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RESUMO

De acordo com estudos anteriores feitos por Aragdo (2007), as enzimas catalase
e ascorbato peroxidase estdo intimamente relacionadas com o equilibrio endégeno da
producao de espécies reativas do oxigénio (EROS) em sementes de feijao-de-corda, as
BROS que sdo produtos resultantes do metabolismo celular, quando produzidas em
excesso e acumuladas no interior da célula sao consideradas como a principal causa do
envelhecimento do organismo. Esse trabalho foi desenvolvido no intuito de verificar a
atuacdo da protecdo oxidativa por meio de mecanismos enzimaticos € nao enzimaticos
durante o processo de envelhecimento de sementes de feijao caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.]. Foram analisados os seguintes parametros para as sementes quiescentes,
tratadas com antioxidante e inibidor osmdtico: quantificacdo de matéria organica e
inorganica, peroxidagdo do tecido e atividade enzimatica. Ja as sementes envelhecidas
artificialmente foram avaliadas pelos seguintes testes de vigor: vazamento de eletrdlitos
e teste de germinagdo. As varidveis analisadas foram selecionadas para tentar explicar
que provaveis mecanismos bioquimicos estdo envolvidos na perda do vigor de sementes

durante logos periodos de armazenamento.

Palavras chave: Protegdo enzimatica, viabilidade, armazenamento, feijdo caupi.



INTRODUCAO

O armazenamento de sementes por periodo prolongado induz a sua deterioracao,
o desgaste sofrido pela mesma varia entre as espécies de plantas e da forma as quais
foram armazenadas. Sementes ortodoxas a exemplo do feijao caupi sdo tolerantes a
dessecagdo e devem ser armazenadas no estado seco (Kranner, 2006). As sementes
apresentam-se como um bom modelo de estudo para testes de envelhecimento por
possibilitar estimativas a cerca da perda de vigor em um pequeno intervalo de tempo,
contribuindo para o esclarecimento a respeito das intrinsecas relagdes entre deterioragao
da semente e a producao de espécies reativas do oxigénio. (Aragdo, 2007)

Alto teor de umidade e temperatura elevada aceleram o processo de
envelhecimento e em consequéncia levam a semente a perda do vigor e possivelmente a
morte celular programada. Esta teoria basea-se principalmente na "teoria dos radicais
livres" proposta por Harman, afirmando que o acimulo de danos causados por radicais
livres € o mecanismo responsavel pelo envelhecimento de todos os seres vivos.(Kibinza,
2011).

O uzo de teste de vigor para a avalaicdo de qualidade da semente ¢ considerado
de extrema importancia pricipalmente para as empresas produtoras de sementes pela
necessidade de reduzir a comercializagdo de sementes de baixa qualidade ou de pouca
produtividade para a agricultura. Com a capacidade de identificar o nivel de
deterioracdo da semente, os teste de vigor a exemplo do teste de envelhevimento
artificial tem sido usado para o controle de qualidade principalmente de sementes
ortodoxas que mantem um maior padrdo de qualidade quando sdo armazenadas em

ambiente de baixa temperatura e pouca umidade como ¢ o caso do feijao caupi.



No Nordeste brasileiro, o cultivo do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)
¢ uma atividade de grande importancia para o desenvolvimento agricola da regido, o que
¢ verificado tanto na parte econdmica quanto nutricional. Por isso, a leguminosa ¢é
considerada um componente basico da alimentagdo das populacdes mais pobres,
exercendo funcao social no suprimento das necessidades energéticas dessas populagdes
(TEOFILO et al., 2008).

Devido a necessidade de comercializagdo de sementes de qualidade pelas
empresas produtoras de semente tem-se estimulado cada vez mais o desenvolvimento e
aprimoramento de novos testes de vigor que possam avaliar as condigdes fisiologicas
das sementes. Além do teste de envelhecimento artificial e do teste de germinagdo, a
condutividade elétrica € considerada um o6timo teste de vigor para avaliar alteragdes nos
processos bioquimicos, como a mensuracao da integridade das membranas celulares
(Ferguson, 1995).

A utilizagdo de sementes como modelo pra estudo do envelhecimento
especialmente por possibilitar a avaliagdo da perda da viabilidade em pouco tempo,
pode ser uma excelente ferramenta no estudo do esclarecimento das intrinsecas relagdes
entre deterioragdo e espécies reativas do oxigénio (Aragao, 2007)

Um grande numero de contribuigdes atualizadas nesse campo tem demonstrado
a relagdo das espécies reativas do oxigénio (EROS) com principal responsavel perda do
vigor e viabilidade durante o armazenamento prolongado de sementes ortodoxas.
Interessantemente, a peroxidacdo lipidica induzida por esses componentes tem sido
vastamente citada como sendo a maior cauda do envelhecimento de sementes (Prientley,
1986; McDonald, 1999). Segundo Bowler et al. 1992 e McDonald, 1999, mecanismos
enzimdticos antioxidativos ( catalase, ascorbato peroxidase, e superoxido desmutase),

estdo envolvidos com a viabilidade de sementes.



Além disso, protetores antioxidativos ndo-enzimaticos como o acido ascorbico
tem sido usado em pré-tratamento para protecdo e revigoracao de sementes, aumentando
sua capacidade de germinagdo quando submetido ao envelhecimento natural e acelerado
(Chhrtri et al., 1993, Powell et al.,2000)

Mediante todas as observagdes feitas pelos trabalhos citados anteriormente, ver
se a necessidade de encontrar alternativas eficientes contra o envelhecimento dos
organismos que possa contribuir para a protecdo endogena existente. Dessa forma o
presnete trabalho busca avaliar a atua¢do de antioxidantes ndo enzimatico que
desempenham protecdo em sementes de caupi contra o envelhecimento e

consequentemente a perda de vigor.

CARACTERIZACAO DA SEMENTE

O feijao-caupi ¢ uma dicotiledonea que pertence a familia Fabace, subfamilia
Faboideae, género Vigna, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (ALMEIDA et
al.,2005a). Possui porte herbaceo, podendo ser trepadora ou ndo. Sua denominagdo pode
variar de acordo com a regido: feijdo-de-corda, feijdo pardo, feijdo de vara, feijao de
vaca, caupi, feijao baiano e feijao-fradinho (ALMEIDA et al.,2005a).

Apresenta facilidade de adaptag@o as mais variadas condi¢cdes ambientais, o que
permite sua exploragdo sob uma diversidade de sistemas de cultivo, especialmente na
regido Nordeste do Brasil, onde o plantio € feito com maior frequéncia (SOUZA, 2005).

Apesar de constituir uma cultura com ampla adaptacdo a varios ambientes, nao
suporta excesso nem escassez de agua, pois a alta precipitacdo causa o apodrecimento
das sementes em processo de germinagdo e facilita o aparecimento de doencas durante o

desenvolvimento vegetativo das plantas. Com relacdo aos periodos de seca, pode



prejudicar a fase de florescimento e preenchimento dos graos, o déficit hidrico provoca
redugdo significativa no nimero de vagens por planta, comprimento das vagens, nimero
de graos por vagens, ¢ diante disso, uma consequente reducdo na produtividade dos
graos, ja que a planta nessas condi¢cdes produz vagens com amadurecimento precoce
(LINHARES, 2007).

Em relacdo ao aspecto nutricional, o feijdo-caupi ¢ uma excelente fonte de
proteinas (23-25% em média), apresentando todos os aminoacidos essenciais,
carboidratos (62% em média), vitaminas e minerais, além de possuir grande quantidade
de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura (teor de 6leo de 2% em média) e ndo
contém colesterol (FUSCALDI e PRADO, 2005).

No Brasil, especificamente na regido Nordeste, o cultivo do feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp) ¢ uma atividade de grande importancia para o desenvolvimento
agricola da regido, o que ¢ verificado tanto na parte econdmica quanto nutricional. Por
isso, a leguminosa ¢ considerada um componente basico da alimentacdo da populacao

(TEOFILO et al., 2008).

ENVELHECIMENTO

Segundo August Weismann(1882) a Teoria do Desgaste ¢ uma das primeiras a
explicar o processo de envelhecimento, o desgaste dos tecidos decorrente das inimeras
mortes celulares acaba por ndo conseguir mais a regenera¢do. De acordo com alguns
estudos o desgastes acontece a nivel molecular. Moléculas importantes como o DNA
ficariam sujeitas a danos ao longo do tempo como também organelas a exemplo das

mitocondrias.



Outra teoria que tenta explicar as causas do envelhecimento ¢ a Teoria do
acimulo de residuos que sugere que o acumulo de residuos e toxinas no interior das
células, sendo estes produtos do proprio metabolismo, prejudicam a funcao celular
normal levando a morte celular (Cruz & Schwanke 2001).

A Teoria dos radicais livres ¢ uma das que apresentam-se em maior destaque
devido as evidencias de sua atuagdo no processo de envelhecimento. Tendo como base a
utilizagdo de oxigénio pelos animais aerobicos em sua producdo de energia. Atividade
realizada pela mitocondria recebe o nome de respiragdo celular. Em media 2% do
oxigénio captado pela célula ndo ¢ utilizado no processo de respira¢do, participando
assim da formacgdo de moléculas denominadas Espécies Reativas do Oxigénio (EROS),
tais moléculas sdo altamente reativas ligando-se as membranas celulares e no DNA
causando danos terriveis(Cruz & Schwanke 2001).

A principal caracteristica do envelhecimento ocorrido nos organismos vivos ¢ a
perda progressiva da capacidade de respostas em adaptagao ao estresse oferecidos pelo
meio ao passar do tempo. Os gerontologistas apresentam uma concep¢ao apara esse
intricado fendmeno, definindo-o como um processo adaptativo, sendo causado por
inimeros fatores modulados pela interagdo dos genes e das acdes ambientais sobre os

mesmos( Yu & Chung, 2006).

TEORIA DO ENVELHECIMENTO POR RADICAIS LIVRES

Segundo Denham Harman(1956) os radicais livres produzidos durante a respiragdo
aerébia causam prejuizo denominados de danos oxidativos que se acumulam, resultando
no envelhecimento e morte celular, consequentemente levando a morte do organismo.

Com o avanga dos estudos e as descobertas em relacdo as protecdes antioxidades por



meio da propria célula, a teoria do envelhecimento por radicais livres ganhou
credibilidade diante de varias outras teorias que tentam explicar esse fenomeno.

A teoria dos radicais livres aponta a mitocondria como a principal fonte geradora de
oxidantes enddgenos. Em relagdo a esse fato, estudos gerontologicos observaram que
espécies com alto metabolismo apresentam um curto potencial de tempo de vida.
(“Maximum Life Span Potencial” - MLSP).

De acordo com a teoria do envelhecimento o estresse oxidativo produzidas pela
respiracdo contribuem para o envelhecimento de todos os organismos vivos, 0
envelhecimento efetivamente leva ao acimulo de espécies reativas do oxigénio no
citoplasma de células, produzido pelas mitocondrias durante a respiragdo ativa. Para
compreender como essas substancias atuam ¢ necessdrio conhecer o metabolismo do
organismo e identificar os danos causados pelo acumulo de tais. Faz-se nessegario
também conhecer a atividade de protecdo endogena desenvolvida pela célula durante

seu envolvimento no reparo dos danos causados pelas EROS (Kibinza, et al., 2011).

ENVELHECIMENTO DE SEMENTES

O processo de envelhecimento acarreta a deterioracdo da semente, que em sua
grande maioria expressa-se com a perda da viabilidade da mesma para o plantio.
Sementes ortodoxas armazenadas por longos periodos apresentam alto nivel de
deterioragdo, em ultima instancia, a perda de sua capacidade germinativa. A taxa de
degates da semente apresenta variagdes entre espécies de plantas e lotes de sementes.

Segundo a "teoria dos radicais livres" proposta por Harman, o envelhecimento
ocorre devido a acumulacdo de danos causados por radicais livres, sendo assim o

mecanismo responsavel por causar morte celular e consequentimente do organismo.



Numerosos estudos relatam a importancia dos radicais livres no envelhecimento
de plantas e animais € a importancia que as espécies reativas de oxigénio (EROS) tem
no envelhecimento de sementes. Entre estas EROS, H202 desenvolve uma atividade
preocupante por causar a desitegracdo das membranas celulares porem, comparado a
alguns outros ¢ facilmente convertido em pela acao de enzimas(Kibinza, 2011).

O alto teor de umidade e temperatura elevada sdo fatores que contribuem para a
aceleracdo deste processo. A presenca de agua induz o processo germinativo da
semente, iniciando assim a utilizagao de oxigénio em seu metabolismo. Segundo
Borghetti & Ferreira (2004) a temperatura ¢ o fator que intencifica a velocidade de
absor¢do de agua afetando assim a velocidade de germinacao, as reagdes bioquimicas e
todo o processo germinativo.

A deterioragdo da semente pode gerar danos equivalentes a:

* Mudangas na atividade respiratoria das sementes;
Lesao da integridade do sistema de membranas;
Peroxidagdo de lipidios;
» Lixiviacao de solutos;
Modificagdes em atividades enzimaticas e sintese de proteinas;
* Redugdo do crescimento e vigor das plantulas;
Aumento do numero de plantulas anormais;
Aumento da suscetibilidade a ataques de microrganismos patogénicos;
* Completa perda da capacidade germinativa;

Morte das sementes.



ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

O conhecimento das condigdes ideais para a germinacdo da semente de uma
determinada espécie ¢ de fundamental importincia, principalmente, pelas respostas
diferenciadas que ela pode apresentar em fungdo de diversos fatores, como viabilidade,
dorméncia, condi¢des de ambiente, envolvendo 4gua, luz, temperatura, oxigénio e
auséncia de agentes patogénicos, associados ao tipo de substrato para sua germinacao
(Carvalho e Nakagawa, 2000).

De acordo com Marcos Filho (2005), para a melhor conservacdo das sementes
ortodoxas, como as de mamona, o ambiente com umidade relativa e temperatura mais
baixa tem se mostrado adequado, ja que essas condigdes permitem manutencao de baixo
nivel de atividade de reagdes quimicas e preservacao do poder germinativo e do vigor
das sementes (S. FANAN et al. 2009)

Durante o armazenamento, a presenca de agua superior a 13% interfere
diretamente na longevidade da semente, provocando danos por mudanga no
metabolismo celular, induzindo o aumento da atividade enzimatica e respiratdria das
sementes, facilitando o aparecimento de fungos favorecidos pela alta temperatura
(Vieire & Yokoyama , 2000). O aumento do teor de d4gua em sementes compromete
suas condi¢des fisioldgicas, ja que induz a atividade metabdlica do embrido (Macedo et
al., 1999).

Dentre os fatores do ambiente que afetam o processo germinativo das sementes,
a temperatura exerce acentuada influéncia. As sementes de diferentes espécies
apresentem faixas distintas de temperatura para a germinacao. As altas temperaturas
apresentam-se como um fator que contribui para deterioragdo da semente, juntamente

com a alta umidade por causar a desorganizacdo das membranas celulares, reduzindo o



vigor da semente, o que pode ser verificado pelo aumento da quantidade de lixiviados
durante o processo de embebicao das sementes (Marcos Filho et al.,1990;Lin, Salinas et
al., 1998).

Em pequenas propriedades produtoras de sementes, o armazenamento das
mesmas ¢ feito em garrafas de vidro, em recipientes com camadas de areia fina, latas de
flandres e tambores de zinco. Nas médias e grandes propriedades, o armazenamento ¢
feito principalmente em tambores de zinco e silos metdlicos(Santos et al., 2003). As
técnicas atuais disponiveis para melhorar a conservacao, baseiam-se em controlar as
condi¢des do ambiente com o uso de refrigerados e atmosferas modificadas com a
presenca de gases, atuando na reducdo do metabdlico e na respiracdo dos graos (Brasil,

1992).

PRINCIPIOS GERAIS DO ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

Estudos sobre sementes relatam que a longevidade das sementes est4 relacionada a uma
variedade fatores, entre os quais estao:

* O desgaste do DNA embrionario - ocasionando aberragdes cromossdmicas que
impedem a germinagdo (Kramer e Kozlowski, 1972; Fontes et al., 2001),

* A presenga de alta umidade - a baixa umidade mantem a semente em baixo
metabolismo evitando a producdo de agentes deterioradores (Kramer e
Kozlowski, 1972);

* Alta temperatura - quanto menos a temperatura, menor a atividade fisiologica
das sementes e dos agentes deterioradores (Kramer e Kozlowski, 1972);

* Baixa quantidade de reserva de nutrinetes- sementes com pouca reserva de

nutriente apresentam menor periodo de viabilidade (Kageyama & Marquez, 1981);



* Presenca de luminosidade -favorece a oxidacao facilitando sua deterioragdo
(Kramer e Kozlowski, 1972; Cabral et al., 2003);

* Tempo de armazenamento - os componentes quimicos sdo instaveis, sofrendo
transformagdes com o passar do tempo causando a deterioragdo da semente (Cabral
et al., 2003).

Como decorréncia do periodo de estocagem, pode ocorrer:

Decaimento da velocidade de desenvolvimento das plantulas,

Aumento de transporte de substancias através da membrana citoplasmatica;
Perda da atividade realizada por algumas enzimas,

Maior susceptibilidade a estresses,

Aumento da atividade respiratoria;

Perda de reservas alimenticias (UFSM, 2004).

Apos a colheita as sementes precisam ser armazenadas em condigdes adequadas,
a fim de minimizar o processo de deterioracdo. Apesar de ndo poder ser impedido, o
desgaste sofrido pela semente pode ser controlado. As boas condi¢des de
armazenamento ndo iram melhora a qualidade das sementes, apena manté-la ou reduz
impacto sofrido pelas mesmas (EMBRAPA-CPAF Rondonia, 2001).

O armazenamento tem por objetivo conservar as sementes, preservando suas
qualidades fisicas, fisiologicas e sanitarias, para posterior semeadura e obtengdo de
plantas sadias ap6s a germinacao (UFSM, 2004). Toda e qualquer semente armazenada
sofre deterioracdo que pode ser mais rapida ou mais lenta, dependendo das
caracteristicas ambientais e das caracteristicas das proprias sementes. Geralmente a

reducdo da luminosidade, da temperatura e da umidade de ambos, sementes e ambiente,
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faz com que seu metabolismo seja reduzido e que os microorganismos que as
deterioram fiquem fora de a¢do, aumentando sua longevidade. (Vieira et al., 2004).

Para a estocagem de sementes ortodoxas as técnicas de armazenamento que
apresentam melhores resultados sdo baseadas na utilizagdo de camara fria, a camara
seca e a camara fria seca(Vieira et al., 2002). Tais sementes apresentam tolerancia a
dessecagdo, sua longevidade aumenta com a diminuicdo do teor de umidade e da
temperatura de modo controlado (Hong e Ellis, 2003).

Entre os fatores que causam a perda da viabilidade das sementes citandos
anteriormente, a umidade e a temperatura apresentam-se em posicao de destaque, entre
essas a umidade ainda ¢ tido como mais importante que a temperatura. Sementes
ortodoxas devem ser estocadas com menos de 10% de teor de umidade para que seja

mantendo ou aumentando a longevidade.

FATORES QUE INFLUENCIAM A LONGEVIDADE DAS SEMENTES

ARMAZENADAS

Os fatores citados abaixo sdo fundamentais para o mantimento da qualidade da semente
desde a colheita até¢ o momento do plantio.

1. Qualidade inicial das sementes;

2. Teor de umidade da semente

3. Temperatura de armazenamento;

4. Umidade relativa de armazenamento

5. Tempo gasto entre colheita e 0 armazenamento;

0.Tratamentos de higienizagao;

7.Forma e tipo de embalagem;
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AVALIACAO DE VIGOR DE SEMENTES

A utilizagdo de testes de vigor tem se tomado ferramentas cada dia mais
presentes na rotina das industrias produtoras de sementes, visando aumentar a qualidade
do seu produto, na busca pela comercializacao de sementes de alta qualidade e potencial
fisioldgico. Os objetivos dos testes de vigor sdo: avaliar ou identificar caracteristicas
que possam diferenciar a qualidade dos lotes com germinacdo semelhante,
complementar as informagdes fornecidas pelo teste de germinacao; distinguir lotes de
altos dos de baixo nivel de vigor, resisténcia ao transporte e capacidade de
armazenamento. Por isso a importancia da utilizagdo de testes que procuram aferir a
qualidade das sementes e o seu estado atual, observando parametros associados ao vigor
(Binotte et al, 2008).

Para identificar modificacdes nos processos bioquimicos, como o nivel de
integridade das membranas celulares o teste de condutividade elétrica ¢ considerada
uma 6tima avaliacao de vigor (Ferguson, 1995). O teste de condutividade elétrica € um
método preciso que identifica e avalia as condigdes fisioldgicas da semente. O valor
mensurado no teste de condutividade elétrica da solucao de embebicao da semente é o
resultado da quantidade de lixiviados liberado pelas células durante o teste, a qual esta
diretamente relacionada com a integridade das membranas celulares.

Quanto mais alto o valor da condutividade elétrica, menor serd a qualidade e o
vigor das sementes, pois a maior quantidade de lixiviados representa a perda de
constituintes celulares, revelando a menor capacidade de reparacdao aos danos causados
a semente (Salvador,2002).

O potencial de armazenamento de sementes pode ser avaliado também com o

uso do teste de envelhecimento acelerado. Este teste se baseia no fato de que a
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degradagdo das sementes ¢ aumentada quando as mesmas sdo expostas a condi¢des
adversas de temperatura e umidade, que sdo os fatores ambientais mais relacionados a

deterioragdo das sementes (Binotte et al, 2008).

ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (EROS)

A atividade respiratdria € o processo pelo qual as células obtém energia, devido
a respiracao ocorre um encadeamento de reacdes capazes de gerar eletronegatividade,
onde o oxigénio ¢ o aceptor final de elétrons. Essa sequéncia de reagdes oxidativas
resulta na formagdo de compostos como o anion superdxido, o radical hidroperoxila, o
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila que, de forma conjunta, sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (EROS), (Barreiros, et al, 2006).

O termo radical livre ¢ utilizado quando um atomo ou uma molécula apresentam
elétrons ndo pareados, sendo dessa forma uma espécie instavel, com a capacidade de
reagir rapidamente com outras substancias (Catania, et al. 2009).

Hoje sabes que os radicais livres atuam no envelhecimento das inumeras
espécies de plantas e animais e a importancia que as espécies reativas de oxigénio
(EROS) tem no processo de desgaste celular que acarretam o envelhecimento de
sementes. Entre outras, a peroxidacdo lipidica cauda por esses elementos tem sido
amplamente citada como principal causa do envelhecimento de sementes (Prientley,
1986; McDonald, 1999).

O acumulo de EROS inicia reacdes com 4acidos graxos poliinsaturados,
causando a destruicdo das membranas celulares por meio da peroxidagdo lipidica
(Senaratna et al, 1988; Pukacka,1991). Entre as EROS, o peroxido de hidrogénio (H202)

¢ considerado o grande responsavel pelo desgaste celular, pois apresenta-se estavel em
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pH biologico, atravessa com facilidade as membranas e acarreta danos graves a célula,
podendo gerar estresse oxidativo que ¢ conceituado como o desequilibrio entre
producdo de ROS e de defesa antioxidante enddgena (Kibinza, et al., 2011).

O perdxido de hidrogénio (H202) ¢ uma molécula sinalizadora que desempenha
um papel importante, relacionada com o desenvolvimento da planta e respostas
ambientais. Alteracdes na disponibilidade de H202 sdo resultantes da variagdes de
metabolismo (Mhandi, et al 2010).

Durante todo o desenvolvimento da semente ocorre a producdo de espécies
reativas do oxigénio, no periodo de embriogénese até¢ a germinagdo, incluindo o periodo
de armazenamento. As EROS exercem um duplo papel nos processos fisiologicos das
sementes, atuando como sinalizadores celulares e como toxina que acumulam-se no
interior das células quando expostas a condi¢des de estresse. Desde que a produgdo de
ROS seja esteja em equilibrio com a sua eliminacdo, essas apresentam-se benéficas para
germinacgdo, desenvolvendo sua atividade de sinalizacdo, finalizando o periodo de
dorméncia da semente.

Porém, o acimulo de EROS em condi¢cdes nao controladas geram danos

oxidativos que consequentemente levam a morte celular (Bailly,et al,2008).

ESTRESSE OXIDATIVO

A cada dia cresce o interesse no estudo de antioxidantes devido a descoberta da
atuacdo dos radicais livres sobre os organismos vivos. A oxidagdo ¢ fator basico da vida
em organismos aerdbico, dessa forma a produ¢do de radicais livres é um acontecimento
natural, causado por alguma disfungdo biologica. No organismo, encontram-se

envolvidos na produgdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
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sinalizagdo intercelular e¢ sintese de substancias biologicas importantes. Porém o
excesso dessas substancias proporcionam efeitos prejudiciais, entre os quais estdo a
peroxidacao dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das

membranas, as enzimas, carboidratos e DNA(Barreiros, et al. 2006).

PRODUCAO DE EROS EM SEMENTES

Trabalhos relatam a importancia de conhecer o envolvimento das espécies
reativas do oxigénio nas atividades fisiologias de sementes, essa analise possibilita a
observagdo de variacdes do conteido de EROS durante todas as etapas de vida
principalmente quando relacionado ao teor de perdxido de hidrogénio. O conteudo de
H2O2 ¢ bastante elevado principalmente durante o inicio do desenvolvimento,
possivelmente deve estar associado a presenca de umidade elevada que possibilita a
altas taxas de atividades metabdlica.

Por outro lado a capacidade germinativa da semente esta relacionada com o alto
teor de H202 acumulado, sendo possivel identificar o alto nivel dessa molécula em
sementes embebidas, momento em que o equilibrio entre a producdo e a eliminacao ¢
perdido e a producdo toma-se acumulativa legando a semente a germinagao.

O acumulo de peréxido de hidrogénio também ocorre com frequéncia durante o
periodo de armazenamento, principalmente quando extenso, esse acumulo gera o
desgaste das membranas, como consequéncia o envelhecimento das sementes, levando a
perda da viabilidade. Sendo assim o perdxido de hidrogénio pode ser vista como uma
molécula benéfica quando associada a quebra da dorméncia em algumas sementes ou

prejudicial quando associada ao envelhecimento das mesmas (Bailly et al, 2008).
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ESTRESSE SOFRIDO POR SEMENTES

A maioria dos estresse geram impactos sobre as sementes, na grande maioria das
vezes tais fatores afetam a teproducdo das plantas e consequentimente a produtividade
das mesmas, interferindo negativamente na agricultura e biodiversidade (Kamner, et al.
2010).

Prote¢do, reparagdo, aclimatacdo e adaptacdo sdo tidos como fatores de
construgao de “resposta” ou “resisténcia” aos estresses impactantes sobre as sementes,
estes sdo a base para longevidade das mesmas. Quando a semente nao consegue
desenvolver uma responta a tal estresse, dependendo do tempo em que ela foi exposta, ¢
inevitavel o auto indice de morte celular e consequentemente a morte das sementes,
resultado da exaustdo correspondente ao desgaste causado pela exposicao ao estresse(
Kamner, et al. 2010).

A propria atividade metabdlica da semente gera efeito estressante sobre as
sementes, o processo de respiracdo produz estresse oxidativo, pela acumulacdo de
EROS no interior das células, contribuem para o envelhecimento de todos os
organismos vivos. Por tanto ¢ indispensavel compreender a atuagdo das enzimas que
participam do metabolismo de sementes em respostas ao estresse. Essas enzimas agem
durante o processo de envelhecimento e estdo diretamente envolvidas no reparo durante

o condicionamento em sementes (Kibinza, et al., 2011).

PROTECAO ENDOGENA EM SEMENTES

As proprias células apresentam um sistema de defesa contra a atuacdo dos

radicais livres. Essa protecdo ¢ desempenhada pela atividade de um conjunto de
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enzimas denominadas “enzimas anti-oxidantes” que sdo sintetizadas pela propria
célula, a partir de genes presentes no DNA do organismo. A atividades dessas enzimas
impedem ou tentam impedir a agdo dos radicais livres.

Contribuindo com a a¢do dessas enzimas, os organismo recebem ajuda de
substancias encontradas em alimentos de origem vegetal, como frutas e legumes que
recebem o no compostos anti-oxidantes, entre estes destacam-se as vitaminas C e E.

A idéia de que os radicais livres conduziram ao processo do envelhecimento,
baseia-se em evidéncias que mostram que os radicais livres produzem: pigmentos
celulares, ligagdes cruzadas e danos no DNA com o passar da idade(Cruz & Schwanke,
2001).

Essa atividade de prevengao de danos oxidativos, realizada pela propria células
pela produgdo de enzimas catalisadoras e juntamente com o auxilio dos mecanismos ndo
enzimaticos proporcional a desintoxica¢do celular. Entre as enzimas que participam
desse mecanismo de prote¢do temos a catalase que atua decompondo o perdxido de
hidrogénio (H202), resultando na producao de oxigénio e a agua.

Para compreender a protecdo endogena contra os danos oxidativo ¢ necessario
investigar a importancia e a regulacao dessas enzimas desintoxicadoras como ¢ o caso
da catalase. Recentes estudos realizados com aminotriazol um inibidor de CAT apontam
que a mesma desempenha um papel-chave no sistemas de reparacdo durante o
envelhecimento, que esta associado ao acumulo de H202, mostrado em quantificagao
bioquimica (Kibinza, et al., 2011).

As colaboracdo destas enzimas e atuacdo de antioxidantes de baixo peso
molecular entre os quais encontramos o acido ascorbico, podem contribuir para o
aumento a resisténcia ao processo de oxidagdo, minimizando os danos celulares

ocasionados pelo estresse decorrente do acimulos de EROS (Pukacka, 2006).
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A aitvidade protetora proporcionada pela presenca das enzimas e dos
antioxodantes de baixo peso molecular, sdo respostas que garante uma maior resisténcia
ao organismo, aumentando a longividade e contribuindo para elimina¢do de EROS que
causam o envelehcimento, em semente ajudam a manter a sua viabilidade (Kamner, et

al. 2010)

ANTIOXIDANTES

O excesso de radicais livres no organismo ¢ combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell3 “Antioxidante
¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdo comparada a do
substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxida¢do do

mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a exemplo da

GPx, CAT e SOD2(Barreiros, et al. 2006)

CATALASE

Entre as enzimas antioxidantes conhecida atualmente a catalase foi a primeira a
ser descoberto e caracterizada. Observacgdes feitas por Loew (1900) lhe permitiu afirmar
que '"parece ndo existir nenhuma planta e nenhum animal que ndo possua aquela
enzima "(Kirkman e Gaetani, 2007). Mesmo organismos que ndo utilizam oxigénio no
seu processo de obten¢do de energia possuem catalase. Esta tem como reacao a
dismutacao de duas moléculas de H202 em agua e 02(Zamocky et al., 2008).

Para a compreencdo do mecanismo de protecdo endogena contra os danos

oxidativo ¢ preciso conhecer a importancia e a regulacdo desempenhanda por essas
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essas enzimas desintoxicadoras como ¢ o caso da catalase. Estudo utilizando
aminotriazol uma substincia inibidora da CAT, mostra que essa enzima desempenha
um papel crucial no sistema de reparo durante o envelhecimento, que est4 associado ao

acumulo de H202, mostrado em quantificacdao bioquimica (Kibinza, et al., 2011).

SUPEROXIDO DESMUTASE

Em 1969 a teoria do envelhecimento por radicais livres ganhou credibilidade
com a descoberta da enzima superdxido dismutase (SOD). O uso da SOD como uma
ferramenta para localizar sitios subcelulares da geracdo de 02-» , levou ao
fortalecimento da teoria do radical livre, isto €, que a principal fonte de oxidantes
endogenos sdo os cloroplastos e peroxissomos. Em relagdo a esse fato, gerontologistas
tém observado ao longo do tempo que espécies com alto metabolismo t€ém um curto

potencial de tempo de vida. (“Maximum Life Span Potencial” - MLSP).
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RESUMO

A qualidade das sementes comercializadas ¢ um dos fatores de maior importancia para
alcangar altas produtividades. A presente pesquisa visou avaliar os parametros
fisiologicos envolvidos com a prote¢do oxidativa durante o envelhecimento de sementes
de caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.]. Os pardmetros analisados foram: quantificacao
de matéria organica e inorganica, peroxidacdo do tecido e atividade enzimatica (CAT,
SOD e APX). Apo6s o envelhecimento artificial, as sementes foram avaliadas pelos
seguintes testes de vigor: vazamento de eletrdlitos e teste de germinagdo. As varidveis
analisadas foram selecionadas para explicar que provaveis mecanismos bioquimicos
estdo envolvidos na perda do vigor de sementes durante longos periodos de
armazenamento. Verificamos a atuacdo de enzimas na manutencdo do equilibro
endogeno e avaliamos o potencial antioxidante do ascorbato (ASC) e do Butil-hidroxi-
anisol (BHA). Estudos anteriores relataram que as enzimas catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD) estdo intimamente relacionadas com o
equilibrio endégeno da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) em sementes
de caupi. As ROS que sdo produtos resultantes do metabolismo celular, quando
produzidas em excesso € acumuladas no interior da célula, s3o consideradas a principal

causa do envelhecimento do organismo.

Palavra chave: Armazenamento, estresse, germinagao, vigor.
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PHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION MECHANISMS INVOLVED IN

THE PROTECTION DURING OXIDATIVE DAMAGE OF COWPEA SEEDS.

ABSTRACT

The quality of commercial seed is one of the most important factors to achieve
high yields. This study was conducted in order to examine the role of oxidative
protection through enzymatic and non-enzymatic mechanisms during seed storage of
cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.]. It was noticed that enzymes act on the
equilibrium maintenance and we evaluated the potential antioxidant endogenous of
ascorbate (ASC) and Butylated hydroxy-anisole (BHA). Previous studies reported that
the enzymes catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and superoxide dismutase
(SOD) are closely related to the balance of the endogenous production of reactive
oxygen species (ROS) in cowpea seeds. ROS are products of the cell metabolism. When
they have been overproduced and accumulated inside the cell they are considered the
primary cause of aging of the organism. The parameters analyzed were: quantification
of organic and inorganic matter, tissue peroxidation and enzymatic activity (CAT, SOD
and APX). After artificial aging test, the seeds were evaluated by the following test
force: electrolyte leakage and germination test. These variables were selected to explain
the probable biochemical mechanisms involved in the loss of seed vigor during storage

long periods.

Keyword: Vigna unguiculata L, seed storage, seed aging, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi também conhecido como feijdo-de-corda ou feijdo-macassar
(Vigna unguiculata L., Walp) ¢ cultivado nas regides Nordeste e Norte do Brasil
destinadamente para a producgdo de grios, j4 que o mesmo representa um dos principais
componentes da alimentacdo humana nessas regides (Embrapa,2003). Devido a grande
demanda de graos para o consumo e consequentemente para o cultivo, o feijdo-caupi
apresenta-se em posi¢ao de destaque socioecondmica.

Essa importancia econdmica que exerce o feijao caupi, sobretudo por representar
a principal fonte de proteina vegetal presente na alimentacdo da populagdo das regides
Norte e Nordeste despertou o interesse dos produtores sobre o conhecimento de suas
variagdes € hoje ja se encontra disponivel inimeras informacdes tecnoldgicas sobre o
feijdo-caupi. Programas de melhoramento genético desenvolveram varias cultivares
comerciais, expandindo o mercado e aperfeicoando as formas de uso do produto
(Embrapa,2003).

Devido a grande relevancia do cultivo dessas sementes se faz necessario o
desenvolvimento de estudos ndo apenas para a ampliagdo de melhores técnicas de
plantio, mas também para condicionar formas de armazenamentos que possam garantir
a qualidade do produto, bem como conhecer mecanismos endogenos que possam
contribuir com um maior prazo para comercializagdo de sementes (Embrapa,2003)

O acondicionamento de sementes por um determinado periodo de tempo pode
induzir a sua deterioragdo de acordo com as condi¢des oferecidas pelo armazenamento,
o desgaste sofrido pela mesma varia entre as espécies de plantas e da forma as quais

foram armazenadas. As sementes do tipo ortodoxas como ¢ o caso do feijdo-caupi sdo
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melhores conservadas quando armazenadas em ambientes secos e de baixa temperatura
(Kranner, 2006).

Hoje ja se sabe que as espécies reativas do oxigénio sdo a principal causa do
envelhecimento dos organismos anaerobicos que as produzem naturalmente devido suas
necessidades metabdlicas. Espécies reativas de oxigénio (EROS) como o radical
superoxido (.O2-), peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (.OH) sao
constantemente geradas nos organismos vivos durante os processos fisioldgicos e
especialmente sob condi¢des patologicas (HUANG et al., 2007). Porém producao
excessiva das ROS pode desencadear prejuizos ao organismo, tais como a peroxidacao
dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, carboidratos ¢ DNA (Barreiros, et al. 2006).

Para evitar os danos causados pelo acimulo de ROS as células dispde de alguns
catalisadores enzimaticos e mecanismos ndo enzimaticos que possibilitam a
desintoxica¢ao (Huang et al., 2007). Entre as varias enzimas que desempenham essa
funcdo ¢ possivel citar a Catalase (CAT), a Superéxido Dismutase (SOD), a Peroxidase
do ascorbato (APX), entre outras. A catalase, por exemplo, atua decompondo o
peroxido de hidrogénio (H20:2), em oxigénio e agua. Para compreender a protecao
enddgena contra os danos oxidativo ¢ necessario investigar a importancia e a regulagao
dessas enzimas desintoxicadoras como ¢ o caso da catalase (Kibinza, et al., 2011).

No trabalho de Oliveira, et al (2008) foram observadas as atividades enzimaticas
em tempos variados de armazenamento de sementes. Foi observado que a elevada
atividade da SOD aos 30 dias de armazenamento pode estar relacionada ao estresse do
processamento € ao tempo que a polpa demorou em congelar, j4 a constidncia na
atividade da SOD observada apos os 60 dias pode ser explicada pela baixa temperatura

de armazenamento permitindo um retardo do metabolismo oxidativo procedente do
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estadio de maturacdo dos frutos de acerola, visto que no congelamento as reagdes
metabolicas sdo reduzidas, porém nao totalmente inibidas (Oliveira,et al.,2008)
Mediante as observacdes feitas nos diversos trabalhos anteriormente citados,
esse trabalho foi desenvolvido no intuito de avaliar os danos causados pelas formas
inadequadas de acondicionamento de sementes , identificar a quantidade e que tipo de
matéria foi perdida pela semente de caupi durante o periodo de exposi¢dao a agua e a
atividade das enzimas e de mecanismos ndo enzimatico que possam estar relacionados

com a prote¢do ao estresse oxidativo.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes de Vigna unguiculata utilizadas na realizacdo do trabalho foram
cedidas pelo Banco de Sementes e Germoplasma de Manejo da Universidade Federal do
Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias pela pessoa da Profa. Dra. Elizita Maria Teofilo.

Foram utilizadas sementes da safra 2011 armazenadas adequadamente em camara de

resfriamento (4 °C).

2.2 Atividades realizadas com sementes quiescentes

Para avaliacdo das sementes estudadas foram realizados testes com sementes
quiescentes de controle de qualidade onde foram observados a integridade fisica e o

aspecto morfoldgico das sementes. Foram ainda realizados testes de medi¢do de

condutividade elétrica e de germinagao.
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Para o teste de condutividade elétrica foram utilizadas 3 repeticdes contendo dez
(10) sementes por recipiente imersas em 50 mL de 4gua destilada deionizada. A
medi¢oes foram realizadas a cada 5 minutos durante a primeira meia hora, ¢ em seguida
passaram a ser mensuradas a cada 15 minutos até o tempo de duas horas. As medi¢des
seguintes tiveram intervalos variados até a finalizagcdo do teste que teve como duracio
total 24h. Para realizacao dessa atividade foi usado o equipamento DM31 Digimed.

Para o teste de germinagdo foram utilizadas 60 sementes distribuidas em 3
repeti¢des cada uma com 20 unidades, o plantio foi realizado em papel germitest . O
papel foi umedecido com agua destilada numa quantidade equivalente a 2,0 vezes o
peso do papel, usando um borrifador de forma a uniformizar o teste. Os rolos foram
envolvidos em sacos plasticos e foram colocados em germinador. O experimento foi
conduzido em camara de germinagdo com condi¢des ambientais controladas (25° ¢ 12
horas de exposicdo a luz por dia) e foi observada durante oito dias onde foi possivel

constatar a viabilidade das sementes.

2.2.1 Determinacao de teor de 4gua em sementes de feijao caupi cv. Pérola

Para determina¢do do teor de 4gua das sementes foram utilizadas 3 repeticdes cada um
com 10 sementes por saco de papel. As sementes permaneceram durante 72h em estufa

programada a 70° C £ 2, sendo pesado a cada 24h de exposicao ao tratamento.

2.2.2 Curva de embebicao

Para curva de embebicao foram utilizadas 3 repeticdes cada uma com 40 sementes por

recipiente imersas em 55 mL de dgua destilada deionizada. A pesagem foi realizada a
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cada 15 minutos durante as primeiras duas horas do teste e em seguida as medigdes
passaram a ser feitas a cada 30 minutos até o tempo final de 5h com o auxilio de
balanga de precisdo. Durante todo o experimento, sobretudo nos intervalos, o material

permaneceu em agitagao.

2.3 Atividades realizadas com sementes tratadas com antioxidantes

Apds as determinacdes com sementes quiescentes foram realizados os
tratamentos antioxidativos. As sementes tratadas foram analisadas para a identificagao
dos processos bioquimicos envolvidos na deterioragdo das sementes. Como processo
inicial dos testes foi mensurado o vazamento de eletrélitos em sementes controle
(embebida em dagua destilada deionizada), sementes tratadas com antioxidantes
(Ascorbado e BHA) e sementes tratadas com inibidor de potencial osmotico (Manitol)
em tempos variados de exposi¢cdo aos tratamentos (30, 60, 90, 120 ¢ 180 minutos) O
liquido utilizado nos testes de condutividade foi avaliado para identificagdo e
quantificacdo das substancias lixiviadas pelo vazamento de eletrélitos nos diferentes

tratamentos durante os tempos citados acima. As analises realizadas no liquido foram.

2.3.1 Curva de sodio e potéassio

Para essa anélise nao foi feito nenhum tipo de extracdo ou procedimento que
utilizasse alguma substancia. O liquido foi usado exatamente como foi colhido apds as

leituras do vazamento de eletrolitos.
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2.3.2 Determinacdo de aminoacidos soluveis totais

As determinagdes de aminoacidos soluveis totais (N-a-amino livres) foram
feitas de acordo Yemm e Cocking, (1955). Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5
mL do extrato (diluido 10 vezes), 0,25 mL de tampao citrato 0,2 M em pH 5,0 ¢ 0,6 mL
de reagente revelador (ninhidrina 5% e KCN 0,2 mM). Os tubos foram fechados,
agitados e colocados em banho-maria a 100 °C por 15 minutos, apds esse periodo,
foram transferidos para banho de gelo para interromper a reagdo. Depois foram
adicionados 0,65 mL de etanol 60 % para deixar a cor violeta estavel por 1hora. Foram

feitas as leituras espectrofotométricas a 570 nm. Para o branco o volume de extrato foi

substituido por tampao citrato.

2.3.3 Determinacéo de carboidratos soluveis totais

Os agucares soluveis foram medidos de acordo com Dubois et al., (1956). Em
tubos de 20 mL foram colocados 0,5 mL do extrato, 0,5 mL de fenol 5 %, seguido de
agitagdo, e 2,5 mL de 4cido sulfurico concentrado. O H2SOs foi adicionado rapidamente
e diretamente contra a superficie da solucdo. Os tubos foram agitados em vortex e
ficaram em repouso até atingirem a temperatura ambiente, em seguida foram feitas as
leituras em espectrofotometro a 490 nm. Para o branco o volume de extrato foi
substituido por agua deionizada.

Para quantificar a concentra¢do de carboidratos soluveis as leituras do espectro
foram postas na equacdo da reta obtida por uma curva-padrdo de glicose em pM. Os

resultados foram expressos em mmol carboidrato kg 1 MS.
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2.3.4 Teste de peroxidagao lipidica

Em tubos de ensaio foram adicionado 0,5 mL do extrato diluido ¢ 2 mL de
solucdo TCA 20% mais TBA 0,5%. Em seguida os tubos foram mantidos em banho-
maria por 1hora a 95°C, assim que foram retirados do banho-maria foram resfriados no
gelo para interromper a reacdo. Em seguida foram centrifugados a temperatura ambiente
por 10min a 4.000g. Usando uma cubeta de quartzo e o espectro de luz ndo visivel as
amostras foram lidas a 532 nm e 660 nm. Essa determinagdo foi realizada segundo

(HEATH,R.L.;PACKER,L. 1968)

2.3.5 Determinacdo de proteinas soluveis

A determinacdo de proteinas soluveis foi feita de acordo com o método de Bradford,
(1976). Para mensurar as proteinas soluveis, foram adicionados em tubos de ensaio, 0,1
mL do extrato e 1 mL do reagente de Bradford (Comassie Brilliant Blue G-250 90 %,
etanol 95 % e acido fosforico 85%). Os tubos foram agitados e ficaram em repouso por
15 minutos, depois foram feita as leituras em espectofotdmetro a 595 nm. Para a leitura
de todos essas determinagdes citadas acima foi usado o espectrofotometro Genesys 5.

Em seguida, os experimentos foram realizados com a massa seca das sementes

utilizadas nos testes de condutividade citados anteriormente.

4. Preparacdo do material para liofilizacédo e extracéo
Apoés os tratamentos realizados durante o teste de condutividade as sementes

utilizadas foram imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e mantidas em
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freezer a -80°C. Devido a grande absor¢do de 4gua pela semente durante os tratamentos,
para obtermos a massa seca das sementes foi necessario a liofilizacdo do material. As
sementes foram maceradas utilizado almofariz sempre resfriado com nitrogénio liquido,
a pasta produzida foi guardada em tubo tipo eppendorf e novamente conservado em
freezer a -80°C até o momento da liofilizagdo. As amostras permaneceram no
liofilizador durante 24h. tempo necessario para remogao de tua a 4gua presente, obtendo
assim a “farinha” de massa seca de sementes. Para esse processo utilizado o Liofilizador

LIO1 Liotop.

Utilizando a massa seca das semente foram realizados as seguintes determinacoes:

4.1 Determinagdo de aminoacidos soluveis totais

As determinagdes de aminoacidos soluveis totais (N-a-amino livres) foram feitas de

acordo com Yemm e Cocking, 1955. Mesma metodologia citada do tépico 3.3.2.

4.1.2 Determinacdo de carboidratos soluveis totais

A quantidade de massa seca de semente para producdo do extrato segue a mesma
concentragdo do item anterior, com diferenciacdo apenas no fator diluicdo que
necessitou ser diluido apenas 10 vezes. Os carboidratos soluveis foram mensurados de

acordo com Dubois et al., 1956. metodologia citada no topico 3.3.3.
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4.2.3Teste de peroxidacao lipidica

Para determinagdo de TBARS foram utilizadas 30mg de massa seca, maceradas
com TCA 5%. Em seguida foi recolhido em eppendorffpara centrifugar a 12.00g por 20
min a 4°C. Apos a centrifugacao foi recolhido o sobrenadante que necessitou ser diluido
50vezes (1/50) para iniciar o processo de determinacdo Essa determinagdo foi realizada

segundo HEATH,R.L.;PACKER,L. 1968. metodologia citada no topico 3.3.4.

4.2.4Proteinas soluveis pelo método Bradford;

Para preparagcdo do extrato foi usado 30mg de massa seca de semente ¢ ImL tampao
fosfato de potassio pH 7,0 a 0,IM. Apods a estragdo o material foi recolhido em
eppendorfe centrifugado a 12.000g por 15 min a 40 C. Na determinagdo de proteinas
por ligacdo ao corante foi usado o método de Bradford, foram colocados em tubos de
ensaio 0,ImL do extrato diluido 50 vezes (1/50), 2,5mL do reagente de
Bradford(composi¢do citada no topico 3.3.5) e em seguida agitados utilizando um
vortex.

Apo6s 15 minutos, foi feita a leitura com a utilizagdo de um espectrofotometro a 595 nm,
em cubeta de pléstico. Para zerar o aparelho o branco utilizado foi composto de adgua e
reagente de Bradford. Os célculos da concentragdo de proteinas soliveis, foram feito de

acordo com a equagdo obtida para a curva padrao.
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4.2.5 Determinacao de Peréxido de hidrogénio

Para a extracao foi usado 30mg de massa seca de semente ¢ 1 mL de TCA 5% que
foram macerados com a utilizagdo de almofariz, em seguida foram recolhidas,
colocadas em tubo tipo eppendorffe centrifugadas a 12.000 G, por 15 min. a 4°C. Apds
retiradas da centrifuga recolhe-se o sobrenadante para iniciar a marcha analitica.

Em novos tubos (tipo eppendorff) foram colocados 0,5mL do extrato sem diluigdo,
0,ImL de solugdo de TiCU 20% em HC1 11M e agitados em vortex. Apos agitagdo foi
adicionado 150pl de NH4OHPA e novamente agitado em vortex, em seguida
centrifugado a 10.000g por Smin a 4°C. retirando da centrifugagdo descarta-se o
sobrenadante deixando apenas o precipitado para conclusido da determinagao. Lava-se o
precipitado por 2 vezes com TCA 1% , centrifugando a 10.00g por 5min a 4°C e
descarta o sobrenadante. Em seguida adiciona aos recipientes 400pl de H2S04 1pM
mais 180pl de TCA 5%, ressuspende o precipitado com auxilio de um palito e do
agitado. Centrifuga mais uma vez a 10.000g por Smin a 4°C. Concluindo, faz-se a

leitura em espectofotometro a 415nm.

4.2.6Atividade da Catalase

Para preparacdo do extrato utilizado nessa atividade foi usado 30 mg de massa seca de
semente ¢ 1 mL de tampao de extracdo. Para preparacdo das amostras foram colocados
em tubos 50 pL de extrato e 2,95 mL do tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0)
contendo H202 20 mM, para o branco substitui o extrato por 50 pL de tampao de

extracao.
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Antes de iniciar a leitura zera-se o espectro com o tampao de fosfato de potassio SOmM
(pH 7,0), logo apds inicia-se a leitura acompanhando o decaimento a 240 nm por 300

segundos, com leituras a cada 60 segundo.

4.2.7Atividade da Superoxido desmutase

Para preparagdo do extrato utilizado nessa atividade foram usados 30mg de
massa seca de semente ¢ 1 mL de tampao de extragdo. Nesse ensaio ha necessidade de
3 brancos diferentes, o branco total onde ¢ colocado no tubo de ensaio apenas 2mL do
tampao de reagdo, o branco do claro onde ¢ colocado todas as solugdes usadas na reacao
e essa amostra acompanha todo o procedimento das amostras contendo o extrato e o
branco do escuro que também ¢ preparado como o branco do claro porém permanece
todo o tempo da reagdo sem ser exposto a luz.

Para a preparacdo das amostras contendo o extrato sdo colocados nos tubos de
ensaio 1660pL tampao de ensaio, 200pL de NBT 750pM, 100pl do extrato e 40pL de
Riboflavina ImM.Com exce¢ao do branco escuro todos os demais tubos sdo expostos
durante Smin a iluminagdo com lampadas florescentes de 30watts. Apds esse processo
os tubos sdo escurecidos para iniciar a leitura.

Ajusta-se o espectrofotdometro para 560 nm e em seguida zera o aparelho com o
branco total. Inicia-se a leitura pelo branco claro, em seguida branco escuro e depois ler
as amostras. Essa determinacdo foi realizada segundo a metodologia de
GIANNOPOLITIS, O; REIS, SK. (1977). Para a leitura de todos essas determinagdes

citadas acima foi usado o Espectrofotometro Genesys 5.
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4.2.8Teste de envelhecimento artificial acelerado

Apo6s todas essas andlises, as quais quantificaram as perdas e o danos sofridos pelas
sementes durante o processo de embebicdo dos antioxidantes, sementes quiescentes
foram novamente embebidas em 4gua deionizada (controle), ASC, BHA e Manitol por
15 minutos para serem submetidas ao tratamento de envelhecimento artificial acelerado.

Para este tratamento foi usada a camara de envelhecimento artificial acelerado
ELO’S , 220V. As sementes foram distribuidas em caixas gerbox de forma aleatoria.
Para auxiliar o controle da umidade e temperatura foram usados um termdmetro

convencional e um termigrometor (Figura 8).

5. Resultados e Discussoes

Os testes inicias de germinacdo mostraram a viabilidade das sementes utilizadas
neste trabalho. A curva de embebicdo realizada com sementes quiescentes apresentou
alta permeabilidade (Figura 1, 2e 3). Isso indica uma elevada passagem de agua através
das membranas celulares do feijao caupi cultivar Pérola, caracterizando alta taxa de
perda de matéria o que pode ser verificado durante a medi¢do da condutividade elétrica

(Figura 4)
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(Figura 1) Curva de embebicao realizado com sementes quiescentes de feijado caupi cv.

Pérola.

(Figura 2) Sementes de feijao caupi cv. Pérola antes (T = 0) e depois (T = 5 h) do tempo

de embebicao.
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(Figura 3) Curva de embebi¢do em sementes quiescente.

(Figura 4) Curva de vazamento de eletrolitos em sementes quiescentes (T=5h)

Comparando as altas taxas de vazamentos de eletrolitos apresentadas nos testes
controles como resultado obtido na presenga do ascorbato foi possivel constatar a
reducdo do lixiviamento de eletrolitos na presenca do ascrobado. Por outro lado, no

teste realizado com BHA, ndo foi verificada diminui¢ao do vazamento de eletrolitos em
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relagcdo ao grupo controle. Apds a observagao desses resultados foi realizado o mesmo
teste na presenca do Manitol (inibidor osmotico) e os resultados mostraram atividade

antioxidante na presenca de ascorbato (Figura 5).

(Figura 5) Grafico do vazamento de eletrélitos realizado na presenca de agua

deionizada, ASC, BHA e Manitol.

Porém os resultados obtidos das quantificagdes realizadas no liquido do vazado e na
massa seca das sementes tratadas mostraram uma diferenca significativa de vazado das
sementes tratadas com ascorbato em relagdo aos demais tratamentos. O gréfico
representando a curva de vazamento de sodio e potéssio (Figura 6 e 7) mostra uma
grande diferenga na quantidade de eletrolitos perdidos pelas células tratadas com

ascorbato. Os demais tratamento apresentaram um resultado semelhante entre se na

curva de sodio e potassio.
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(Figura 6) Curva de sodio apresentada no vazado do teste de condutividade realizado

com agua deionizada, ASC, BHA e Manitol.

45
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04
0 ® 120 180
Tempo {min)
(Figura 7) Curva de potassio apresentada no vazado do teste de condutividade realizado

com agua deionizada, ASC, BHA e Manitol.

Alguns dos graficos das demais quantificagdes também apresentam alta taxa de

vazamento de eletrolitos das sementes tratadas com ascorbato em relacdo ao controle

(Figura 8 ¢ 9)
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(Figura 8) Quantificacdo de proteinas soluveis realizada com o liquido do vazamento de

eletroélitos.

Tempo {min)

(Figura 9) Quantificacdo de carboidratos soliveis realizada com o liquido do vazamento

de eletrolitos.

Em andlise aos graficos que representam a atividade das enzimas, observa-se

uma alta taxa de atuagdo da SOD na massa seca da sementes tratada com o ascorbato
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(Figura 10), porém a mesma observacao ndo pode ser feita em relagdo a catalase (Figura
11). Em Barreiros, et al (2006) a protecdo enzimatica baseia-se quase que
exclusivamente na decomposi¢do de anion superdxido ou dismutacido de perdxido de
hidrogénio, evitando a peroxidacdo lipidica que resulta no desgaste das membranas
celulares e consequentemente a morte das mesmas. A alta atividade da enzima garante a

protecao endogena a célula e resulta na diminuig¢@o da perda de eletrélitos.

0,20
- Controle

- Ascorliato
- 6HA
- Manitol

ow<o

0,10

Tempo (min)

(Figura 10) Atividade da SOD representacdo das diferencas de atuagao na presenga dos

4 tratamentos.
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(Figura 11) Atividade da CAT representacao das diferengas de atuagdo na presenga dos
4 tratamentos.
A quantificagdo de peroxido em massa seca de semente também mostra uma

alta quantidade de peroxido nas sementes tratadas com ascorbato (Figurai 2).

Tempojrnin).

(Figurai 2) Quantificagdo de peroxido em massa seca de semente
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Apos todas as quantificacdes de matéria organica e inorganica realizadas com o
liquido do lixiviado do vazamento de eletrdlitos e da massa seca das sementes, novas
sementes fora expostas aos mesmos tratamentos por 15 min. de embebi¢do e em seguida

fora usadas no teste de envelhecimento artificial.

Ao final do teste realizado em camara de envelhecimento artificial onde as
sementes foram expostas a temperatura de 45° + 2 e umidade relativa de 99% durante
48 horas (Figura 13) foi possivel constatar a alta sensibilidade das sementes de caupi cv.
Pérola ao processo de envelhecimento. Em Binotti, et al (2008), a diminui¢cdo
expressiva da germinacdo indica que a exposicdo ao tratamento de envelhecimento
artificial acelerado nao ¢ suportado pela semente , ao final do teste a mesmas ja nao
apresenta mais capacidade de reparo aos danos causados pela exposicdo a alta
temperatura ¢ umidade relativa, pois a perda da capacidade de germinacao ¢ resultado

final do processo de deterioracao.

Mostrando também que mesmo as sementes antes tratadas com antioxidantes
ndo enzimaticos nao conseguiram suportar as condi¢cdes impostas pelo teste de
envelhecimento acelerado (Figura 14). De acordo com Catunda (2003), as mudangas de
temperatura ¢ umidade relativa do ar provocam constantes alteracdes fisiologicas em

sementes armazenadas em condi¢des inadequadas, causando a morte celular.
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(Figura 13) Camara de envelhecimento artificial acelerado ELO’S , 220V em uso,

durante o tratamento de envelhecimento de sementes de feijao caupi.

(Figura 14) Sementes apds o tratamento de envelhecimento artificial.

6. Conclusao

Mediantes as observagdes feitas anteriormente a alternativa encontrada para

explicar a protecdo antioxidativa exercida pelo ascorbato em relacdo aos demais
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tratamentos, ¢ que o mesmo induza ou auxilia na atividade da enzima superdxido
desmutase contribuindo para a efetivagdo da protecdo enddgena realizada pelo
antioxidante enzimatico. O grafico onde estd representado o dano de membrana das
sementes envelhecidas artificialmente também mostra uma diminui¢do do desgaste
sofrido pelas sementes tratadas com ascorbato em relagdo aos demais tratamentos

(Figura 14).

(Figura 14) Comparativo das medicdo de vazamento de eletrolitos realizado em

sementes antes e depois do teste de envelhecimento artificial com sementes tratadas

com agua deionizada, ascorbado, BHA e manitol.

Mesmo com os resultados das quantificagcdes apresentando um aumento do
lixiviamento de matéria nas sementes tratadas com ascorbato, os resultadas das
medi¢cdes de vazamento de eletrolitos (dano de membrana) do mesmo expressam um

diferenga em relagdo aos dos tratamentos controle, BHA e manitol. Em Binotti, et al.
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(2008) foi possivel observar que aminoacidos, acucares e¢ ions de potassio sdo as
substancias encontradas em maior quantidade no liquido do lixiviados dos testes de
condutividade (Binotti, et al,2008).

Neste trabalho nao foi possivel diagnosticar a relacdo entre a quantificacdo de
matéria lixiviada com a protegdo exercido pelo antioxidante ndo enzimatico, o

ascorbato, pois os resultados obtido até o presente momento ndo apresentam relagoes

significativas.
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