galactosidase do eixo embrionario e do cotilédone em sementes de
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Caesalpinia peltophoroides. O teor de manose e galactose em extratos de
sementes das trés subfamilias das leguminosas (Caesalpinoideae, Faboideae e
Mimosoideae) também foram correlacionados a presenga de galactomananas
(Buckeridge e Dietrich, 1990).

Depreende-se que os oligossacarideos estejam sendo usados para
respiracdo e nao para constituicdo de estruturas fisicas, tendo em vista a
manutengado ou nao dos niveis de galactose, elemento fundamental nas paredes
celulares. A confirmacéo da suposi¢ao baseia-se na redug¢ao no teor de manose
no armazenamento e sua elevagao no envelhecimento artificial. Assim, a estrutura
basica da hemicelulose da parede fica comprometida para posterior crescimento
quando em condi¢gbes adequadas de germinacgao (tabelas 1 e 2, capitulo anterior).

Diversos autores correlacionam o decréscimo nos niveis de acgucares
soluveis, acgucares totais, amido e acumulo de agucares redutores com a
deterioracao (Zeleny, 1954; McDonald, 1999; Braccini et al., 2001; Marcos Filho,
2005), acarretando em menor disponibilidade de substratos para a respiragédo, e
provocando queda da germinagao e vigor (Bernal-Lugo e Leopold, 1992; Locher e
Bucheli, 1998; Marcos Filho, 2005).

Nas sementes de Caesalpinia peltophoroides, a grande quantidade de
carboidratos soluveis observados foi atribuida ndo s6 ao fornecimento de energia
para a germinagao, mas também a maior armazenabilidade das sementes (Corte
et al., 2006), pois € conhecido o papel dos agucares soluveis na manutengéao da
integridade da estrutura das membranas e proteinas em condicbes de baixa
umidade das sementes (Carpenter et al., 1987).

Os resultados trazem evidéncias de que, apesar do embrido da semente
estar em estado latente, as suas atividades vitais ndo cessam inteiramente,
provavelmente ficando na dependéncia das condi¢cbes de umidade e temperatura

do ambiente em que s&o armazenadas.
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4. Conclusao

Os acidos graxos nao foram responsaveis pela deterioracdo de sementes
de Melanoxylon brauna.

A reducdo nos teores dos carboidratos soluveis € uma evidencia da
deterioragcdo de sementes de Melanoxylon brauna. Os resultados, quanto aos
carboidratos, no envelhecimento artificial confirmaram os resultados obtidos pelo

envelhecimento natural.
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FIGURA 1 — Teor de acidos graxos em sementes de Melanoxylon brauna,

= eixo embrionario; ---=

submetidas ao envelhecimento natural.
cotilédone.
Figure 1 — Fatty acids in Melanoxylon brauna seeds, submitted to the natural

ageing. —= embryonic axe; ---= cotyledon.
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FIGURA 2 — Teor de acidos graxos em sementes de Melanoxylon brauna,
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cotilédone.

Figure 2 — Fatty acids in Melanoxylon brauna seeds, submitted to the artificial

ageing. —= embryonic axe; ---= cotyledon.
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Figure 3 — Monosaccharides in Melanoxylon brauna seeds, submitted to the

natural ageing. —= embryonic axe; ---= cotyledon.
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FIGURA 4 — Teor de monossacarideos em sementes de Melanoxylon brauna,

submetidas ao envelhecimento artificial. —= eixo embrionario; ---=

cotilédone.

Figure 4 — Monosaccharides in Melanoxylon brauna seeds, submitted to the

accelerating ageing. —= embryonic axe; ---= cotyledon.
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FIGURA 5 — Teor de oligossacarideos em sementes de Melanoxylon brauna,

submetidas ao envelhecimento natural

embrionario; ---= cotilédone.
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Figure 5 — Oligosaccharides in Melanoxylon brauna seeds, submitted to the

natural and artificial ageing. —= embryonic axe; ---= cotyledon.
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