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"A persisténcia ¢ o caminho do éxito.”

(Charles Chaplin)



RESUMO

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo exdgena do acido
ascorbico na reducdo dos danos ocasionados pelo envelhecimento e salinidade em sementes
de feijao-de-corda. Foram realizados trés experimentos, sendo o material vegetal utilizado
como modelo nestes experimentos sementes de feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.)
Walp.], cultivar EPACE 10, disponiveis do Banco de Germoplasma de Feijao-de-corda da
UFC. No primeiro experimento foram feitos testes preliminares para obtencdo da melhor
metodologia de aplicacdo do acido ascérbico em sementes de feijdo-de-corda. As sementes
foram incubadas com 0,42 e 0,85 mM de 4cido ascérbico em diferentes tempos de exposi¢ao
(4h, 8h e 24h) através de dois diferentes métodos: I - Embebicao em papel germitest na placa
de petri e II - Submersdo em solu¢do no Erlenmeyer. Apds a aplicagdo dos tratamentos foi
quantificado nas sementes o teor de acido ascorbico (AsA) e posteriormente comparado com
o teor padrao de acido ascorbico endogeno ja existente nas sementes controle (Oh). Foi
observado que em todos os tratamentos analisados o teor de AsA endogeno das sementes de
feijao-de-corda, foi maior que o das sementes controle, que ndo sofreram tratamento. A
medida que foi aumentando o tempo de exposi¢ao das sementes, houve um aumento crescente
no teor de acido ascorbico das sementes, com diferenca estatistica significativa entre os
tempos de exposicao analisados, sendo o mais eficiente o de 24 h. Houve diferenca
significativa também nas concentragdes exogenas utilizadas, sendo a de 0,85 mM a mais
eficiente. Houve diferenga significativa entre os métodos aplicados somente na concentragao
de 0,85 mM. No tempo de 24 h de exposicao foi verificado que, apesar do valor numérico do
método II ser superior ao do método I, ndo foi constatada diferenga significativa entre os
métodos de aplicagdo nesse tempo Podemos entdo concluir a partir dos resultados
apresentados que tanto o método de aplicacao I como o II, com a concentracao de 0,85 mM de
acido ascorbico por um periodo de 24 h foi a metodologia mais eficiente para a aplicagao
exodgena de acido ascorbico em sementes de feijao-de-corda, cultivar EPACE 10. No segundo
experimento, tendo ja& definido a metodologia de aplicagdo exogena, foi feita entdo a
investigacdo do possivel efeito do pré ou pos-tratamento com acido ascorbico na atenuagao
dos efeitos danosos provocados pelo envelhecimento nas sementes de feijao-de-corda, através
de parametros fisiologicos e bioquimicos. As sementes foram submetidas a quatro
tratamentos: T1 - sementes ndo envelhecidas e ndo tratadas com &4cido ascorbico (AsA),
tratamento controle (SNE); T2 - sementes envelhecidas (45°C, 99% U.R., no escuro) e nao-
tratadas com AsA (SE); T3 - as sementes, antes do envelhecimento foram submetidas a um
pré-tratamento com 0,85 mM de AsA (SE-Pré-T); T4 - as sementes, apds o envelhecimento,
foram submetidas a um pdés-tratamento com 0,85 mM de AsA (SE-Pos-T). As sementes do T4
apresentaram massa fresca maior que as do controle (T1). Houve uma redugdo de quase 15%
na germinacdo das sementes apds o envelhecimento, evidenciado no tratamento T2. Porém,
quando as sementes foram tratadas com a solugdo de acido ascorbico apos o envelhecimento
T4 a porcentagem de germinagdo foi maior que o do controle (T1) em quase 13%. As
sementes dos tratamentos T2 e T3 apresentaram um maior percentual de danos de membrana
(35,16 ¢ 36,82 us cm'g'semente respectivamente), avaliado pelo maior vazamento de
eletrolitos (C.E), quando comparado com o controle T1 (17,84 ps cm'g'semente). As
sementes envelhecidas do tratamento T2 apresentaram um menor vigor, avaliado pelo
vazamento de eletrolitos, que o controle T1. O T3 provocou resultados negativos nas
sementes de feijdo-de-corda, em todas as varidveis relacionadas com o vigor e a germinagao.
Entretanto, a aplicagdo exdgena de solugcdo de acido ascorbico a 0,85 mM apods o
envelhecimento por 72 h nas sementes de feijdo-de-corda (T4) amenizou os efeitos deletérios
provocados pelo envelhecimento no vigor e na germinagdo dessas sementes. Estas melhorias
observadas em T4 foram evidenciadas por um maior conteudo de matéria fresca e seca, maior



integridade de membranas, menor peroxidagao de lipidios, maior porcentagem de germinagao,
porcentagem de emergéncia de plantulas no campo, conteido de ascorbato e atividade da
peroxidase do ascorbato (APX), quando comparado com o T3. Os resultados sugerem que a
aplicacdo exogena de acido ascoérbico 0,85 mM nas sementes de feijao-de-corda apos o
envelhecimento artificial (pds-tratamento), pode atenuar seus efeitos deletérios provocados
sobre o vigor e germinacdo dessas sementes. Finalmente, no terceiro experimento, foi
investigado também o efeito da aplicagdo exdgena de acido ascorbico na aclimatagdo de
sementes envelhecidas de feijado-de-corda ao estresse salino, também através de parametros
fisiologicos e bioquimicos. As sementes foram envelhecidas por 72 h em camara de
envelhecimento acelerado (45 °C, 99% U.R., no escuro) e posteriormente foram semeadas em
papel germitest embebido com: dgua desionizada (T2); NaCl a 100 Mm (T3); acido ascorbico
a 0,85 Mm (T4); NaCl a 100 mM + Ac. Ascorbico a 0,85 mM (T5) e o tratamento controle
consiste de sementes nao envelhecidas, embebidas com dgua desionizada (T1). Foram feitas
coletas em trés estddios morfofisioldgicos, sendo avaliadas variaveis fisiologicas relacionadas
ao vigor. O T2 e o T3 afetaram o vigor das sementes com reducdes na massa, na integridade
das membranas e na germinacdo. O T4 atenuou os efeitos provocados pelo envelhecimento na
germinagdo e no vigor, apresentando um maior indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
menor tempo médio de emergéncia (TME) e maior teor de dgua. O T3 e T5 atrasaram a
mobilizagdo de reservas quando comparado com o T1 e T4. O T5 reduziu a massa fresca,
aumentou o vazamento de eletrdlitos e retardou a germinacdo com um menor IVE e maior
TME. A aplicagdo de acido ascorbico, foi capaz de atenuar os efeitos provocados pelo
envelhecimento, més ndo foi capaz de atenuar os efeitos do NaCl nas sementes envelhecidas
de feijdo-de-corda. O estudo da relagdo entre o uso de antioxidantes naturais, com um
possivel revigoramento de sementes envelhecidas, utilizando o feijao-de-corda como modelo
experimental, pode gerar estratégias de meios de potencializar as defesas antioxidativas e
amenizar os efeitos de estresse em ambientes de armazenamento de sementes sob condicoes
ndo controladas, principalmente em pequenas ¢ médias propriedades rurais.

Palavras-chave: feijao-de-corda, envelhecimento, salinidade, acido ascorbico e tolerancia.



ABSTRACT

The main objective of this study was to evaluate the effect of exogenous application of
ascorbic acid in reducing the damage caused by aging and salinity in cowpea seeds. Three
experiments were conducted, and the plant material used as a template in these experiments,
seeds of cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivate EPACE 10, available from the
Germplasm Bank of cowpea of UFC. In the first experiment, preliminary tests were made to
obtain the best methodology for the application of ascorbic acid in cowpea seeds. The seeds
were incubated with 0.42 and 0.85 mM ascorbic acid at different exposure times (4h, 8h and
24h) using two different methods: (I) - Soaking in germitest paper in a petri dish and (II) -
Drowning in solution in the Erlenmeyer. After applying the treatments were quantified in
seeds, the ascorbic acid content and then compared to the standard content of endogenous
ascorbic acid existing in the control seeds (0 h). It was observed that in all treatments
examined, the endogenous AsA content of the seeds of cowpea was greater than that of
control seeds, which have not undergone treatment. As has been increasing the exposure time
of seeds, there was a steady increase in the ascorbic acid content of seeds, with a statistically
significant difference between the exposure times examined, the most efficient of 24 h. There
was a significant difference in the concentrations used exogenous, being 0.85 mM of the most
efficient. There was no significant difference between the methods applied at a concentration
of 0.42 mM, at a concentration of 0.85 mM. At 24 h of exposure, we observed that despite the
numerical value of the method (II) is superior to the method (I), we found no statistically
significant difference between application methods at that time then we can conclude from the
results presented that both the method of application (I) or (II) with the concentration of 0.85
mM ascorbic acid for a period of 24 h was the most efficient methodology for the application
of exogenous ascorbic acid in cowpea seeds, cultivate EPACE 10. In the second experiment,
as defined the methodology of exogenous application was then made to investigate the
possible effect of pre-or post-treatment with ascorbic acid in reducing the harmful effects
caused by aging in the cowpea seeds, through physiological and biochemists. Seeds of
cowpea rope were placed in accelerated aging chamber (45 °C, 99% RH in the dark). The
seeds were subjected to four treatments: (T1) and aging seeds were not treated with ascorbic
acid (AsA), control (SNE); (T2) and non-aged seeds treated with AsA (SE); (T3) seeds Before
aging were subjected to a pretreatment with 0.85 mM AsA (SE-Pre-T); (T4) seeds, after
aging, were subjected to a post-treatment with 0.85 mM AsA (Post-SE-T). The seeds of T4
showed higher fresh weight than the control (T1). There was a reduction of almost 15% seed
germination after aging for 72 h, evidenced by the treatment (T2). However, when seeds were
treated with ascorbic acid solution treatment (T4) the% germination was higher than in the
control (T1) in almost 13%. Seed treatment (T2) and (T3) had a higher% of membrane
damage (35.16 and 36.82), respectively, measured by increased electrolyte leakage (EC) when
compared with the control (T1) (17.84). The aged seeds of treatment (T2) showed a smaller
force, measured by electrolyte leakage, the control (T1). T3 caused negative results in the
cowpea seeds with aging for 72 h in all variables related to the vigor and germination.
However, exogenous application of ascorbic acid solution 0.85 mM after aging for 72 h in the
cowpea seeds alleviated the harmful effects caused by aging vigor and germination of seeds.
Evidenced by a higher content of fresh and dry weight, integrity of membranes, reduced lipid
peroxidation, higher percentage germination, higher percentage of seedling emergence in the
field, the higher content of ascorbate and APX activity increased when compared with the T3.
The results suggest that exogenous application of 0.85 mM ascorbic acid in the cowpea seeds
after artificial aging (after treatment), can mitigate their damaging effects on vigor and
germination of these seeds. Finally, the third experiment, we investigated the effect of



exogenous application of ascorbic acid in acclimation of aged seeds of cowpea to salt stress
also through physiological and biochemical parameters. Seeds were aged for 72 h in the
accelerated aging chamber (45 °C, 99% RH in the dark). After germitest were sown on paper
soaked with (T2) deionized water (T3) 100 mM NaCl, (T4) and 0.85 mM ascorbic acid, (T5)
at 100 mM NaCl + Ac. The 0.85 mM ascorbic acid and the control (T1), aging seeds with
deionized water. Sampling was done in three stages morph physiologic, when variables
related physiological effect. The T2 and T3 affect the vigor with mass reduction in membrane
integrity and germination. The T4 attenuated effects caused by aging on the germination and
vigor, presenting a higher emergence rate index (ESI) and lower mean emergence time (MET)
and higher water content. The T3 and T5 delayed the mobilization of reserves compared with
the T1 and T4. The TS5 has reduced the fresh weight, increased electrolyte leakage and
delayed germination with a largest ESI and smallest MET. The application of ascorbic acid,
was able to mitigate the effects caused by aging, but was not able to mitigate the effects of
NaCl in the aged seeds of cowpea. The study of the relationship between the use of natural
antioxidants, with a possible revival of aged seeds, using the cowpea as a model, can generate
media strategies to enhance antioxidative defenses and mitigating the effects of stress in
storage environments seed under uncontrolled conditions, mainly in small and medium-sized
farms.

Key words: cowpea, aging, salinity, ascorbic acid and tolerance.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Armazenamento, envelhecimento e perda da viabilidade de sementes

Os problemas de armazenamento de produtos agricolas constituem objeto de
estudo permanente, visando prolongar ao maximo a qualidade dos produtos armazenados,
sejam eles semente ou grao para consumo. Evitando-se perdas desnecessarias nos graos
armazenados ¢ possivel minorar a fome no mundo. O prejuizo anual que a economia das
nacdes em desenvolvimento sofre em consequéncia das perdas pos-colheita ¢ muito grande. A
causa mais frequente de perdas no armazenamento ¢ o ataque de insetos, fungos e roedores.
Ocorrem ainda perdas na qualidade intrinseca, como a aparéncia e o sabor, no caso do feijao
para consumo, e, quando se trata das sementes, na sua capacidade para germinar e produzir
uma planta vigorosa e sadia (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).

A caracteristica mais marcante do envelhecimento dos seres vivos ¢ o declinio
funcional progressivo, incluindo a perda das respostas adaptativas ao estresse ao longo do
tempo. A extrema complexidade desses mecanismos basicos naturais ¢ o maior empecilho
para entendermos o processo biologico irreversivel associado ao envelhecimento. Para
estudiosos da area, o envelhecimento ¢ definido como um processo adaptativo, ndo causado
somente por simples fatores ou processos, mas por um processo multifatorial modulado pela
interagdo entre fatores genéticos da propria espécie e os fatores ambientais submetidos (YU &
CHUNG, 20006).

Uma das principais correntes a cerca dos estudos sobre o envelhecimento,
consideram o estresse oxidativo como um das causas que acentuam o processo de
envelhecimento. O termo estresse oxidativo deriva significativamente da forga basica que
elicita a oxidacao pelo poder oxidante, sendo o oxigénio essencial para o metabolismo aerdbio
dos seres vivos. Estudos mostram uma forte evidéncia da relagdo entre o aumento de
oxidantes e alteracdes estruturais e funcionais, em todos os niveis, molecular, celular,
histologico, organizacional (MCDONALD, 1999).

Além disso, estudos recentes realizados ao nivel molecular do estresse oxidativo
mostraram uma alteragdo génica durante o processo do envelhecimento, evidenciando a forte
influéncia genética desse processo. Contudo, a acumulacdo de danos e a modulagdo genética
sdo excelentes marcadores dos efeitos dos estresses, mas ndo sdo a causa direta do
envelhecimento. A via mais direta para mostrar a casualidade entre o estresse oxidativo e o

envelhecimento poderd ser a exploragdo do processo de envelhecimento na auséncia do
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estresse oxidativo, o que significa estar fora do oxigénio, uma pratica impossivel para os seres
aerobicos (YU & CHUNG, 2006).

As centenas de milhdes de anos de processo de evolugdo t€ém ensinado que a vida
aerdbica envolve extremos processos adaptativos para garantir a sobrevivéncia no ambiente
com o oxigénio, ou seja, a regulacdo da homeostase do oxigénio. Desse modo, a longevidade
de uma espécie depende do ajuste a esse ambiente oxidativo, da habilidade adaptativa. Uma
das estratégias de sobrevivéncia nesse ambiente oxidativo talvez tenha sido a produ¢do de
mecanismos celulares protetores com o intuito de minimizar os danos oxidativos pela
regulagdo da reatividade do radical livre. Sendo assim, as bases de sobrevivéncia dos seres
vivos proveram sistemas de defesa antioxidativa (YU & CHUNG, 2006).

Os processos adaptativos aos estressores foram documentados em uma série de
estudos, embora a exposi¢do cronica ao estresse inicie ou acelere o envelhecimento
fisiologico, estudos mostram uma resposta biologica bifasica. Sob condi¢des primarias, o
nivel de estresse pode ser efetivo para induzir o organismo a adaptabilidade (YU & CHUNG,
2006). Em 1956, Harman sugeriu que os radicais livres produzidos durante a respiragdo
aerobica causam danos oxidativos acumulativos, resultando no envelhecimento ¢ morte. Ele
estabeleceu a relagdo entre os efeitos do envelhecimento e a radiacdo ionizante, incluindo
metagénese, cancer, e graves danos celulares. Harman langou a hipdtese de que a geragao de
radicais endogenos de oxigénio ocorre in vivo, como produto redox quimico enzimatico,
especulando que essas enzimas estdo envolvidas diretamente na utilizacdo do oxigénio
molecular (BECKMAN & AMES, 1998).

A teoria do envelhecimento por radicais livres ganhou credibilidade com a
identificagdo em 1969 da enzima superoxido dismutase (SOD) que forneceu a primeira
evidéncia obrigatdria da geragdo in vivo do anion superdxido (O, ). O uso da SOD como uma
ferramenta para localizar sitios subcelulares da geragdo de O, ° levou ao fortalecimento da
teoria do radical livre, isto ¢, que as mitocondrias sdo a principal fonte de oxidantes
endogenos. Assim, a respiracdo intensa, associada com a geracdo de radicais de oxigénio, leva
ao envelhecimento (BECKMAN & AMES, 1998).

O fendmeno do envelhecimento e a morte celular programada sdo estudados mais
frequentemente em humanos ou em células animais. No entanto, as sementes de plantas
superiores representam excelentes modelos para o estudo do envelhecimento, pois a perda da
viabilidade pode ser facilmente induzida experimentalmente (KRANNER et al., 2006). As

condi¢des ambientais utilizadas para o armazenamento de sementes tem se constituido um
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sério problema, principalmente em regides tropicais umidas. Geralmente a viabilidade das
sementes ¢ perdida durante periodos prolongados de armazenamento.

Sementes ortodoxas sdo tolerantes a dessecacdo e podem ser armazenadas no
estado seco, ja as sementes recalcitrantes sdo extremamente sensiveis a dissecagdo
(ROBERTS, 1973). Sementes ortodoxas sdo aquelas que podem ser armazenadas com menos
de 10% de teor de 4gua, mantendo sua longevidade, ja as sementes recalcitrantes, ndo podem
ser desidratadas para teores de agua abaixo de 25-50% dependendo da espécie, pois perdem
sua viabilidade. Portanto, o conhecimento do comportamento da semente em relagdo a perda
de viabilidade ¢ muito importante para quem vai trabalhar com armazenamento de sementes
(VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).

Danos letais podem ser induzidos pelo envelhecimento artificial em sementes
ortodoxas, e pela desidratacdo em sementes recalcitrantes em condi¢des de laboratorio e os
resultados podem ser assim avaliados por testes de germinagdo e vigor. A dinamica da perda
da viabilidade no estado seco e as bases das caracteristicas biofisicas tém recebido muita
atencdo. A debilidade do estado vitreo do citoplasma, combinado com hidrdlises de agucares e
o desencadeamento dos processos oxidativos, resultam em danos a lipidios, proteinas e DNA.
Em particular os danos as macromoléculas sdo pontos fortes da acdo ofensora do estresse
oxidativo (KRANNER et al., 2006).

A fragmentacdo do DNA em fragmentos intranucleosomal ¢ uma indicagcdo da
morte celular programada. Em sementes, essa fragmentacdo ocorre com o aumento intensivo
da perda da viabilidade sugerindo que a morte durante o envelhecimento da semente no baixo
estagio de hidratagdo (em sementes ortodoxas) ou durante a dessecagdo (em sementes
recalcitrantes) leva a um controlado padrdo de morte celular programada (KRANNER et al.,
2006).

A temperatura ¢ a umidade do ar t€ém papéis fundamentais na determinagdo da
longevidade das sementes durante o armazenamento. A umidade relativa alta combinada a
uma temperatura elevada acelera o processo de deterioracdo de sementes (ABBA &
LOVATO, 1999). A temperatura afeta a germinagdo total, a velocidade de germinagdo, a
velocidade de absorcdo de dgua e as reagdes bioquimicas, que determinam todo o processo
germinativo (BORGHETTI & FERREIRA, 2004).

O padrao de envelhecimento da semente ¢ em geral descrito em termos de
conteudo de 4dgua durante o armazenamento (WALTERS, 1998). Quanto maior o nimero de
ciclos de hidratagdao-secagem ao qual as sementes sdo submetidas, maior serd a reducdo da

germinagdo, sendo que estes efeitos deletérios aumentam com o periodo de hidratagcdo
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(WILLIANS, 1980). Diante disso, as condigdes ambientais para o armazenamento de
sementes constituem um sério problema em regides tropicais imidas. Especialmente nessas
condi¢des, a viabilidade das sementes ¢ perdida durante periodos prolongados de
armazenamento, pois elas se deterioram e perdem sua habilidade de germinagao.

A razdo da deterioragdo de sementes varia entre as espécies (DHAKAL &
PANDEY, 2001). Particularmente sementes de feijdo sdo armazenadas na maioria das vezes
sob condi¢des ambientais ndo controladas e inadequadas (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).
Embora a qualidade das sementes ndo possa ser melhorada durante o armazenamento, a
preservagdo pode ocorrer quando as condi¢des de conservacao sdo favoraveis (COPELAND
& McDONALD, 1995).

Muitas pesquisas tém sido conduzidas em prol do conhecimento da fisiologia do
envelhecimento e deterioragdo das sementes, porém ainda ndo existem explicacdes definitivas
(McDONALD, 1999). A partir da maturidade fisiologica das sementes diversos processos
degenerativos, fisicos, fisioldégicos ou bioquimicos comeg¢am a ocorrer, caracterizando a
deterioragdo (Figura 1). A constituicdo genética parece determinar a sensibilidade das

sementes ao processo de deterioracdo em um determinado ambiente.

Principais caminhos metabolicos percorridos
durante a deterioracao de sementes
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Figura 1 — Principais caminhos metabdlicos que podem ocorrer percorridos durante a deterioragdo de sementes

(Fonte: Delouche, 2002).
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Durante o processo de deterioracdo de sementes ocorrem: danos genéticos; perda
da integridade das membranas celulares; peroxidacdo dos lipidios de membrana; lixiviagdo de
solutos; mudangas na taxa de respiragdo; perda da compartimentalizagdo celular;
modificagdes na atividade enzimatica e sintese protéica; atraso na germina¢ao; redugdo do
vigor das plantulas; aumento na susceptibilidade ao ataque de patogenos; redugdo no
potencial de armazenamento; perda do potencial germinativo e morte da semente
(BASAVARAJAPPA et al., 1991; DELOUCHE, 2002) (Figura 2). Ou seja, ndo se podem
avaliar todos os efeitos da deterioragdo das sementes somente pela diminuicao da germinacao,
pois ja ocorreu uma consideravel deterioragdo, sem que haja necessariamente uma queda no

poder germinativo da semente (Figura 3).
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Figura 2 — Sequéncia proposta de modificagdes ocorridas no desempenho de sementes durante o processo de

deterioracdo (Fonte: Delouche, 2002).
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Figura 3 — Relacdo entre o processo de deterioracdo e o poder germinativo das sementes no decorrer do tempo

(Fonte: Delouche, 2002).

A forma correta de estocar sementes de espécies economicamente importantes
deve ser aquela na qual seja preservada a sua qualidade fisica, fisioldgica e sanitaria para
posterior semeadura no campo (SILVEIRA, 1999). O armazenamento de sementes de feijao ¢
feito, geralmente, em condi¢cdes ambientais inadequadas, sendo a temperatura, a umidade
relativa do ar, bem como fatores inerentes a propria semente, como o teor de d4gua da semente,
determinantes na longevidade das sementes (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).

O teor de 4agua das sementes exerce influéncia acentuada e direta na longevidade
destas, pois estimula a atividade metabolica do embrido (MACEDO et al., 1999). As
sementes tém natureza higroscopica e, dependendo das condi¢des ambientais, podem ganhar
ou perder agua facilmente. Nesse processo de hidratagao-desidratagdo, geralmente, ocorrem
danos ao tegumento que resultam na reducdo na qualidade fisiologica (COPELAND &
McDONALD, 1995). O armazenamento de sementes de feijoeiro com teor de d4gua superior a
13% resultara em danos provocados por mudangas no metabolismo celular, como o aumento
da atividade enzimatica e respiratoria das sementes, propiciando o desenvolvimento de
fungos, que serdo favorecidos pela alta temperatura (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).

Condi¢des ambientais adversas durante o armazenamento resultam no
envelhecimento das sementes que podem apresentar desde a redugdo da viabilidade até a
completa perda do poder germinativo e vigor (BEWLEY & BLACK, 1994). Em funcao da
desorganizagdo das membranas celulares, as sementes tendem a reduzir seu vigor, o que pode
ser verificado pelo aumento do vazamento de solutos durante o processo de embebi¢do das
sementes (MARCOS FILHO et al., 1990; SALINAS et al., 1998).

Sementes de feijdo-de-corda em pequenas propriedades sdo armazenadas em
garrafas de vidro, em recipientes com camadas de areia fina, latas de flandres e tambores de
zinco. Nas médias e grandes propriedades, as sementes sdo armazenadas em tambores de
zinco e silos metalicos (SANTOS et al., 2003). As alternativas tecnologicas hoje disponiveis
para uma melhor preservacao das sementes baseiam-se na manutencao constante de ambientes
refrigerados e atmosferas modificadas com a presenca de gases, que atuam na redu¢ao dos
processos metabolicos e na respiracdo dos graos. Entretanto, essas condi¢des sdo, na pratica,
complexas e caras, podendo sofrer com fatores do improviso, como a falta de energia ou
vazamentos, inviabilizando muitas vezes a manutencdo desses procedimentos (BRASIL,

2009).
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Como principios gerais do armazenamento tém-se que: 1) o armazenamento nao
melhora a qualidade das sementes, apenas a mantém; 2) quanto maior a temperatura e a
umidade do armazenamento, maior sera a atividade metabodlica da semente ¢ com isso mais
rapida sua deterioragdo; 3) a umidade ¢ mais importante do que a temperatura, pois a umidade
da semente ¢ funcdo da umidade relativa do ar ¢ em menor escala, da temperatura; 4) o frio
seco ¢ a melhor condi¢do para o armazenamento de sementes ortodoxas; 5) sementes imaturas
e danificadas ndo resistem bem ao armazenamento, enquanto as maduras e intactas
permanecem viaveis por mais tempo; 6) o potencial de armazenamento varia com a espécie
vegetal (FLORIANO, 2004).

O armazenamento com umidade relativa alta e baixa temperatura ¢ ideal para
sementes recalcitrantes. J& as melhores condigdes para o armazenamento de sementes
ortodoxas, como o feijao-de-corda sdo clima frio e seco. A longevidade das sementes
armazenadas ¢ influenciada principalmente pelos seguintes fatores: a) qualidade inicial da
semente; b) teor de umidade da semente; c) tempo decorrido entre colheita e o
armazenamento; d) tratamentos fitossanitarios e térmicos aplicados; ) tipo de embalagem; f)
temperatura do armazenamento; g) umidade relativa do armazenamento (FLORIANO, 2004).

Os primeiros efeitos deletérios do armazenamento na qualidade fisiologica das
sementes de feijao sdo notados pela perda do vigor. Skowronski et al. (2004), medindo o
vigor de sementes de feijado de diversas cultivares, identificaram perdas de vigor apos seis
meses de armazenamento e observaram que alguns genotipos armazenam melhor que outros.
Por se tratar de um cultivo de pequenos agricultores, o armazenamento do feijao na
propriedade rural tem sido frequentemente objeto de estudos.

Vieira et al. (2005) avaliaram a eficiéncia do armazenamento do feijado em tubos
plasticos impermeaveis, construidos a partir do polietileno. Por possuirem a parede externa de
cor branca,os fabricantes afirmam que parte dos raios solares ¢ refletida, diminuindo assim
seus efeitos deletérios ao produto. Os autores concluiram que o teor de umidade do feijao se
mantém praticamente inalterado durante 90 dias de armazenamento nessas condigdes.

Virias sdo as razdes para o produtor de feijdo armazenar seu produto na fazenda.
Um levantamento efetuado por Smith & Holman (2005) nos Estados Unidos identificou como
principais razdes para estocagem de sementes na fazenda o prego baixo de venda do produto
no momento da colheita, a necessidade de guardar aquilo que ndo foi possivel comercializar
no momento da colheita e os custos do armazenamento em outro local. Todos os produtores

entrevistados foram unanimes em afirmar que o armazenamento na fazenda ¢ necessario para
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garantir a rentabilidade do cultivo do feijoeiro. No mesmo levantamento, compradores
intermediarios e beneficiadores de feijdo expressaram a preocupacdo com a qualidade do
feijdo armazenado na fazenda. Existem muitas evidéncias de que as condi¢des ideais de
armazenamento do feijdo para ser utilizado como semente sdo similares aquelas que

proporcionam a melhor manutencao das qualidades tecnologicas do feijdo para consumo.

1.2 Testes para avaliaciao do vigor e da viabilidade de sementes

Com o advento da agricultura moderna nas Ultimas décadas, o uso de sementes de
alta qualidade fisiologica se tornou extremamente necessario. Sabe-se que o uso de sementes
de alta qualidade fisioldgica e sanitaria ¢ fundamental para a instalacdo e producdo de uma
cultura. A qualidade de um lote de sementes encerra atributos que determinam seu valor para
a semeadura, sendo esses de natureza genética, fisica, fisiologica e sanitaria (POPINIGIS,
1985). Destaca-se, entre estes, o potencial fisioldgico, que pode ser diretamente responsavel
pelo desempenho das sementes no armazenamento € no campo.

Elegem-se como objetivos bdsicos da pesquisa sobre a vigor de sementes,
tentativas para solucionar problemas como a resisténcia de sementes de alta qualidade as
condi¢des adversas de campo e, consequente, emergéncia de plantas e a producdo. Essas
pesquisas vém procurando obter informagdes sobre o manejo dos lotes durante o
beneficiamento e armazenamento das sementes, de modo a possibilitar a manutenc¢do do alto
vigor das sementes pelo maior periodo possivel.

Com o intuito de melhor compreender o processo de deterioragdo e também
predizer o comportamento do produto no armazém, investigadores das areas de sementes e
tecnologia de alimentos vém desenvolvendo testes para essa finalidade. Santos et al. (2003)
identificaram uma alta correlacdo entre o teste de deterioracdo controlada e¢ o teste de
envelhecimento acelerado para sementes de feijdo. Uma nova linha de pesquisa deveria
correlacionar testes desenvolvidos para avaliar a qualidade da semente e verificar a
possibilidade de utiliza-los para avaliar a deterioragao do grao para consumo. Testes como o
de envelhecimento acelerado e o de condutividade elétrica poderdo predizer também o tempo
de cocgdo do feijao armazenado e sua tendéncia ao escurecimento (SANTOS et al., 2003).

A industria de sementes frequentemente exige decisdes rapidas, referentes ao
manejo durante a colheita, recepc¢ao, processamento, armazenamento ¢ comercializacao, de
modo que a necessidade da reducdo no periodo destinado a avaliagcdo da qualidade fisiologica

das sementes ¢ considerada uma prioridade para a pesquisa. Para avaliar a qualidade
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fisiologica das sementes, diversos testes de vigor t€ém sido utilizados por empresas produtoras
de sementes, visando garantir a comercializacdo de sementes com um excelente padrao de
qualidade. Esses testes de vigor servem para discriminar caracteristicas relacionadas a
deterioracio e a perda da viabilidade de lotes comerciais de sementes (ARAGAQ, 2007). Os
testes de vigor sdao capazes de avaliar o grau de deterioracdo das sementes, constituindo uma
ferramenta importante na avaliacdo da qualidade fisiologica de diferentes lotes de sementes
comerciais (DUTRA et al., 2006).

O teste padrdo de germinagdo (TPG) ¢é utilizado em laboratorios para avaliar o
potencial fisiolégico das sementes. Ele deve ser conduzido em condigdes favoraveis de
temperatura, umidade e luminosidade para permitir ao lote expressar seu potencial maximo de
produzir plantulas normais. No entanto, esse teste pode ser pouco eficiente para indicar o
desempenho no campo, onde as condi¢des ambientais nem sempre sdo ideais (MARCOS
FILHO, 1999). A maior limitacdo do teste de germinagdo segundo Hamton & Tekrony
(1995), ¢ sua inabilidade para detectar diferencas de qualidade entre lotes com alta
germinagdo. Por este motivo, tem sido desenvolvidos testes de vigor com o objetivo de
identificar possiveis diferengas no potencial fisiologico de lotes que apresentam porcentagem
de germinacdo semelhante, fornecendo informagdes complementares as obtidas no teste
padrao de germinacgao.

Os testes de vigor sdo importantes para as tomadas de decisdo no controle de
qualidade de empresas produtoras de sementes, tendo em vista evitar o manuseio € a
comercializacdo de sementes de baixa qualidade, ou fora dos padroes de qualidade
(MARCOS FILHO, 1994). Eles tém sido bastante utilizados pelas empresas produtoras de
sementes porque podem revelar pequenas diferencas na deterioracdo de sementes de lotes
comerciais, fornecendo informagdes mais confiaveis.

O teste de envelhecimento acelerado (artificial), desenvolvido e aprofundado por
Delouche & Baskin (1973), ¢ um desses testes de vigor, sendo indicado e bastante utilizado
para diferentes espécies vegetais em programas de controle de qualidade de muitas empresas
produtoras de sementes. O principio do teste ¢ que, lotes de sementes com alto vigor manterdo
a sua viabilidade mesmo quando submetidas, durante curto periodo de tempo, a condigdes
adversas de temperatura e umidade relativa do ar (Figura 4). Enquanto que os lotes de
sementes com baixo vigor, terdo a sua viabilidade reduzida, possibilitando assim essa
separacdo de lotes de sementes que apresentam diferentes niveis de vigor (RODO et al.,

2000).
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O envelhecimento acelerado ¢ eficiente para avaliar o vigor de lotes de sementes
de feijoeiro e acompanhar a sua variagdo durante o periodo de armazenamento
(KRZYZANOWSKI et al., 1982). Os testes de envelhecimento acelerado e de deterioragdo
controlada tém como principio a aceleragdo do processo de deterioragdo (ROSSETO &
MARCOS FILHO, 1995). Lotes de sementes com percentuais de germinagdo semelhantes
poderdo apresentar diferentes niveis de deterioragdo (KRZYZANOWSKI & VIEIRA, 1999).

O envelhecimento acelerado reduz a viabilidade e o vigor das sementes em muitas
espécies de importancia economica. O fendmeno ¢ em parte devido a peroxidagdo de lipidios
induzida pelo envelhecimento que potencialmente danifica membranas de células de sementes
(SUNG & JENG, 1994). O acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) também ¢é
frequentemente indicado como uma das causas da deterioracdo de sementes, gerando reagdes
com acidos graxos poliinsaturados, levando a peroxidacdao de lipidios e a destrui¢do das
membranas celulares (McDONALD, 1999). Além disso, o teste de envelhecimento acelerado
as sementes mais Umidas mostram maior sensibilidade as condi¢des de temperatura e de
umidade relativa do ar, por apresentarem atividade metabolica intensificada sob estas
condi¢des de ambiente. Portanto, os efeitos do envelhecimento acelerado sdo mais acentuados

em sementes com graus de umidade mais elevados (ROSSETO & MARCOS FILHO, 1995).

Figura 4 — (A) Camara de envelhecimento acelerado (BOD) e (B) caixas gerbox para envelhecimento de

sementes.
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O teste de condutividade elétrica ¢ também bastante utilizado como teste de vigor.
Ele mede o vazamento de eletrdlitos dos tecidos vegetais, dando uma idéia dos danos
provocados pelo envelhecimento nas sementes (SALINAS et al., 2001). Danos letais
induzidos artificialmente pelo teste de envelhecimento acelerado nas biomoléculas e
estruturas celulares podem ser avaliados também pelo teste de germinagdo, a partir da
porcentagem de plantas anormais. O teste padrao de germinacao ¢ o procedimento oficial para
avaliar a capacidade das sementes em produzir plantulas normais em condi¢des favoraveis de
campo, mas nem sempre revela diferencas de qualidade e de desempenho entre lotes de
sementes, que podem se manifestar no armazenamento ou mesmo no campo (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000). Dai a importancia de se avaliar o vigor das sementes como
complemento ao teste de germinacdo. Para isso, varios procedimentos tém sido usados; dentre
eles o teste de condutividade elétrica, usando-se a solucdo de embebigao das sementes.

O teste de condutividade elétrica (C.E) baseia-se no principio de que com o
processo de deterioracdo ocorre a lixiviagdo dos constituintes celulares das sementes
embebidas em 4gua devido a perda da integridade dos sistemas celulares. Assim, baixa
condutividade significa alta qualidade da semente e alta condutividade, ou seja, maior saida
de lixiviados da semente sugere o menor vigor desta (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).
A condutividade elétrica como teste de vigor ¢ recomendado para sementes de ervilha e
sugerido para soja (AOSA - Association of Official Seed Analysts, 2002). Marcos Filho et al.
(1990) e Dias & Marcos Filho (1995) obtiveram distingdo entre lotes de sementes de soja,
usando-se o teste de condutividade elétrica. O teste da C.E mostrou-se eficiente também na
distingdo entre lotes de sementes de feijao-de-corda cv. Setentdo e EPACE 10 (DUTRA et al.,
2006; DUTRA & TEOFILO, 2007).

1.3 O Problema da salinidade no desempenho das sementes no campo

Sabe-se que no campo diversos fatores bidticos e abiodticos podem afetar o
desempenho das sementes, revertendo-se em possiveis perdas agricolas, principalmente se
essas sementes ja tiverem a sua viabilidade afetada pelo armazenamento. Um desses fatores
estressantes ocorridos em condi¢des de campo ¢ a salinidade do solo. Nesse contexto, as
sementes oriundas de periodos prolongados de armazenamento em condi¢des adversas
perdem a sua viabilidade e quando chegam ao campo e se deparam com outros fatores de
estresse, contribuem enormemente para o fracasso da producdo agricola mundial (VIEIRA &

YOKOYAMA, 2000).
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Atualmente, verifica-se um aumento no interesse da comunidade cientifica pelas
respostas fisioldgicas das plantas a condigdes de estresses ambientais, devido ao fato de
muitos dos mecanismos utilizados ainda ndo serem completamente compreendidos. Uma vez
entendidos as estratégias fisiologicas de reacdes aos estresses ambientais, estas poderdo ser
utilizadas como ferramentas nos programas de melhoramento vegetal, para a producdo de
plantas economicamente viaveis, que sejam tolerantes a esses estresses ambientais (BOR et
al., 2003).

A salinidade ¢ um estresse abidtico que afeta a produtividade de uma grande
variedade de culturas em todo o mundo (ASHRAF & FOOLAND, 2007, MUNNS &
TESTER, 2008). Esse prejuizo ainda ¢ mais expressivo nas regides aridas e semidridas do
mundo, que apresenta inumeros contrastes ambientais (PARIDA & DAS, 2004), incluindo o
caso do Nordeste brasileiro que possui essas condigdes ambientais.

A tolerancia a salinidade é um carater poligénico com uma rede complexa de
fatores bioquimicos, moleculares e processos fisioldgicos que interagem fortemente com os
fatores ambientais (FLOWERS, 2004; MUNNS et al., 2006). Assim, a identificacdo e
caracterizacdo das varidveis fisiologicas que servirdo de marcadores eficientes para avaliar a
tolerancia a salinidade em culturas de diferentes espécies estdo ainda longe de serem
alcancados (ASHRAF & HARRIS, 2004).

Uma das estratégias encontradas para o problema da salinidade ¢ o aumento da
tolerancia ao sal das espécies agricolas convencionais, apesar do baixo rendimento anual, ou o
desenvolvimento de culturas tolerantes, através do melhoramento convencional e da
engenharia genética (TESTER & DAVENPORT, 2003). No nordeste brasileiro, dos
1.600.000 km® de terra, cerca de 1.500.000 km? sdo caracterizados como insuficientes em
agua, constituindo o chamado “poligono das secas” (DANTAS et al., 2002). Nessa regido, a
irrigagdo assume papel fundamental no progresso da agricultura. No entanto, a pratica da
irrigacdo aumenta as concentragdes de sais na superficie do solo (DANTAS et al., 2002).
Como prova, estima-se atualmente que no mundo, 25% dos solos irrigados estdo afetados por
diferentes niveis de salinidade (RHOADES et al., 2003). A incorporacdo de novas areas
irrigadas tende a aumentar o problema da salinizag¢ao dos solos (PEREIRA et al., 1985).

O nordeste brasileiro, além de possuir 20 a 25% da area irrigada com solos
afetados por sais, principalmente os sodicos, a dgua armazenada nos lengois freaticos, ¢
predominantemente salina (HOLANDA & AMORIM, 1997). Um levantamento em 129
acudes desta regido mostrou que o NaCl era o sal mais encontrado, com a concentragdo de CI’

variando de 0 a 4.000 ppm ou 0 a 113 mM (WRIGHT, 1981). As plantas cultivadas nas
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regides tropicais e semiaridas estdo sujeitas a condigdes ambientais adversas, dentre elas a
deficiéncia hidrica, salinizagdo dos solos e temperaturas extremas (PARIDA & DAS, 2004).
O crescimento e a sobrevivéncia das plantas a condi¢des de alta salinidade dependem da
adaptagdo a baixos potenciais hidricos e altas concentra¢des de sodio. Trés aspectos sdo
relevantes na tolerancia das plantas ao sal: (1) homeostase i6nica, (2) desintoxicagdo ¢ (3)
controle do crescimento (ZHU, 2001).

O estresse salino pode inibir o crescimento das plantas e reduzir a produtividade
das plantas pelo déficit hidrico, a toxicidade idnica e desequilibrio nutricional provocado pelo
mesmo (MUNNS, 2002). Altas concentragdes de Na' perturbam a homeostase idnica
intracelular levando a desorganizacdo da membrana, a atenuagdo da atividade metabolica, e
efeitos secundarios que causam a inibi¢do do crescimento levando a morte celular (ASHRAF,
2004; MANSOUR & SALAMA, 2004).

O déficit hidrico é o principal efeito do estresse salino, devido a reducdo do
potencial hidrico da solugao do solo, restringindo a absor¢ao de agua pelas raizes (MUNNS et
al., 2006). As plantas precisam manter o potencial hidrico da planta abaixo daquele do solo
para continuar absorvendo agua suficiente para a manutencdo da turgescéncia e crescimento
celular. Isso requer uma diminui¢ao no potencial de solutos, quer pela absor¢ao de solutos do
solo ou pela sintese de solutos compativeis metabolicamente (TESTER & DAVENPORT,
2003).

A salinidade afeta muitos aspectos do metabolismo, da anatomia e da estrutura
das células vegetais (RAHMAN et al., 2000). Essas rea¢des sdao consideradas como
estratégias adaptativas das plantas para a sobrevivéncia em ambientes salinos. O estresse
salino causa atraso na germinacdo das sementes, bem como na porcentagem final de
germinacdao (ZEINALI et al., 2002). O estresse salino pode causar inimeras mudangas no
metabolismo das plantas. Dentre elas, a toxicidade i0nica, o estresse osmotico e a produgdo de
ERO, tais como o oxigénio singleto ('05), radical superdxido (0,"), peréxido de hidrogénio

(Hzoz)’ e radicais hidroxidos (HO™) que sdo os mais proeminentes (MITTLER, 2002). A

producdo de ERO ¢ uma das mudangas bioquimicas caracteristica durante o estresse salino.
Quando as plantas sdo submetidas a salinidade, o balango entre a producdo de ERO e a
atividade de oxidantes ¢ perturbado, resultando muitas vezes em um estresse oxidativo
(JUNGKLAND, 2005).

As ERO sdo altamente reativas e na auséncia de alguns mecanismos de protecao

podem modificar o metabolismo normal, ocasionando danos oxidativos nos lipidios, proteinas
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e acidos nucléicos (ASADA, 1999). As ERO causam também danos nas membranas celulares,
podendo provocar a apoptose (LORETO et al., 2001). A salinidade afeta negativamente o
crescimento das plantas e a produtividade (REDDY et al, 2004;. BAEK et al, 2005;. AMOR
et al., 2005), principalmente devido o aumento de ERO causado pela salinidade, pode assim
causar um estresse oxidativo resultando em danos celulares por oxidacao de lipidios, proteinas
e acidos nucléicos (McKERSIE & LESHEM, 1994; PASTORI & FOYER, 2002; APEL &
HIRT, 2004).

Quanto ao estresse hidrico nas plantas induzido pela salinizagdo, provoca
distarbios no metabolismo do nitrogénio, como foi evidenciado no trabalho de Younis et al.
(2009), que indicaram que o tratamento de germinagdo de favas com NaCl provocou uma
diminui¢do na proteina total e aumento de N-amino soliveis totais quando comparado com
plantas ndo tratadas. Isto pode ser atribuido a um aumento na proteélise, interrupcao da
sintese de proteinas, ou bem como o retardo nos processos de transaminagdo, que poderiam
assim, resultar em um actimulo de amoénia (YOUNIS et al., 1993).

Os estresses hidrico e salino sdo responsaveis tanto pela inibigdo quanto pelo
atraso na germinacdo e no estabelecimento de plantulas (MAYER & POLJAKOFF-
MAYBER, 1975; BEWLEY & BLACK, 1994). O efeito da salinidade sobre o
estabelecimento de plantulas ¢ mais visivel do que sobre a germinagdo das sementes
(HASSON & POLJAKOFF- MAYBER, 1980; PRISCO, 1987). Essa inibi¢ao do crescimento
do eixo embrionario durante o estabelecimento da plantula pela salinidade ¢ resultado tanto do
atraso na mobilizagdo de reservas (PRISCO & VIEIRA, 1976; GOMES FILHO & PRISCO,
1978; PRISCO et al.,, 1981; GOMES FILHO et al.,, 1983; PRISCO, 1987) como na
desorganizacdo da membrana, comprovado pelo aumento do vazamento de eletrélitos do eixo
embrionario (PRISCO, 1987).

O decréscimo na germinagdo ¢ da emergéncia das plantulas, como resultado do
aumento da concentracdo de NaCl no ambiente da semente, tem sido mostrado por varios
autores (VILLAGRA, 1997; CONY & TRIONE, 1998; CHARTZOULAKIS & KLAPAKI,
2000; MURILLO-AMADOR & TROYO-DIEGUEZ, 2000; MURILLO-AMADOR et al.,
2001). Também foi mostrado que a inibicdo da emergéncia da radicula é principalmente
devido a uma diminuicao no gradiente de potencial hidrico entre o ambiente externo e as

sementes (ENEAS FILHO et al. 1995).
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1.4 A producio de espécies reativas de oxigénio, a viabilidade e o

envelhecimento de sementes

As espécies reativas de oxigénio (ERO), contrastando com o oxigénio
atmosférico, sdo altamente toxicas, podendo levar a destruicdo de biomoléculas e estruturas
celulares ( MITTLER, 2002; ARAGAO, 2007; CAVALCANTI et al., 2007). As ERO sio
encontradas em todos os sistemas biologicos, como produtos parciais do metabolismo
aerdbico, sendo produzidas nas células vegetais tanto em condi¢des metabdlicas normais,
como sob situagoes de estresse (BUCHANAM & BALMER, 2005).

Em condigdes fisiologicas do metabolismo celular aerébico, o O, sofre redugdo
tetravalente com aceitagdao de quatro elétrons, resultando na formagao de H,O,. Normalmente
a reducdo completa do O, ocorre nas mitocondrias, e a reatividade das ERO ¢ neutralizada
com a entrada de quatro elétrons. Durante esse processo se formam intermediarios reativos,
tais como o0 O,”, HO™ ¢ H,O, (FERREIRA & MATSUBARA, 2003). Em plantas as reagdes
que envolvem o metabolismo normal como fotossintese e respiragdo sdo fontes potenciais de
ERO. Também nos peroxissomos, durante o aumento de estresse abidtico ha um aumento de
ERO durante a fotorespiragdo (FOYER & NOCTOR, 2005). Além disso, ocorre a produgao
durante a morte celular programada e a defesa contra patdgenos. Outros estresses também
ocasionam o aumento de ERO, tais como o estresse por seca e dessecacdo, estresse salino,
choque térmico, metais pesados, radiacoes UV, poluentes atmosféricos, estresse mecanico e
excesso de luz (MITTLER, 2002).

As ERO tém sido estudadas largamente no campo da fisiologia de sementes,
sendo particularmente ressaltado o estudo da sua relagio com a perda do vigor ¢ da
viabilidade de sementes durante prolongado armazenamento. O actimulo de ERO ¢
frequentemente indicado como a primeira causa da deterioracdo de sementes, gerando reagoes
com acidos poliinsaturados, levando a peroxidacao de lipidios e a destrui¢ao das membranas
celulares (McDONALD, 1999; APEL & HIRT, 2004; FOYER & NOCTOR, 2005).

A peroxidacao de lipidios, uma consequéncia da reacao dos lipidios que compdoem
a membrana celular, principalmente os poliinsaturados, com o O, resultando em radicais
livres e peroxidos instaveis (VIEIRA & CARVALHO, 1994; ARAGAO, 2007), tem sido
citado como o maior responsavel pelo envelhecimento de sementes (PRIESTLEY, 1986;
McDONALD, 1999). O radical O,” é uma das formas mais reativas, podendo agir como
oxidante ou redutor, podendo oxidar enxofre, 4cido ascorbico ou NADPH, além de ser capaz

de reduzir o citocromo C e ions metdlicos, afetando a atividade de metalo-proteinas. No
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entanto, ele ndo consegue atravessar as membranas bioldgicas e ¢ prontamente dismutado a
H,0, (FOYER & NOCTOR, 2005).

O peroxido de hidrogénio (H,0,) ¢ moderadamente reativo e possui uma relativa
longa vida celular que pode atravessar distancias consideraveis de seu local de produgao, pois
pode difundir-se livremente através das membranas biologicas por alguns tipos de
aquaporinas. Dessa forma a producdo nos cloroplastos e mitocondrias afeta outros
compartimentos celulares, sendo assim, considerado também um importante sinalizador
intracelular, tendo papel central em varias vias de sinaliza¢do, tais como a resposta
hipersensitiva, que leva a tolerancia cruzada (FOYER & NOCTOR, 2000; BIENERT et al.,
2006). Além disso, o H,O, pode também inativar enzimas, como as do ciclo de Calvin
(BUCHANAM & BALMER, 2005), provocar danos aos acidos nucléicos e proteinas e iniciar
a peroxidacdo de lipidios (NEILL et al., 2002).

A deterioracdo das sementes durante o envelhecimento acelerado esta
intimamente relacionada com a atividade de varias enzimas removedoras de perdxidos e a
peroxidacao de lipidios. Em sementes de Ginko biloba L. houve um significavel aumento da
peroxidacdo de lipidios tanto no embrido quanto no endosperma durante o armazenamento
(TOMMASI et al., 2006). Em algoddo, sementes envelhecidas artificialmente a 40°C e 100%
de umidade relativa tiveram sua germinacao decrescida, suas membranas deterioradas, sendo
estes fatos correlacionados com a acumulacdo de peroxidos e a diminui¢do na atividade de
enzimas antioxidantes (ANURADHA et al., 2003).

As ERO podem provocar modificagdes em proteinas levando a perda da funcao e
aumentando a taxa de degradacdo das proteinas oxidadas. Proteinas severamente oxidadas
parecem ser substratos de dificil protedlise. A incapacidade de degradar proteinas
extensivamente oxidadas pode contribuir para o acimulo de agregados protéicos, que ocorre,
sobretudo durante o processo de envelhecimento. Uma importante conseqiiéncia bioldgica da
oxidagdo das proteinas ¢ a oxidagdo posterior do DNA pelos proprios peroxidos formados.
Eles sdo capazes de clivar o DNA em experimentos realizados com plasmidio. Desta forma, a
geracdo inicial de perdxidos nas proteinas nucleares, tais como as histonas, pode promover
um dano subsequente ao DNA, incluindo ligagdes cruzadas DNA - proteina e mutagdes

(RONSEIN et al., 2006).
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1.5 O mecanismo de resposta antioxidativa das sementes ao envelhecimento

e a salinidade

As plantas, como organismos sésseis, desenvolveram ao longo do curso evolutivo
mecanismos intrinsecos de percepcdo de sinais externos que permitem suas respostas e
sobrevivéncia as mais variadas condigdoes ambientais (FUJITA et al., 2006). O entendimento
destes mecanismos, pelos quais as plantas ativam suas respostas de aclimatagdo as novas
condi¢des que estdo se impondo, ¢ de fundamental importancia bioldgica e € vital para um
desenvolvimento continuo de um melhoramento racional para aprimorar a resisténcia das
culturas aos estresses abioticos (XIONG et al., 2002).

Em plantas a salinidade causa tanto estresse idnico como osmotico. O estresse
i6nico é devido ao aumento da concentracdo de fons toxicos, tais como o Na' e o CI’, no meio
intracelular. Em adicdo a este estresse i0nico, o estresse osmotico ¢ provocado pela
diminuicao da disponibilidade de 4gua para a planta, devido a diminuicdo do potencial hidrico
do solo. Adicionalmente, tanto o estresse i0nico como o osmatico provocados pela salinidade,
podem causar estresse oxidativo (ZHU, 2001; FLOWERS, 2004; MUNNS et al., 2006).

Os mecanismos para a resisténcia da planta aos efeitos especificos da salinidade
sdo basicamente de dois tipos: 0s que minimizem a entrada de sal para a planta; e os que
diminuem a concentragdo de sal no citoplasma (ZHU, 2001; MUNNS, 2005). As espécies
vegetais diferem extensamente na resposta ao crescimento em condi¢des de altas
concentragdes de sais, sendo extremamente importante a caracterizacdo de mecanismos
fisiologicos de tolerdncia ao sal. Esses mecanismos servem de base na selecdo e
melhoramento de plantas a salinidade (KORYO, 2003).

As plantas tém que reagir fisiologicamente pelo menos a quatro principais fatores
que impedem o crescimento em ambientes salinos: (a) controle da taxa de crescimento e
morfologia; (2) resisténcia ao déficit hidrico (redug¢@o do potencial hidrico); (3) regulacdo da
entrada de CO;, e H,O pelos estdomatos e (4) evitar a toxicidade idnica e o desequilibrio
nutricional (MUNNS, 1993; VOLKMAR et al., 1998; MUNNS, 2002; KORYO, 2003;
RENGASAMY et al., 2003).

Para sobreviver, as plantas utilizam vias e componentes comuns durante a
resposta a varios tipos de estresses diferentes (PASTORI & FOYER, 2002). Este fenomeno,
conhecido por “tolerancia cruzada”, permite a planta se adaptar/aclimatar a uma gama de
estresses, apoOs a exposicdo a um Unico estresse especifico (PASTORI & FOYER, 2002). Vale

ressaltar que, aos mecanismos utilizados para responder aos estresses ambientais, sob estas
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circunstancias, ¢ dado o nome de “resposta cruzada” (KNIGHT & KNIGHT, 2001). As
respostas cruzadas ocorrem quando duas ou mais vias de sinalizagdo, de estressores
diferentes, convergem para um mesmo ponto, ou em vias de sinalizacdo que interagem,
interferindo nas respostas, uma das outras, para atingir objetivos diferentes (SINGH et al.,
2002). O pré-condicionamento de plantas a determinados fatores de estresses constitui assim
uma excelente ferramenta para a obtengdo da tolerancia a outros estresses abioticos como a
seca e a salinidade em plantas (MAIA, 2004).

A resposta ao estresse oxidativo, decorrente de estresses abidticos, ocorre de
maneira bifasica (ZHAO et al., 2005). A ocorréncia de dois momentos distintos de explosao
oxidativa de plantas ¢ bem documentada para estresses abioticos (SGHERRI et al., 2007). O
primeiro ocorre dentro de poucos minutos e ¢ causado por mudangas no potencial redox do
apoplasto, seguido do aumento da producdo de ERO (FOYER & NOCTOR, 2005). A
aclimatacdo das plantas aos estresses abidticos ¢ frequentemente associada ao aumento dos
niveis de ERO, tais como superdxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,0;), oxigénio singleto
('0») e radicais hidroxilas (HO™) (MOLLER et al., 2007) (Figura 5). Contudo, 0os mecanismos
de explosdo oxidativa causada por estresses abidticos, no tocante aos processos bioquimicos

de respostas ainda ndo estdo completamente esclarecidos (APEL & HIRT, 2004).

Estresse biotico e abiotico

» Em situacao de estresse, a primeira resposta da planta é
o aumento da producao de ROS
ESTRESSE

Receptores de

- membrana

¥ v v o -

Transducéo A @ ~Transducgao de sinal:

de sinal @ @ - papel fundamental das
ROS nesse evento

_ = o En s A
Genes alvo N@; @ I@ @' @
o TR =l - 2 4
AAY - e
Tolerancia ou nao a
determinado estresse
Pastori e Foyer Plant Physiol.(2002) 129: 460-468

Figura 5 — A producdo de ERO na resposta a fatores bidticos e abidticos de estresses nas plantas (Fonte:

adaptado de Pastori & Foyer, 2002).
A célula vegetal e suas organelas — peroxissomos (DEL RIO et al., 2006),
cloroplastos (ASADA, 1999), e mitocondrias (MOLLER et al., 2007), contém diversos
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sistemas enzimaticos € nao enzimaticos para a remoc¢ao de ERO (APEL & HIRT, 2004;
MOLLER et al., 2007) (Figura 6 e 7, Tabela 1). O sistema de defesa oxidativa enzimatica das
plantas inclui diversas enzimas antioxidantes nos diferentes compartimentos celulares. Dentre
as principais enzimas estdo a dismutase do superoxido (SOD; EC 1.15.1.1), as peroxidases do
ascorbato (APX; EC 1.11.1.1) e de fenois (POX; EC 1.11.1.7) e as catalases (CAT; EC
1.11.1.6) que juntamente com outras enzimas do ciclo ascorbato-glutationa promovem a

eliminagdo de ERO (CAVALCANTI et al., 2007).

Estresse Oxidativo e Sistema de
' Defesa em Plantas

Mecanismos Mecanismos
Enzimaticos Nao-enzimaticos
Enzimas antioxidantes Compostos ndao-enzimaticos de
combatem ou minimizam o baixo peso molecular

estresse oxidativo . )
= GSH (Glutationa Reduzida)

= SOD (Superoxido Dismutase) .
= Aminoacidos

- CAT (Catalase)

= APX (Ascorbato Peroxidase)
= GPX (Guaiacol Peroxidase)
- GR (Glutationa Redutase)

- MDAR (Monodehidroascorbato
redutase)

= Compostos Fenolicos
(Flavondides)

- o-tocoferol (Vitamina E)

- B-Caroteno (pro-vitamina A)

= Acido Ascérbico (vitamina C)

= Outras = Outros

Figura 6 — Mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de defesa das plantas ao estresse oxidativo.

Estresse Oxidativo e Sistema de
' Defesa em Plantas

H0

HADGPH - MDA
D @D
Mecanismos NAD(PY ASCORBATE 47
enzimaticos = H,0,
HO,
Compostos nao
enzimaticos

Figura 7 — Mecanismo de defesa antioxidativa das plantas
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As APXs sao consideradas as enzimas mais importantes na eliminagdo de H,O,
no citosol e cloroplastos (ASAI et al., 2004). Elas utilizam o ascorbato como doador de
elétrons especifico para reduzir H>O, a agua. As izoenzimas de APX sdo distribuidas em pelo
menos quatro compartimentos celulares distintos, no estroma e tilacdides dos cloroplastos;
ligada a membrana; nos microcorpos, incluindo glioxissomos e peroxissomos; ¢ no citosol

(SHIGEOKA et al., 2002; D’ARCY-LAMETA et al., 2006). Ha ainda isoformas de APX e

outras enzimas do ciclo ascorbato-glutationa na mitocondria (CHEW et al., 2003).

Tabela 1 — Tipos, natureza e locais de atuagdo de antioxidantes dentro da célula (Adaptado de Mittler, 2002)

‘ Enzima ou
xgzi?éﬁ; ComAp(')sto Local na célula ERO
organico
Dismutase do
Superoxido
(SOD - EC Cloroplasto, citosol, mitocondria, peroxissomos e 0y
1.15.1.1) apoplasto
Peroxidase do
Ascorbato
(APX —EC Cloroplasto, citosol, mitocondria, peroxissomos e H,0,
1.11.1.11) apoplasto
Catalase
) (CAT-EC
ENZIMATICO 1.11.1.6) Peroxissomos H,0,
Peroxidase da
Glutationa
(GPX -EC
1.11.1.9) Citosol H,0, ¢ ROOH
Peroxidases
(POD - EC
1.11.1.7) Parede, citosol e vacuolo H,0,
Peroxidase da
Tiorredoxina
(TPX-EC Parede, citosol e mitocondria H,0, e ROOH
1.11.1)
; Acido ascorbico | Cloroplasto, citosol, mitocondria, peroxissomos e *0, e H,0,
NAO (AsA) apoplasto H,0,
ENZIMATICO Glutationa Peroxissomos e apoplasto *0, e H,0,
o-Tocoferol Membranas 0y
Carotendides Cloroplasto

Danos oxidativos aos lipidios, proteinas e outros componentes celulares sao
considerados as maiores causas da deterioracdo de sementes armazenadas (MURTHY et al.,
2002). As sementes utilizam diversas estratégias para reverter os possiveis danos provocados
pela deterioragdo em condi¢cdes adversas de armazenamento, dentre elas destacam-se os
mecanismos enzimaticos antioxidativos, como a sintese de novo ou o aumento da atividade
das enzimas: catalase, peroxidase do ascorbato e dismutase do superoxido (MURTHY et al.,

2002).
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Entretanto, em sementes de algodao envelhecidas artificialmente, a atividade da
APX decresceu progressivamente durante o curso do envelhecimento (GOEL et al., 2003).
Também em amendoim, o estudo do efeito do envelhecimento acelerado na germinacdo de
sementes de dois cultivares mostrou que houve inibi¢do da germinagdo, do estabelecimento de
plantulas, ocorrendo um aumento na peroxidag¢do de lipidios e decréscimo na atividade da
APX (SUNG & JENG, 1994).

Existem também os protetores antioxidativos ndo enzimdticos como o acido
ascorbico (AsA), glutationa (GSH), tocoferdis, flavonodides, alcaldides, carotendides,
hormdnios e vitaminas, que participam ativamente do controle de ERO nas células (APEL &
HIRT, 2004). A GSH ¢ oxidada pelas ERO formando glutationa oxidada (GSSG), enquanto o
AsA ¢ oxidado para monodesidroascorbato (MDA) e desidroascorbato (DHA). No ciclo
glutationa-ascorbato mostrado na figura 8 abaixo, o GSSG, MDA e DHA podem ser
novamente convertidos em GSH e AsA para manter as ERO em concentragdes suportaveis

pela célula (APEL & HIRT, 2004).

G556 NADPH

(:) Ascorbate peroxidase
@ Monodehydroascorbate reductase
(:) Dehydroascorbate reductase

(Z\ Glutathicne reductase
N

Figura 8 — Ciclo do ascorbato-glutationa (Fonte; Davey et al., 2000)

Tanto o AsA como o GSH estdo presentes em diversos compartimentos celulares,
principalmente em cloroplastos, mitocondrias e citosol (POTTERS et al., 2002). O AsA
participa de diversos processos celulares e, dentre esses, os mais importantes envolvem a
protecdo oxidativa (APEL & HIRT, 2004), a regulacdo da transi¢do da fase G1 para S no
ciclo celular (POTTERS et al., 2002) e o controle do crescimento pelo alongamento das
células (PASSARDI et al., 2004). A GSH em células vegetais participa ativamente do
metabolismo do enxofre, defesa antioxidante e remocdo dos compostos xenobidticos

(POTTERS et al., 2002).
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A sintese de AsA ocorre nas mitocondrias, enquanto a da GSH pode ocorrer nos
cloroplastos ou no citosol (NOCTOR & FOYER, 1998). Enzimas do sistema antioxidativo
das plantas, ao interagirem com formas reduzidas destes dois compostos, proporcionam
excelentes mecanismos de eliminagdo de ERO (CREISSEN et al., 1999). Segundo Smirnoff
et al. (2001) e Dipierro et al. (2005), o AsA tem sido classificado como componente chave do
sistema antioxidativo em plantas, estando relacionado aos estresses biodticos e abioticos. A
manuten¢do da concentracdo de AsA e GSH, em plantas submetidas a estresse, envolve a
complexa interagdo entre sintese, degradagdo, transporte e armazenamento no interior das
células (FOYER & NOCTOR, 2000).

Existe uma série de outros antioxidantes ndo enzimaticos que participam da
defesa contra as ERO nos sistemas bioldgicos, como por exemplo: a vitamina E, a ubiquinona
e outros compostos fenolicos de origem vegetal (APEL & HIRT, 2004). Além destes, ha
varios nutrientes essenciais de origem mineral, que participam do processo antioxidante em
associacdo com as enzimas, dentre eles: zinco, cobre, manganés, selénio e ferro
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). As demais moléculas antioxidantes como
flavondides e carotenoides, ainda sdo poucos exploradas na literatura e os seus papéis efetivos
na remocdo de ERO em compartimentos subcelulares ainda merecem atencdo (APEL &

HIRT, 2004)

1.6 O papel do acido ascorbico no envigoramento de sementes

Os antioxidantes ndo enzimaticos, que ocorrem em altas concentragdes em
algumas plantas, tais como o acido ascoérbico (AsA), t€ém sido bastante utilizados em pré-
tratamentos para a prote¢do e revigoramento de sementes, aumentando assim o seu poder
germinativo quando essas sementes sdo submetidas, tanto ao envelhecimento natural, como o
artificial (CHHETRI et al., 1993; POWELL et al., 2000). Tem sido relatado na literatura, que
o pré-tratamento com esses antioxidantes ndo enzimaticos, aumenta o vigor € com isso 0
potencial de armazenamento de sementes a condigdes adversas de temperatura e umidade
(BASU, 1994; MAITY et al., 2000).

O bioquimico hungaro Albert von Szent Gydrgyi tinha um grande senso de
humor. Na primeira versdo de seu trabalho, relatando a descoberta de um novo agucar de seis
carbonos de funcdo desconhecida, nomeou esta molécula de ignose. Quando um revisor
sugeriu mudar esse curioso nome, ele chamou de godnose (s6 Deus sabe). S6 com o seu

terceiro trabalho, ele mudou para um nome mais "cientifico", o acido hexurénico (DE
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TULLIO & ARRIGONI, 2003). Apdés a descoberta de que o dacido hexurénico tem
propriedades antiescorbutica, ele foi entdo identificado, como vitamina C e, eventualmente
apos chamado de L-acido ascorbico (AsA) (Figura 9) por Haworth e Szent Gyorgyi
(SVIRBELY & SZENT- GYORGY], 1932; DAVIES et al, 1991).

"CH,0OH

HO CH

L-azscorbic acid

Figura 9 — Estrutura quimica do L-acido ascérbico (Fonte: Davey et al., 2000).

O L-4cido ascérbico pode ser oxidado ao radical monodesidroascorbato (MDHA),
também conhecido por radical ascorbato livre, que in vivo pode ser reduzido pela enzima
redutase do monodesidroascorbato (MDHAR, EC: 1.6.5.4) ou por reacdes de transferéncia de
elétrons. Duas moléculas de MDHA podem espontaneamente produzir L-acido ascorbico e
desidroascorbato (DHA). O DHA ¢ instavel e pode sofrer uma hidrdlise irreversivel para

acido 2,3-dicetogulonico em solugdo aquosa (DAVEY et al., 2000) (Figura 10).

HO CH,0H HO CH.OH
o) O
Hye
o -— ©
0 OH O ]
L-Ascorbate DHA P B0
CH,OH
HO
OH COOH
(o] o]
MDHA 2,3-diketogulonic acid

Figura 10 — Mecanismo de oxidacdo do L-ascorbato (MDHA = monodeidroascorbato, DHA = deidroascorbato)

(Fonte: Davey et al., 2000).
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O AsA (vitamina C) ¢ um dos mais importantes antioxidantes abundantemente
encontrando em plantas. Geralmente, sua concentracdo ¢ mais alta nas folhas do que em
outras partes da planta, sendo de 5 a 10 vezes maior que a da glutationa (SMIRNOFF, 2000;
SMIRNOFF, 2005). O AsA ¢ hidrossoluvel e age contra os radicais livres como o oxigénio
singleto, superoxido e peroxido de hidrogénio. O AsA € necessario in vivo também como
cofator enzimatico, sendo uma das mais impressionantes propriedades quimica do ascorbato,
a sua habilidade para agir como agente redutor (doador de elétrons), participando ainda da
regeneracdo da forma reduzida e antioxidante da vitamina E (DAVEY et al., 2000;
SMIRNOFF, 2000; GRIFFITHS & LUNEC, 2001; DE TULLIO & ARRIGONI, 2003).

O tratamento prévio das sementes com antioxidantes como o AsA tem aumentado
o vigor e prolongado a armazenabilidade das sementes pela remoc¢do dos “radicais livres”.
Sementes pré-tratadas antes do envelhecimento com inibidores de caspases (proteinas
relacionadas com a morte celular programada) t€ém sua viabilidade aumentada (KRANNER et
al., 2006). Estudos com sementes de algodio mostraram que a presenga de antioxidantes
como o &cido ascorbico protegeu a semente contra a peroxidacdo de lipidios e as ERO
(McDONALD, 1999).

O papel do AsA como antioxidante tem sido mostrado por Miiller-Moulé¢ et al.
(2003, 2004) que demonstrou que mutantes de Arabidopsis deficientes em AsA foram mais
sensiveis ao ozonio, dioxido de enxofre ou a radiacdo UV-B. O estresse oxidativo induzido
pela alta luminosidade em mutantes de Arabidopsis provocou o aumento da peroxidagdo de
lipidios e da fotoinibicao (MULLER-MOULE et al., 2003, 2004). Com isso, altos niveis
endogenos de AsA em plantas sdo necessarios para conter o estresse oxidativo, bem como na
regulacdo de outros processos do metabolismo da planta.

Ja se tem evidéncias que o AsA endogeno pode ser aumentado pela aplicagdo
exdgena de acido ascorbico no meio radicular bem como aplicacdo foliar ou pelo tratamento
das sementes (CHEN & GALLIE, 2004). A despeito do papel de AsA de eliminar as ERO,
ele estd também envolvido na regulagdo da fotossintese pela capacidade de controlar o
movimento estomatico (CHEN & GALLIE, 2004). O AsA ¢ um importante co-fator de
algumas enzimas ou complexos protéicos que estdo envolvidas na regulacdo da fotossintese
(DAVEY et al., 2000). Conforme esses autores o acido ascorbico esta envolvido também na
floracdo e senescéncia vegetal e pode aliviar os efeitos adversos do estresse salino em tomate
(SHALATA & NEUMANN, 2001) e trigo (AL-HAKIMI & HAMADA, 2001). A aplicagdo
de acido ascorbico nas raizes foi capaz de atenuar os efeitos adversos do estresse salino sobre

o crescimento de trigo pelo aumento da capacidade fotossintética e na manutengdo da
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homeostase i0nica, apesar desses efeitos ainda necessitarem de estudos futuros (ATHAR et
al., 2008).

Até recentemente, o AsA tem sido considerado quase que exclusivamente por
suas propriedades antioxidantes (NOCTOR & FOYER, 1998), pois sabe-se que o AsA pode
reagir com as ERO, em reagdes ndo-enzimaticas. E claro agora que o AsA também tem um
papel fundamental em células animais e vegetais como cosubstrato necessario para a atividade
de muitas desidrogenases dependentes de acido-2-oxo (2-ODDs) (PASTORI et al, 2003). Em
plantas, existe uma grande lista de 2-ODDs que requerem AsA, incluindo as enzimas
envolvidas com a biossintese de flavondides (BRITSCH et al., 1993); as enzimas da sintese e
degradacao de giberelinas (HEDDEN & KAMIYA, 1997); a enzima chave na biossintese de
acido abscisico (SEO & KOSHIBA, 2002) e a enzima do passo final para a sintese de etileno
(KENDE, 1993). E conhecido que o sistema envolvido com o AsA passa por mudangas
durante os diferentes estdgios de desenvolvimento das sementes ortodoxas (ARRIGONI,
1994).

O AsA induz a progressdo do ciclo celular nas células meristematicas (LISO et al.
1984; CITTERIO et al, 1994). Um importante papel do AsA no controle da divisdo celular, ja
foi proposto na literatura (ARRIGONI, 1994; POTTERS et al, 2002.), embora o mecanismo
molecular subjacente a este fendmeno, ainda ndo esteja tdo claro. Noctor & Foyer (1998)
sugere que 0 AsA controla o fase G1 do ciclo celular, provavelmente através da ativagao de
fatores de transcrigdo. Potters et al. (2000) mostraram que a relagio AsA/DHA influencia na
progressdo do ciclo celular em cultura de células suspensas de tabaco, onde as células que se
dividem ativamente, utilizam uma grande quantidade de AsA (LISO et al., 1984).

A etapa de secagem ¢ uma etapa critica no desenvolvimento de sementes
ortodoxas, ¢ a sensibilidade a dessecacdo ¢ uma questdo fundamental na conservacdo de
sementes (PAMMENTER & BERJAK, 1999). Entre os diferentes problemas que as sementes
sofrem na dessecagdo, um ¢ a geragdo de EROs (LEPRINCE et al., 1994, 1996). Sabendo que
0 AsA ¢ conhecido como um antioxidante, e a peroxidase do ascorbato ¢ conhecida por
catalisar a remog¢do de peroxido de hidrogénio, muita atencdo entdo tem sido dada a seu
possivel envolvimento no mecanismo de defesa das sementes contra o estresse oxidativo
durante a desseca¢do (DE GARA et al., 2003). No entanto isso ndo ¢ consistente com o fato
de que ambos, isto ¢ o conteudo de AsA e a atividade de APX, decrescem durante o estagio
de dessecagdao (ARRIGONI et al., 1992; DE GARA et al., 2003). O alto conteudo da APX em
cevada ¢ associada com a fase de enchimento de graos e que decresce durante a dessecacao

(FINNIE et al., 2002). Em adi¢do, BAILLY et al. (2001) relataram que a atividade da APX
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em embrides isolados de sementes de Phaseolus vulgaris em diferentes estagios de
desenvolvimento, ¢ maior aos 40 dias apds a antese (ou seja, antes do fim do acimulo de
massa seca) e em seguida, diminui progressivamente durante a desseca¢cdo, concomitante com
um aumento significativo na atividade de outras enzimas antioxidantes (catalase e redutase da
glutationa).

Notavelmente, as sementes na fase seca, quando tem a atividade da APX elevada,
ndo sdo capazes de germinar (BAILLY et al., 2001), sugerindo que a fun¢do desta enzima nao
esta diretamente relacionada a tolerancia a dessecagdo. Assim, os dados acima mencionados
sugerem que o AsA e a APX ndo sdo essenciais para a dessecacdo, pois tanto o conteudo de
AsA como atividade de APX sao altos em sementes sensiveis a dessecacao e baixos durante a
fase de dessecacdo de sementes tolerantes (TULLIO & ARRIGONI, 2003). Por isso, ¢ mais
razoavel supor que outras moléculas antioxidantes, como a glutationa, que ¢ presente em altas
concentragdes em sementes ortodoxas (KLAPHECK, 1988), e enzimas, como catalase e
glutationa redutase (BAILLY et al., 2001), ou peroxirredoxinas (FINNIE et al., 2002) podem
ser responsaveis pela protecao das sementes contra as ERO.

O mecanismo do AsA durante a germinacdo das sementes ja foi investigado em
diferentes espécies de plantas (KLAPHECK et al, 1990;. CAKMAK et al, 1993;. DE GARA
et al, 1997, 2000;. TOMMASI et al, 2001, 2002). Ambos, o AsA ¢ a atividade da APX, foram
detectados em embrides retirados de sementes no intervalo de 12 a 24h apos o inicio da
embebigdo em trigo (DE GARA et al., 1997), ervilha (PALLANCA & SMIRNOFF, 1999),
milho (DE GARA et al., 2000) e P. pinea (TOMMASI et al., 2001), ou seja, antes da emissao
da radicula, com mais aumentos posteriormente.

Pallanca & Smirnoff (1999) também observaram um aumento na atividade da
oxidase do AsA durante a germinacdo de sementes de ervilha, e sugeriram que a oxidase do
AsA pode estar relacionada a expansdo da parede celular e emergéncia da radicula. Estes
dados sugerem que o AsA ¢, provavelmente, envolvido nao s6 na regulacdo da atividade de
desidrogenases, mas também no controle da quantidade de perdxido de hidrogénio durante a
germinagdo através da APX.

Atualmente, sabe-se que as células vegetais tem seu potencial redox tamponado
devido a grandes quantidades de antioxidantes soliveis em agua, incluindo o AsA (10-
100mM) (NOCTOR & FOYER, 1998; FOYER & NOCTOR, 2003; HARTMANN et al.,
2003). Assim, ¢ possivel aumentar o conteudo de AsA enddgeno com a aplicagdo exdgena de
AsA nas raizes para proteger as plantas de danos oxidativos induzidos pelo sal por controlar o

status redox da célula. A aplicacdo exdgena de 100 mg L™ de AsA aumentou a atividade de
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catalase ¢ o nivel endogeno de AsA sob condigdes de salinidade, favorecendo assim a
diminui¢do de ERO. Isto reforca a visao que a desintoxicagdo de ERO produzidas durante o
estresse salino pode ser mediada pela CAT e por processos redutivos envolvendo os
principais tampdes redox das células vegetais, AsA e GSH (NOCTOR & FOYER, 1998;
NOCTOR et al., 2002.; FOYER & NOCTOR, 2003). O aumento na tolerancia ao sal,
induzida pelo AsA, em plantas de trigo, foi devido a uma melhoria no sistema antioxidativo
para a remocao eficaz de ERO e uma manuten¢do da homeostase ionica (MITTLER, 2002).

Recentemente, varios genes da via biossintética do AsA, foram introduzidos em
plantas, através da engenharia metabdlica, para elevar o nivel enddégeno de AsA. Entre eles,
destaca-se um cDNA da L-gulono-c-lactone oxidase (GLOase) isolado de ratos em tabaco e
alface (JAIN & NESSLER, 2000); um gene do desidroascorbato (DHAR) de humanos no
tabaco (KWON et al., 2003); o c-DNA da redutase do acido D-galacturonico (GalUR) de
morango em Arabidopsis e batata (AGIUS et al., 2003; HEMAVATHI et al., 2009), ¢ um c-
DNA de DHAR de trigo em tabaco e milho (CHEN et al. 2003).

O AsA esta envolvido no sequestro de radicais livres enzimaticamente ou nao
enzimaticamente em plantas (SMIRNOFF , 1996). Evidéncias crescentes sugerem que a APX
oferece resisténcia a varios estresses ambientais em plantas (MANO et al., 2001.; KWON et
al., 2002). O aumento no nivel de AsA em linhagens transgénicas foi directamente
correlacionado com sua habilidade em resitir a estresses abidticos. Resultado semelhante foi
obtido em plantas transgénicas de batata expressando a redutase do acido D-galacturdnico
(HEMAVATHI et al., 2009).

A capacidade do AsA em interagir com as ERO, faz com que ele possa modular a
tolerancia das plantas aos varios estresses bidticos e abidticos (CONKLIN & BARTH, 2004).
O aumento da tolerancia de plantas transgénicas de tabaco com elevados niveis de AsA aos
estresses salino e oxidativo, foi obtida com a superexpressao de DHAR (KWON et al., 2003)
e GalDH (TOKUNAGA et al., 2005). A associagdo entre o ambiente salino e os niveis
endogenos de enzimas antioxidantes tem sido relatada (LECHNO et al., 1997; SHALATA &
TAL, 1998). A super expressdo do gene da GLOase refor¢ou os niveis basais de AsA em
tubérculos de batata transgé€nica apresentando assim, uma melhor sobrevivéncia sob diferentes
estresses abioticos (HEMAVATHI et al., 2010).

A aplicagdo exogena ou o pré-tratamento com diferentes compostos antioxidantes
dentre eles o acido ascorbico tem sido considerado um eficiente método para aumentar a
tolerancia das plantas aos diferentes estresses abioticos, talvez mais do que o melhoramento

genético de plantas e as técnicas de engenharia genética (ASHRAF & FOOLAD, 2005;
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WAHID et al., 2007). Al-Hakimi & Hamada (2001), Shalata & Neumann (2001), e Khan et
al. (2006) evidenciaram que o pré-tratamento de sementes com acido ascorbico conferem
tolerancia aos estresses abidticos.

Younis et al. (2009) mostraram que o tratamento de sementes de fava com NaCl
induziu um decréscimo de proteina e N-total associados com aumento nos niveis de
aminoacidos soluveis quando comparado com sementes nao tratadas. Isso pode ser atribuido a
ativa protedlise, interrup¢do na sintese protéica, bem como o retardo nos processos de
transaminagdo que podem resultar assim na acumulacdo de amonia (YOUNIS et al., 1993).
Younis et al. (2009) mostraram que o padrao de alteragdes nos aminoacidos, acidos nucléicos
e bandas protéicas extraidos de plantulas de fava indicaram um papel positivo do acido
ascorbico na atenuacdo dos efeitos danosos induzidos por NaCl e manitol.

A aplicagdo exdgena de acido ascorbico aumentou a porcentagem de germinagao
de sementes de fava, além de aumentar a capacidades das mudas em sobreviver aos efeitos
toxicos ou osmoticos, ao serem expostas a niveis altos de NaCl e manitol. Este notavel efeito
protetor do acido ascorbico exdgeno parece estar relacionado com sua atividade antioxidante,
em vez de sua utilizagdo como substrato organico para o metabolismo energético (SHALATA
& NEUMANN, 2001). Assim, o acido ascorbico tem um papel importante no sistema
antioxidante de plantas, na fotossintese, no transporte de elétrons transmembranar, e,
possivelmente, na expansdo de células (CONKLIN et al. 1996).

Khan & Srivastava (1998), estudando os efeitos interativos da salinidade e do
acido ascorbico sobre o crescimento € o metabolismo do nitrogénio na cultura do milho,
constataram que 100 mM de NaCl inibiu o acimulo de biomassa, a absor¢do ¢ o conteudo de
amonia e a atividade da redutase do nitrato. Interessantemente, a aplicacao do 4cido ascorbico
no meio salino, aumentou substanciamente os pardmetros anteriormente mencionados. A
administracdo de 4 mM de 4cido ascorbico no meio de cultura contendo NaCl ou manitol,
conduziu a uma reducao na cocentracao de aminoacidos soluveis totais, nitrito € amonia, € um
aumento nos conteudos de nitrato, proteina, amido e N-total.

A utilizagdo répida do conteudo de ascorbato e uma maior atividade de APX
durante os primeiros estdgios da germinacdo de diferentes espécies vegetais sob estresse
salino e hidrico ¢ uma estratégia desenvolvida na germinagao de sementes de glicofitas para
lidar com o aumeto dos niveis de ERO durante esses estresses abioticos (DE GARA et al.
1997). Uma associagdo entre o ambiente salino ou seco e os niveis enddgenos de
antioxidantes ou enzimas antioxidantes, tem sido registrada em milho (JIANG & ZHANG,

2002), Cassia angustifolia (AGARWAL & PANDEY, 2004), Saudea rostrata, e Phaseolus
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vulgaris (JUNGKLANG, 2005), tomate (SHALATA & NEUMANN, 2001) ¢ em beterraba
acucareira (BOR et al., 2003). Além disso, o sistema de defesa antioxidante de soja,
respondeu diferentemente a 50 e 200 mM de NaCl aplicados. Aos 50 mM de NaCl, houve
uma aumento global das enzimas antioxidantes (APX, CAT, SOD e GR). Apos o retorno das
mudas do ambiente salinizado para um ambiente ndo salinizado (recuperacdo), as atividades
das enzimas retornaram aos valores inicias. Em 200 mM de NaCl houve uma diminuicao na
atividade de APX, CAT e GR de 30% a 100% em relagdo ao controle, enquanto que a SOD
aumentou 19% em relagdo ao controle. Esses resultados sugerem que, sob estresse moderado,
o aumento dos niveis das enzimas antioxidantes protegem as mudas contra o estresse
oxidativo, evitando assim a peroxidagdo de lipidios e proteinas (COMBA et al., 2004).

As mudancas observadas em aminodcidos, proteinas, e em &cidos nucléicos
(YOUNIS et al. 2009), bem como alteragdes no sistema antioxidante influenciadas por
concentragdes crescentes de NaCl ou manitol, isoladamente ou em combinagdo com 4 mM de
acido ascorbico, pareceram coincidir com as mudangas no potencial de germinacdo e nos
parametros de crescimento. Sendo assim uma forte evidéncia de que a aplicagdo exdgena de
acido ascorbico, um composto antioxidante, pode aliviar os danos ocasionados pelos fatores
de estresse, NaCl e manitol.

Existem grandes diferencas entre as sementes recalcitrantes e ortodoxas. Na
fisiologia de sementes ortodoxas a desidratacdo lenta induz o desaparecimento do sistema
antioxidante ascorbato/APX nas sementes quiescentes e na transi¢do do desenvolvimento para
a germinacdo. Em sementes recalcitrantes, a secagem lenta faz com que ocorra uma perda
completa da germinabilidade sob estas condi¢des, ocorrendo apenas mudangas no sisterma

antioxidante ascorbato/APX (KERMODE, 1990).

1.7 O modelo vegetal: sementes de feijao-de-corda

A espécie vegetal Vigna unguiculata (L.) Walp., popularmente conhecida como
feijdo-de-corda ou feijdo massacar (FREIRE-FILHO, 1988), tem sua origem ligada ao
continente africano (RACHIE & RAWAL, 1976). Foi introduzido no século XVII, pelos
colonizadores portugueses e pelos escravos africanos, provavelmente na Bahia (FREIRE-
FILHO,1988), em regides tropicais, encontrando caracteristicas edafoclimaticas distintas
(quente/timida na regido norte e quente/seca na regido nordeste) adequadas ao seu

desenvolvimento (ARAUJO et al., 1984).
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O feijdo-de-corda ¢ classificado taxonomicamente como uma Angiopermae
dicotyledonea, pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papelinoideae,
tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género Vigna, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp.
(PADULOSI & NG, 1997). A espécie ¢ fisiologicamente pertencente ao grupo das plantas de
fotossintese do tipo C3 (TAIZ & ZEIGER, 1991), além de ser predominantemente autégama
(BLACKHURST & MILLER JR., 1980) e possuidora de ampla variabilidade genética e
excelente potencial de produgdo e adaptacdo a fatores ambientais adversos (FREIRE-FILHO
etal., 2003).

Como glicofita, o feijao-de-corda também ¢ sensivel a salinidade (GREENWAY
& MUNNS, 1980), embora bem adaptado as condigdes de temperaturas elevadas e seca
ambiental, quando comparado com outras espécies agricolas importantes (EHLERS & HALL,
1997). A cultura do feijdo-de-corda ¢ uma das mais importantes no nordeste brasileiro,
principalmente no aspecto social, como geradora de empregos e garantia de reserva de
subsisténcia. Representa também uma das principais fontes de proteinas de origem vegetal
(23-25% em média) para a populagdo nordestina e possui todos os aminoacidos essenciais,
carboidratos (62%, em média), vitaminas e minerais (SANTOS, 2003).

Pelo seu valor nutritivo, o feijao-de-corda ¢ cultivado principalmente para a
producédo de grios, secos ou verdes, visando o consumo in natura, na forma de conserva ou
desidratado. Também ¢ utilizado como forragem verde, feno, ensilagem, farinha para
alimentagdo animal e, ainda, como adubacio verde e protegio do solo (ARAGAO, 2007). No
Brasil, o feijao-de-corda ¢ cultivado predominantemente no sertdo semi-arido da regido
Nordeste e em pequenas areas na Amazonia. Representa 95% a 100% do total das areas
plantadas nos estados do Amazonas, Maranhdo, Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte (MAIA,
1996).

Segundo levantamento da Conab (2010), a producao brasileira de feijao na safra
2009/2010 foi de 3,3 milhdes de toneladas, o que manteve o pais como o maior produtor
mundial do grdo. No ultimo levantamento realizado pela Conab em margo de 2011, estimou-
se que a producdo do feijado-de-corda podera chegar a 3,71 milhdes de toneladas, ou 11,80%
maior que a temporada anterior. No que concerne ao Nordeste, o0 acompanhamento de safra da
Conab, de setembro de 2010, mostra que a Regido apesar de ter a maior area plantada do Pais,
com 2.183 mil ha, possui apenas a terceira maior producdo, cerca de 640 mil toneladas, fato
esse explicado pela baixa produtividade, quando comparada com a de outras regides. Onde
1.914 kg/ha foi a média de produtividade da regido Centro Oeste, contra 354 kg/ha no
Nordeste (CONAB, 2010; 2011).
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Entre os estados nordestinos, a Bahia tem a maior producao, 333 mil toneladas,
seguido dos estados de Pernambuco e Ceard, com 88,5 e 84,5 mil toneladas respectivamente.
No Nordeste, a reducdo da safra 2009/10 em relacao a 2008/09 foi de 28,9% na produgdo.
Isso devido a estiagem que a regido sofreu (Tabela 2) — (SENA, 2010).

Tabela 2 — Comparativo de area, produtividade e producdo de Feijdo-de-corda, safra 2008/2009 e safra
2009/2010.

REGIAOIUF AREA (Em mil ha) PRODUTIVIDADE (Em kg/ha) PRODUGAO (Em mil 1)
Safra 08/09 Safra09/10  Var% |Safra08/09 Safra 09/10 Var% |Safra08/09 Safra 0910 Var%
NORTE 167,2 143,0 14,5 844 573 321 | 1411 819 420
NORDESTE 21839 18117 7,0 413 354 143 | 9013 6407  -289
MA 96,8 85,0 122 458 329 280 | 443 280  -368
Pl 246,5 2138 -133 256 159 376 | 630 34,1 459
CE 589,1 4582 22 270 184 318 | 1593 845 47,0
RN 59,2 318 463 390 252 355 | 231 80 554
PB 2055 730 845 390 51 870 | 01 37 -95.4
PE 3167 2646  -165 432 3% 25| 1387 885  -353
AL 835 62,6 -25,0 460 540 174 384 338  -120
SE 358 426 19,0 559 634 135 20,0 27,0 350
BA 550,8 580,1 53 611 574 50 | 3364 3330 10
CENTRO OESTE 285,6 257,7 938 1.658 1914 155 | 4734 4932 42
SUDESTE 634,6 626,5 4,3 1.493 1.552 39 947,7 972,1 26
suL 876,5 738,0 A58 | 1472 1460 246 | 10271 10772 49
‘BRASIL 4.147,8 35169  -13,8 842 913 85 | 34906  3.2651 65

Fonte: Conab - Levantamento de setembro/ 2010.

De acordo com Cardoso (2000), o feijao-de-corda se desenvolve no semi-arido
brasileiro, em geral, sob condi¢des ambientais adversas, principalmente de deficiéncia hidrica,
temperaturas elevadas e salinizacdo dos solos. Além disso, a recente utilizacdo da pratica de
irrigacdo em algumas areas de producdo vem aumentando consideravelmente os riscos de
salinizacdo dos solos devido a problemas com qualidade da dgua usada para irrigacdo e das
altas taxas de evaporagdo da dgua do solo (CAVALCANTI, 2002).

Dentre os principais fatores que contribuem para a baixa produtividade do feijao-
de-corda destacam-se: a situacdo econdmica do produtor, sementes ndo melhoradas
geneticamente, sementes armazenadas em condi¢des inadequadas, auséncia de preparo e
corre¢do do solo e a falta de manejo da cultura (CARDOSO, 2000). As sementes de feijao sao
armazenadas na maioria das vezes sob condi¢des ndo controladas (VIEIRA & YOKOYAMA,
2000), contribuindo assim para a perda da viabilidade, principalmente devido ao estresse

oxidativo favorecido nessas condicoes.
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Estudos com feijao-de-corda demonstraram um aumento na atividade de enzimas
antioxidantes durante o estresse salino, talvez com o intuito de se defender do estresse
oxidativo (CAVALCANTI et al.,, 2007; ARAGAO, 2007). O teste do envelhecimento
acelerado em sementes de feijdo-de-corda constitui um eficiente teste de vigor para avaliar
diferentes lotes de sementes de feijoeiro e acompanhar a sua variagdo durante a exposicao e o
periodo prolongado de armazenamento (SALINAS et al., 2001).

A cultivar de feijao-de-corda EPACE 10, foi desenvolvida na extinta Empresa de
Pesquisa Agropecudria do Estado do Ceara (EPACE), no ano de 1986, como parte integrante
do programa de melhoramento do feijao-de-corda desenvolvido por esta instituicdo, sendo
uma das mais utilizadas atualmente pelos agricultores (BARRETO et al., 1996). A origem foi
o cruzamento entre a Linha CNCx166-08 e Serid6 * TVu 1888, tendo boa adaptacdo a
agricultura de sequeiro, com héabito de crescimento indeterminado, um porte enramador, flor
de cor violeta, vagem de cor amarela com comprimento médio de 21 cm, numero de 15
sementes/vagem, sementes semi-esférica, cor do tegumento da semente marrom e um ciclo
mediano em torno de 65-75 dias (BARRETO et al., 1988; BARRETO, 2006). Um dos
problemas desse cultivar de feijdo-de-corda é o escurecimento progressivo do grdo com o
periodo prolongado de armazenamento, reduzindo seu valor comercial e aceitacdo pelo

consumidor (BARRETO, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DA PESQUISA

A partir do problema relatado, constata-se que a utilizacdo de sementes de
espécies superiores como modelo para o estudo do envelhecimento das células ¢ bastante
importante, devido a perda de sua viabilidade ser facilmente induzida experimentalmente.
Sabe-se também que no campo diversos fatores bidticos e abidticos podem afetar o
desempenho dessas sementes, revertendo-se em possiveis perdas agricolas, principalmente se
essas sementes ja tiverem a sua viabilidade afetada pelo armazenamento.

Um desses fatores estressantes ocorridos em condi¢des de campo ¢ a salinidade do
solo. As sementes oriundas de periodos prolongados de armazenamento em condigdes
adversas perdem a sua viabilidade e quando chegam ao campo e se deparam com outros
fatores de estresse, contribuem enormemente para o fracasso da producdo agricola mundial.
Diante do exposto, tornam-se relevantes estudos que visem a obtencdo de ferramentas que
minimizem os efeitos danosos provocados pelo armazenamento inadequado de sementes com
a finalidade de promover assim um melhor desempenho dessas sementes no campo,
principalmente em condi¢des adversas.

O estudo da relagdo entre o uso de antioxidantes naturais, com um possivel
revigoramento de sementes envelhecidas, utilizando o feijdo-de-corda como modelo
experimental, pode gerar estratégias de meios de potencializar as defesas antioxidativas e
amenizar os efeitos de estresse em ambientes de armazenamento de sementes sob condicoes
ndo controladas, principalmente em pequenas e médias propriedades rurais. E extremamente
importante também a utilizagdo desses antioxidantes no revigoramento dessas sementes que
enfrentaram um armazenamento inadequado para que as mesmas possam ter uma melhor
aclimatacdo a possiveis estresses que venham enfrentar no campo, tais como a salinidade.

Nao existe ainda na literatura nenhum estudo sobre o possivel efeito de
antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido ascorbico, na melhoria da viabilidade de
sementes de feijdo-de-corda que foram submetidas ao armazenamento inadequado, ¢ nem
tampouco sobre o efeito desses antioxidantes em uma possivel aclimatacdo a condigdes
ambientais de estresses abidticos, dentre eles o mais frequente na regido nordeste do Brasil, o
estresse salino.

Dai vem a justificativa da realizagdo deste trabalho, visando a obtengdo de
resultados que possam ajudar na minimizagdo dos efeitos danosos provocados pelo
envelhecimento e pela salinidade, nas sementes, contribuindo assim para um melhor

desempenho das sementes de feijdo-de-corda no campo.
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese geral

A aplicacdo exdgena de acido ascérbico pode minimizar os danos provocados

pelo envelhecimento e pela salinidade em sementes de feijao-de-corda?

3.2 Objetivo geral
O presente estudo tem como principal objetivo verificar os efeitos da aplicagdo
exdgena do acido ascorbico na atenuagdo dos efeitos provocados pelo envelhecimento e pelo

estresse salino em sementes de feijado-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivar
EPACE 10.

3.3 Objetivos especificos

a) Avaliar a melhor metodologia para aplicacdo exdgena de acido ascorbico em sementes de
feijdo-de-corda;

b) avaliar tanto o efeito do pré, como do pds-tratamento com écido ascorbico, na protecdo e
reducdo dos danos ocasionados pelo envelhecimento de sementes de feijao-de-corda, através
de varias varidveis fisioldgicas e bioquimicas;

¢) verificar o efeito da aplicacdo exdgena de 4cido ascorbico na protecdo e reducdo dos danos
ocasionados pelo envelhecimento e na aclimatag@o ao estresse salino, em sementes de feijao-

de-corda, cultivar EPACE 10, através de variaveis fisiologicas e bioquimicas.

3.4 Estratégia experimental

Para se chegar aos objetivos propostos neste trabalho de tese, foram realizados
trés experimentos, sendo o material vegetal utilizado como modelo nestes experimentos,
sementes de feijao-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivar EPACE 10, disponiveis
do Banco de Germoplasma de Feijao-de-corda, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Ceara (UFC), as quais foram selecionadas para multiplicagdo de
material vegetal. Os experimentos e as analises foram conduzidos no Laboratorio de Anélise

de Sementes do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias e no Laboratdrio
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de Fisiologia Vegetal do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de
Ciéncias, ambos da UFC.

Cada experimento constitui um capitulo da tese. No primeiro capitulo, foram
feitos testes preliminares para obten¢do da melhor metodologia de aplicagdo do acido
ascorbico em sementes de feijdo-de-corda, sendo entdo testadas, diferentes concentragdes,
tempos de aplicacdo e também métodos de aplicacdo. No segundo capitulo, apds definido a
melhor metodologia de aplicagdo exdgena, foi feita entdo a investigacdo do possivel efeito do
pré ou pds-tratamento com acido ascérbico na atenuagdo dos efeitos danosos provocados pelo
envelhecimento artificial sementes de feijdo-de-corda, através de parametros fisiologicos e
bioquimicos. Finalmente, no terceiro capitulo, foi investigado também o efeito da aplicagao
exdgena de acido ascorbico na aclimatacdo de sementes envelhecidas de feijao-de-corda ao

estresse salino através de parametros fisioldgicos e bioquimicos.
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4. CAPITULO 1 - Identificacio da melhor metodologia de aplicagio
exogena do acido ascorbico em sementes de feijao-de-corda, cultivar

EPACE10

4.1 Introducao

A obtencdo de altas produtividades na cultura do feijao-de-corda, nao esta
estreitamente relacionada s6 com a utilizagdo de variedades melhoradas e um manejo
adequado da cultura, mas também com a qualidade das sementes colocadas a disposi¢ao do
produtor. A qualidade de sementes esta relacionada com o grau de pureza fisica e varietal,
poder de germinagdo, vigor e seu estado fitossanitario. Com o advento da agricultura
tecnificada nas ultimas décadas, o uso de sementes de alta qualidade fisiologica, se torna
extremamente necessario. E sabido que o uso de sementes de alta qualidade fisiologica e
sanitaria ¢ fundamental para a instalacdo e producdo de uma cultura.

A qualidade fisioldgica tem sido um dos aspectos mais pesquisados nos ultimos
anos, em decorréncia das sementes estarem sujeitas a uma série de mudancas degenerativas de
origem bioquimica, fisiologica e fisica, apds a sua maturagdo, as quais estdo associadas com a
reducdo do vigor (ABDUL-BAKI & ANDERSON, 1972). As sementes se deterioram
facilmente quando enfrentam periodos prolongados de armazenamento, principalmente se as
condi¢des forem inadequadas. Entretanto, a velocidade e a sensibilidade das sementes a
deterioracdo variam bastante dentre as espécies vegetais (SUBBA RAO et al., 1996;
DHAKALI & PONDEY, 2001).

Plantas com altos niveis de antioxidantes, enzimaticos ou ndo enzimaticos, de
forma induzida ou constitutiva, podem aumentar a resisténcia a danos oxidativos nas células
vegetais gerados por estresses bioticos e abidticos (BOR et al., 2003; COMBA et al., 2004).
Tem sido relatado na literatura, que o pré-tratamento das sementes com antioxidantes nao
enzimaticos, aumenta o vigor € com isso o potencial de armazenamento dessas sementes a
condi¢des adversas de temperatura e umidade (MAITY et al., 2000). Smirnoff (2000) sugere
que o tratamento prévio das sementes com antioxidantes como o 4acido ascérbico aumenta o
vigor e prolonga a armazenabilidade das sementes devido principalmente a remocao de ERO.

O 4cido ascorbico ¢ um importante metab6lito primario que tem fungdes de
antioxidante, cofator enzimatico ¢ modulador da sinaliza¢ao celular em uma ampla gama de

processos fisioldgicos, incluindo a biossintese de parede celular, metabolitos secundérios e
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fitormonios, além de atuar na resisténcia a estresses, fotoprote¢do, divisdo celular e
crescimento (WOLUCKA et al., 2005). Arrigoni & Detullio (2000) mostraram que a
aplicacdo de 4cido ascorbico exogeneamente, aumentou os niveis enddgenos desse
antioxidante devido a absorcdo por diferentes tecidos da planta. Chen & Gallie (2004)
evidenciaram que o acido ascorbico enddgeno pode ser aumentado pela aplicacdo exdgena de
acido ascorbico no meio radicular, bem como pela aplicagdo foliar ou pelo tratamento das
sementes.

E evidente que a eficicia da aplicagio exdgena de acido ascorbico depende da
concentragdo e também do modo de aplicagao (KHAN et al, 2010). O pré-tratamento de
sementes de Brassica campestris em solugdo de acido ascérbico a 100 mg L™ aliviou os
efeitos adversos do estresse salino sobre o crescimento. O acido ascérbico na concentragao de
50 mg L' foi eficiente em promover o crescimento de nabo e tomate (MAKELA et al., 1998).
Por outro lado, a concentragio de 100 mg L™ de acido ascorbico foi a mais efetiva na redugéo
dos efeito da salinidade em arroz (JAYACHANDRAN et al., 2000), berinjela (EL-TOHAMY
et al., 2008) e Hibiscus rosa sineses (EL-QUESNI et al., 2009).

O pré-tratamento de sementes de trigo selvagem (Agropyron elongatum Host.)
com solucdo de 300 mg L de 4cido ascorbico foi capaz de aliviar os efeitos adversos do
estresse salino na germinagao (TAVILI et al., 2009). Ja no trigo cultivado (Triticum aestivum
L.) a concentragio de 100 mg L™ ja se mostrou eficiente em melhorar o estabelecimento de
plantulas sob estresse salino (KHAN et al., 2006). Quando mudas de cafeeiro foram
pulverizadas com 20 mM de 4cido ascorbico foram observadas maiores condutancia
estomatica e taxa transpiratoria (DEUNER et al., 2008). A aplicagdo de 2 mM de acido
ascorbico em meio de cultura in vitro foi eficiente em aumentar a massa seca ¢ o contetido
endoégeno de acido ascorbico em calos de alfafa (Medicago sativa L.) (ARAB &
EHSANPOUR, 2006). J& em batata houve resultados promissores com 0,5 mM de acido
ascoOrbico tanto no pré-tratamento de plantas, como de calos in vitro (SAJID & AFTAB,
2009).

Em feijado comum (Phaseolus vulgaris L.) foram utilizadas altas concentragdes de
acido ascorbico variando de 25 a 100 mM, ocorrendo efeitos fisioldgicos positivos na defesa
antioxidativa contra a ag¢dao adversa do estresse salino (DOLATABADIAN & SALEH
JOUNEGHANI, 2009). Em canola a concentrag¢do eficiente de acido ascoérbico capaz de
amenizar os efeitos da salinidade foi de 25 mM, com redu¢do na peroxidagdo de lipidios e
aumento nas atividades das enzimas antioxidativas (DOLATABADIAN et al., 2008). A

aplicacdo de 300 uM de acido ascorbico foi capaz de minimizar os efeitos deletérios do
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estresse salino na fotossintese, conteildo mineral, pigmentos fotossintéticos e integridade da
membrana em plantas de girassol e milho (HAMADA & AL-HAKIMI, 2009). A aplicagao
foliar de solugio de 4cido ascorbico a 150 mg L™ aumentou a tolerancia a seca, pelo aumento
das atividades de enzimas antioxidantes (APX, CAT, POX) em plantas de milho
(DOLATABADIAN et al., 2009). A aplicacdo exdgena de 4 mM de acido ascorbico
promoveu o aumento da germinagdo e estabelecimento de plantulas de fava em condigdes de
estresse provocado por NaCl e manitol (YOUNIS et al., 2009). Estudos com sementes de
algoddo mostraram que a presenca de antioxidantes como o acido ascorbico protegeu a
semente contra a peroxidacgao de lipidios e as ERO (McDONALD, 1999).

Apesar da demonstracdo da eficiéncia da aplicagdo do acido ascorbico na defesa
antioxidante em vdrias espécies vegetais, ainda ndo se tem na literatura, uma metodologia
definida para aplicacdo exodgena do 4cido ascorbico em sementes de feijdo-de-corda. O
objetivo principal desse trabalho, portanto, foi determinar qual a melhor metodologia para a
aplicacdo exdgena de acido ascérbico em sementes de feijdo-de-corda para estudos futuros de

envigoramento de sementes.

4.2 Material e métodos

Foi utilizado como material vegetal utilizado foi sementes de feijao-de-corda
[Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivar EPACE 10, obtidos a partir do Banco de
Germoplasma do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Ceara (UFC). As sementes, obtidas do banco de germoplasma, foram
selecionadas segundo critérios de tamanho, aparéncia e sanidade, a fim de homogeneizar as
condi¢des experimentais. A desinfeccao das sementes foi feita por imersdo das mesmas em
solucdo de etanol 70% (v/v) com agitagdo por 30 s, seguida de trés lavagens rapidas com agua
destilada esterilizada. Logo em seguida, as sementes foram imersas em solu¢do de hipoclorito
de sédio 0,2% (v/v) por 10 min, sendo lavadas posteriormente trés vezes em agua destilada
estéril.

Com o intuito de verificar qual a melhor forma de aplicagdo exogena de acido
ascorbico (AsA) nas sementes de feijdo-de-corda, para estudos posteriores com
envigoramento de sementes, foi elaborada a seguinte estratégia experimental (Figura 11): Em
condicoes de laboratorio, as sementes selecionadas e desinfetadas foram incubadas nas
concentragdes de 0, 75 e 150 mg L° de AsA, que correspondem a 0; 0,42 ¢ 0,85 mM

respectivamente, em diferentes tempos de exposi¢cdo (4, 8 e 24 h) através de dois diferentes
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métodos de aplicagao (Figura 12): (I) - Embebi¢ao em papel germitest na placa de petri e (I)

- Submersao em solugdo no Erlenmeyer.

Banco germoplasma

'

— G

l

Selecio, desinfeccio

|

TRATAMENTOS

l

N

Diferentes concentragoes de
acido ascérbico
(DOSES = 0, 0,42 ¢ 0,85mM )

Diferentes tempos de exposi¢cio
a0 acido ascorbico

(TEMPO = 4, 8, 24h)

Diferentes formas de aplicacio do acido
ascorbico: I) embebidas em algodiao em
placa de petri; II) submersas em soluciio

em erlemayer

Tillman (Vitamina C total) (Strohecker & Henning, 1967)

Determinacéo do teor de &cido ascOrbico nas sementes pelo método de

Figura 11 — Esquema experimental para identificar a melhor metodologia de aplicagdo exdgena de acido

ascorbico em sementes de feijao-de-corda.

Figura 12 — Diferentes métodos de aplicacdo exdgena de acido ascorbico em sementes de feijao-de-corda: (A) =

Submersdo em solugdo no Erlenmeyer e (B) = Embebi¢do em papel germitest na placa de petri.
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Apo6s a aplicagdo dos tratamentos acima mencionados, foi quantificado em cada
um deles, o teor de AsA endodgeno, pelo método de Tillman (Vitamina C total)
(STROHECKER & HENNING, 1967) e depois feito a comparagdo com o teor padrao de AsA
endogeno ja existente nas sementes controle (Oh), para avaliar qual foi o tratamento mais
eficaz no aumento da concentragdo enddgena do AsA nas sementes de feijao-de-corda. O
delineamento foi o inteiramente casualizado, com um fatorial (2x3x2) +1, testando-se duas
concentragdes, trés tempos de exposicdo e duas formas de aplicagdo com um tratamento
adicional (sementes ndo tratadas), com trés repeticdes cada. Os dados foram analisados
estatisticamente, através da analise de variancia pela significancia do testre F e as médias

foram comparadas pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e discussao

Através do método de Tilman (STROHECKER & HENNING, 1967) foi
determinado o conteudo endégeno de AsA nas sementes de feijdo-de-corda. Nas sementes
controle (0 h) que nao foram tratadas com AsA, o contetido endogeno, obtido nas sementes,
foi de aproximadamente 13,15 mg/100 g de sementes, como pode ser observado na Figura 13.
Esse conteudo ¢ maior que de outras leguminosas como a ervilha (8 mg/100 g), porém menor
do que em batata (17 mg/100 g) (DAVIES et al., 1991).

Foi observado, que em todos os tratamentos analisados, o teor de AsA endogeno,
quantificado nas sementes de feijao-de-corda, foi maior que o das sementes controle, que nao
sofreram tratamento com o antioxidante (Figura 13). Esses resultados comprovam que as
sementes de feijdo-de-corda foram habéis em absorver o acido ascorbico exdgeno, como ja
evidenciado em outro estudo, onde o acido ascorbico exdgeno pode ser facilmente absorvido

pelas sementes (CHEN & GALLIE, 2004).
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Figura 13 - Efeito da aplicagdo exdgena de acido ascorbico no aumento do teor endogeno existente nas sementes

de feijao-de-corda, cultivar EPACE 10, sob diferentes metodologias.

Esse estudo ¢ promissor no que diz respeito a aplicagdo exdgena de AsA nesta
espécie vegetal e tem como intuito a obtencdo de um protocolo eficiente para ser utilizados
em estudos futuros de envigoramento de sementes. Al-Hakimi & Hamada (2001), Shalata &
Neumann (2001) ¢ Khan et al. (2006) evidenciaram que o pré-tratamento de sementes com
acido ascorbico conferem tolerancia a diversos estresses abioticos. Ja em estudos com
aplicacdo exogena de acido ascorbico em halofitas mostraram que a concentracdo mais
eficiente, apos 3h, foi a de 40 mM (KHAN et al., 2006). Entretanto, em tomate, o tratamento
por 24h, com uma concentragao apenas de 0,5mM foi extremamente eficiente (SHALATA &
NEUMANN, 2001). Em trigo, a concentragdes exogena de acido ascorbico que se mostrou
eficaz foi a de 0,85 mM por um periodo maior de 2 meses de exposicio (ATHAR et al.,
2008). No presente trabalho, as concentragdes exogenas testadas de AsA nas sementes de
feijio-de-corda, foram as de 75 ¢ 150 mg.L"', que correspondem respectivamente, a 0,42 ¢
0,85 mM.

Foi verificado que houve aumento na concentragdo enddgena de AsA nas
sementes com o aumento do tempo de exposi¢do (4 a 24 h) nas concentracdes exogenas
testadas, indiferentemente aos métodos de aplicacdo, onde houve diferenga estatistica
significativa entre os tempos de exposi¢do, independentemente dos métodos e da

concentragoes testadas (Tabela 3).
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TABELA 3 — Concentracdo enddgena de acido ascorbico (mg/100 g) de sementes de feijado-de-corda, cultiva
EPACE 10, apos serem incubadas com 0,42 ¢ 0,85 mM de acido ascérbico em diferentes tempos de exposigdo
(4, 8 € 24 h) através de dois diferentes métodos: (I) - Embebi¢do em papel germitest na placa de petri e (II) -

Submersdo em solugdo no Erlenmeyer.

METODOS DE APLICACAO EXOGENA

TEMPO DE METODO I METODO II
EXPOSICAO Concen-trag:ﬁo exogena Concen.tragﬁo exogena

aplicada (mM) aplicada (mM)
(h)
0,42 0,85 0,42 0,85

4 18,48 cA 20,67 cA 19,42 cA 19,73 cA
8 26,00 bA 26,63 bA 23,80 bB 28,82 bA
24 29,76 aB 37,59 aA 31,32 aB 38,02 aA

*As médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas colunas e letras maitiscula nas linhas, ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey 5% de probabilidade..

Verificou-se que o maior conteido de AsA enddgeno aconteceu apds 24 h de
exposicao em ambos métodos e concentracdes. Apds 24 h de exposi¢ao o contedo endogeno
de AsA aumentou quase cerca de 2,5 vezes, quando comparado com o tratamento controle (0
h) quando foi aplicado a concentrac¢do de 0,42 mM e cerca de 3 vezes na concentragdo de 0,85
mM em ambos os métodos testados (Tabela 3). A adi¢do de acido ascorbico exogeneamente
aumentou os niveis do mesmo nos tecidos de plantulas de fava, confirmando, assim, os
relatos de que as plantulas conseguem absorver o antioxidante exogeneamente (ARRIGONI et
al., 1997, SHALATA & NEUMANN, 2001).

Quando se leva em consideracdo a concentragdo exogena aplicada, no tempo de
exposicao de 24 h, observou-se diferenca estatistica entre as duas concentragodes testadas, de
modo que na maior concentracdo de AsA exogena (0,85 mM), o conteido endodgeno das
sementes foi maior em todos os tempos de exposicdo analisados (Tabela 3). Quando se
verifica a influéncia dos dois métodos de aplicacdo exdgena de AsA utilizados nas sementes
de feijao-de-corda, no aumento endogeno de AsA, evidencia-se que houve diferenca
significativa em cada um dos métodos testados em relagdo aos tempos de exposi¢ao. Em
ambos os métodos, houve um aumento progressivo no conteudo de AsA enddgeno em relacao

ao tempo de exposicao (Tabela 3).
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A absor¢ao de uma solugdo exogena por uma semente pode diferir em relagao ao
método de aplicagdo (SHALATA & NEUMANN, 2001). Porém neste estudo, quando se
compara os métodos (I) e (II) entre si, em cada um dos tempos de exposicdo analisados,
verifica-se que somente existe uma diferenca significativa entre os métodos no tempo de 8 h
na concentracdo de 0,42 mM. No tempo de 24 h de exposi¢do, foi verificado que apesar do
valor numérico do método (II) ser superior ao do método (I), ndo foi constatada diferenca
estatistica significativa entre os métodos de aplicacdo nesse tempo (Tabela 3). Porém quando
se compara os métodos de aplicacdo com as concentragdes utilizadas, verifica-se que houve
uma diferenca estatistica significativa dentro de cada método (Tabela 3). Entretanto, quando
se compara os métodos testados somente houve diferenca significativa entre eles, na menor
concentragdo exogena testada de AsA (0,42 mM), com valores superiores para o método I ndo
tendo sido evidenciada diferenga na maior concentragao de 0,85 mM (Tabela 3).

Neste trabalho, os resultados mostraram que os dois métodos de aplicacao
testados ndo diferiram estatisticamente (Tabela 3) no tempo de 24 h de embebicao, podendo
qualquer um dos dois. Apesar desse fato o método (I) se torna um pouco mais complicado,
devido o cuidado com a agitacdo constante da solu¢do de embebicdo, visando promover a
aeragdo em periodos superiores ao utilizado neste trabalho (24 h). Sendo assim, o método (II)
foi mais viavel, pois ja pode ser aplicado no préprio meio de semeadura da semente, como no
caso deste trabalho, o papel “germitest”. Este estudo entdo conseguiu definir o método mais

apropriado para aplica¢do exdgena do acido ascorbico em sementes de feijao-de-corda.

4.4 Conclusao

Conclui-se que tanto o método de aplicagdo (I) como o (II), com a concentracao
igual a 0,85 mM de acido ascorbico por um periodo de 24 h foi a metodologia mais eficiente

para a aplica¢do exogena de acido ascorbico em sementes de feijao-de-corda, cultivar EPACE

10.
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5. CAPITULO II - Efeitos do pré e pés-tratamento com #cido ascérbico na
qualidade fisiologica de sementes de feijao-de-corda envelhecidas

artificialmente

5.1 Introduciao

A qualidade fisiologica de sementes tem sido um dos aspectos mais pesquisados
nos ultimos anos, em decorréncia das sementes estarem sujeitas a uma série de mudancgas
degenerativas de origem bioquimica, fisiologica e fisica, ap6s a sua maturacdo, as quais estao
associadas com a redugdo do vigor (ABDUL-BAKI & ANDERSON, 1972). Na literatura,
constata-se que os eventos rapidos mais estudados estdo relacionados com os processos
iniciais da sequéncia de deterioracdo como a degradacdo das membranas celulares e a reducao
das atividades respiratoria e biossintética (BINOTTI et al., 2008).

A cultura do feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é importante no
nordeste brasileiro, principalmente no aspecto social, como geradora de empregos e garantia
de reserva de subsisténcia (SANTOS, 2003). As sementes de feijdo-de-corda, principalmente
em pequenas propriedades, s3o armazenadas de forma inadequada, contribuindo assim para a
perda do vigor (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000). Dentre os principais fatores que
contribuem para a baixa produtividade do feijao-de-corda destacam-se: a situacdo econdmica
do produtor, sementes ndo melhoradas geneticamente, sementes armazenadas em condi¢des
inadequadas, auséncia de preparo e corre¢do do solo e a falta de manejo da cultura
(CARDOSO, 2000). As sementes de feijdo sdo armazenadas na maioria das vezes sob
condi¢des nao controladas (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000), contribuindo assim para a
perda da viabilidade, principalmente devido ao estresse oxidativo favorecido nessas
condigoes.

A obtencao de altas produtividades no feijoeiro ndo estd estreitamente relacionada
s0 com a utilizacao de variedades melhoradas e um manejo adequado da cultura, mas também
com a qualidade das sementes colocadas a disposicdo do produtor. A qualidade esta
relacionada com o grau de pureza fisica e varietal, poder de germinagdo, vigor e seu estado
fitossanitario. Assim, o aprimoramento dos métodos de analise da qualidade fisiologica das
sementes de feijao, no sentido de oferecer maior seguranga e precisao nos resultados obtidos

de germinagdo e vigor das mesmas se torna importante (KIKUTTI et al., 2002).
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O uso de sementes com potencial fisioldgico elevado ¢ fundamental na obtencao
de resultados satisfatorios em culturas de expressao econdmica. Avaliar a qualidade de um
lote de sementes para estimar com que sucesso ele estabelecerd uma populacdo adequada de
plantulas em campo, sob uma ampla faixa de condi¢des ambientais, ¢ de grande importancia
para atingir alta eficiéncia na agricultura moderna (ARTHUR & TONKIN, 1991).

A tecnologia de sementes tem procurado aprimorar os procedimentos para avaliar
a qualidade de sementes, com o objetivo de obter resultados que expressem o desempenho
potencial de um lote, destacando-se em particular, os estudos relativos aos testes de vigor
(VIEIRA et al., 1994). O objetivo basico dos testes de vigor ¢ a identificagdo de diferengas
importantes na qualidade fisiologica entre lotes de sementes comercializaveis, principalmente,
daqueles com poder germinativo semelhante. Dai, a importancia da disponibilidade de testes
que procuram avaliar o estado atual das sementes, por meio da determinacdo de parametros
associados ao vigor. Existem também, testes dirigidos a avaliagdo do comportamento das
sementes, quando submetidas a condigdes especificas de ambiente, geralmente, estressantes
(BINOTTTI et al., 2008). O teste do envelhecimento acelerado em sementes de feijao-de-corda
constitui um eficiente teste de vigor para avaliar diferentes lotes de sementes de feijoeiro e
acompanhar a sua variacdo durante a exposi¢do e o periodo prolongado de armazenamento
(SALINAS et al., 2001).

As ERO tém sido estudadas largamente no campo da fisiologia de sementes,
sendo particularmente ressaltado sua relagdo com a perda do vigor e da viabilidade de
sementes durante prolongado armazenamento. O acimulo de ERO ¢ frequentemente indicado
como uma primeira causa da deterioragdo de sementes, gerando reagdes com dacidos
poliinsaturados, levando a peroxida¢do de lipidios e a destrui¢do das membranas celulares
(McDONALD, 1999; APEL & HIRT, 2004; FOYER & NOCTOR, 2005).

Alternativas tém sido pesquisadas visando a melhoria do desempenho de lotes de
sementes com qualidade fisioldgica inferior, enquanto ainda ndo se tem um método adequado
para a preservacao das sementes durante o armazenamento convencional. Sementes utilizam
diversas estratégias para reverter os possiveis danos provocados pela deterioragdo em
condigdes adversas de armazenamento, dentre as quais se destacam os mecanismos
enzimaticos antioxidativos (catalase, peroxidase do ascorbato e dismutase do superoxido) e
também os protetores antioxidativos ndo enzimaticos tais como o acido ascorbico. Esses
antioxidantes ndo enzimaticos tém sido utilizados em pré-tratamentos para a protecdo e

envigoramento de sementes, com o intuito de aumentar assim o seu poder germinativo quando
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essas sdo submetidas ao envelhecimento natural e artificial (CHHETRI et al., 1993; POWELL
et al., 2000).

Foi verificado que o tratamento de sementes de oleaginosas com 4acido ascorbico
melhorou o potencial de germinagdo dessas sementes quando submetidas ao armazenamento
prolongado (DOLATABADIAN & MODARRES SANAVY, 2008). Plantas com altos niveis
de antioxidantes, enzimaticos ou nao enzimaticos, de forma induzida ou constitutiva, podem
aumentar a resisténcia a danos oxidativos nas células vegetais gerados por estresses bidticos e
abidticos (BOR et al., 2003; COMBA et al., 2004). Assim, alguns trabalhos tém sido
desenvolvidos no sentido de prolongar a armazenabilidade de sementes pela aplicagdo de
antioxidantes as  sementes (RAGHURAMULU & PURUSHOTHAM, 1991;
ASCHERMANN-KOCH et al., 1992; CHHETRI et al., 1993). Técnicas de envigoramento de
sementes e algumas técnicas de osmocondicionamento pré-semeadura, vém sendo utilizadas,
visando a uniformizacdo do estande e maior rapidez na emergéncia de plantulas no campo
(RAGHURAMULU & PURUSHOTHAM, 1991; CAMARGQO, 1998).

O pré-tratamento das sementes com antioxidantes ndo enzimaticos, aumenta o
vigor e com isso o potencial de armazenamento dessas sementes a condi¢cdes adversas de
temperatura ¢ umidade (MAITY et al., 2000). E sugerido que o tratamento prévio das
sementes com antioxidantes como o acido ascérbico aumenta o vigor e prolonga a
armazenabilidade das sementes devido principalmente a remog¢do de ERO (SMIRNOFF,
2000). Entretanto, sdo escassos na literatura estudos sobre o efeito da aplicacdo de
antioxidantes ndo enzimaticos, na melhoria da viabilidade e do potencial de armazenamento
de sementes de grandes culturas, tais como o feijao-de-corda. O presente estudo, entdo, tem
como objetivo, avaliar tanto o efeito do pré, como do pds-tratamento com acido ascorbico, na
prote¢do e reducdo dos danos ocasionados pelo envelhecimento de sementes de feijao-de-

corda, cultivar EPACE 10, através de varias variaveis fisiologicas e bioquimicas.

5.2 Material e métodos

As sementes selecionadas e desinfetadas, como descrito anteriormente (item 4.2)
foram distribuidas e incubadas em caixas “gerbox” devidamente colocadas em camara de
envelhecimento artificial -BOD- (45°C, 99% U.R., no escuro) para promover o
envelhecimento das mesmas por 72 h (DELOUCHE & BASKIN, 1973). As sementes foram
submetidas a quatro tratamentos: (T1) sementes nao envelhecidas e ndo tratadas com acido

ascorbico (AsA), tratamento controle (SNE); (T2) sementes envelhecidas e ndo-tratadas com
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AsA (SE); (T3) as sementes, antes do envelhecimento foram submetidas a um pré-tratamento
com 0,85 mM de AsA (SE-Pré-T), (T4) as sementes, apoés o envelhecimento, foram
submetidas a um pds-tratamento com 0,85 mM de AsA (SE-Pos-T).

Apo6s cada um dos tratamentos citados, foram analisadas as seguintes varidveis
fisiologicas e bioquimicas: a) determinacdes das massas fresca e seca das sementes
(BARBOSA, 2002); b) determinacao do percentual de umidade das sementes segundo Slavick
(1974). c) teste da condutividade elétrica (vazamento de eletrolitos e percentual de danos de
membrana) segundo Blum & Ebercon (1981) e Vieira & Krzyzanowski (1999); d) teste de
germinagdo (BRASIL, 2009); e) teste de emergéncia (BORGHETTI & FERREIRA, 2004); 1)
agucares soltveis (DUBOIS et al., 1956); g) teor de amido pelo método da antrona descrito
por Hodge & Hofreiter (1962); h) aminoacidos livres (PEOPLES et al., 1989); i) proteinas
soluveis (BRADFORD, 1976); j) peroxidacdo de lipidios (HEATH & PACKER, 1968); 1)
atividade amilasica total (BERNFELD, 1955); m) atividade proteolitica (AINOUZ &
FREITAS, 1991); n) ascorbato reduzido (LAW et al., 1983; CORDOBA-PEDREGOSA et
al., 2003); o) atividade da peroxidase do ascorbato (APX) (MCKERSIE & LESHEM, 1994).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, contendo quatro
tratamentos: T1 (SNE), T2 (SE), T3 (SE-Pré-T) e T4 (SE-Pés-T), com quatro repeticdes
cada. Os dados foram analisados estatisticamente, através da analise de varidncia pela

significancia do testre F e as médias foram comparadas pelo teste de Tuckey a 5% de

probabilidade.

5.2.1 Determinacao da massa fresca, massa seca e umidade das sementes

A determinag¢do da massa fresca foi feita logo apds a aplicacdo dos tratamentos,
através da pesagem em balanga analitica, em seguida o material foi congelado em freezer -
80°C para a posterior liofilizagdo. A massa seca foi obtida apds a liofilizagdo das amostras
(BARBOSA, 2002). A umidade das sementes foi determinada segundo Slavik (1974),
utilizando-se a seguinte relacdo: UMIDADE = (MF — MS)/(MF) X 100 (%)

5.2.2 Teste da condutividade elétrica e integridade de membranas

Foi usada a metodologia citada por Vieira & Krzyzanowski (1999) em quatro
repeti¢des de 25 sementes de cada tratamento, onde foram pesadas em balanga analitica sendo

colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de dgua destilada. Em seguida, os copos foram
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colocados em germinador a 25°C por 24h (Figura 14A) e logo depois se procedeu a leitura
das solugdes contendo os lixiviados das sementes em um aparelho condutivimetro DIGIMED
CD 21 (Figura 14C), previamente calibrado.

Os resultados das leituras foram divididos pela massa das amostras e a
condutividade foi expressa em uS cm™ g™ de semente. Apds leitura a 25 °C as amostras foram
colocadas em Erlenmeyer em banho-maria como agua fervente por 1 h (Figura 14B). Em
seguida, foram feitas novas leituras no condutivimetro. A porcentagem de danos de
membranas das sementes foi estimada pelo método de vazamento de eletrélitos descrito por
Blum & Ebercon (1981) pela seguinte relagao: %DM = (L,/ L,) x 100, onde L, representa a
leitura de condutividade do extrato a 25 °C apds 24 h de incubagdo e L, a leitura apds a

fervura em banho-maria por 1 h.

Figura 14 — Teste da condutividade elétrica a 25 °C por 24 h (A), fervura em banho Maria por

1 h para a determinacdo da % de danos de membranas (B) e aparelho de condutivimetro usado

para as leituras de condutividade elétrica (C).

5.2.3 Teste de germinacio

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento, semeadas
em rolos de papel germitest, umedecidos com agua o equivalente a 2,5 vezes a massa do do
substrato seco e colocado para germinar a 25°C em uma BOD. As avaliagdes foram realizadas
no 3° e 7° dias apods a semeadura e os resultados expressos em porcentagem de germinacao
com base no numero de plantulas normais, segundo as Regra de Anélise de Sementes (RAS)

para esta espécie (BRASIL, 2009).
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5.2.4 Teste de emergéncia de plantulas

Este teste foi conduzido conforme recomendado por Borghetti & Ferreira (2004).
Para esta avaliagdo, quatro repeti¢des de 50 sementes de cada tratamento foram semeadas em
canteiro de 10 x 1,0 m, com 10 cm de espacamento entre as repeticdes. As irrigagdes foram
feitas sempre que necessario, visando o fornecimento de dgua necessaria para a germinagao
das sementes e emergéncia das plantulas. O teste foi avaliado oito dias apds a semeadura,
sendo computada a porcentagem de plantulas normais (% emergéncia de plantulas). Para a
determinag¢do do indice de velocidade de emergéncia (IVE), foram feitas contagens didrias das
plantulas emergidas, a partir da instalacdo do teste de emergéncia até¢ o décimo dia apos a
semeadura. Foram consideradas como emergidas as plantulas cujos cotilédones afloraram a
superficie do solo (NAKAGAWA, 1999). O IVE foi calculado conforme Maguire (1962). O
tempo médio de emergéncia (TME) obtido através de contagens diarias das plantulas
emergidas até o décimo dia apos a semeadura e calculado através de formula proposta por

Labouriau (1983), com os resultados expressos em dias.

5.2.5 Acucares soluveis e amido

Para a determinacdo dos teores de acucares soluveis, foi utilizado o p6 liofilizado
de cada tratamento. Foram feitas duas extracdes com 50 mg do p6 e SmL de etanol a 80% em
banho-maria a 70 °C por 30 minutos, sendo logo apods centrifugadas por 10 min a 3.000 g e
separados os sobrenadantes. O precipitado foi armazenado para analises de amido. A partir da
mistura dos dois sobrenadantes foi feita a reacdo para dosagem dos acucares soluveis. A
dosagem foi realizada espectofotometricamente pelo método “fenol-sulfurico”, descrito por
Dubois et al. (1956). Com o precipitado armazenado foram feitas duas novas centrifuga¢des
por 10 min a 3.000 g, agora com acido percldrico 30%, apds o mesmo ter sido deixado sob
agitacdo constante por 20 min. Do sobrenadante obtido procedeu-se a determinagdo de amido

pelo método de antrona, descrito por Hodge & Hofreiter (1962).

5.2.6 Aminoacidos livres

O sobrenadante obtido da extracdo etandlica para a determinagdo de acucares
soluveis foi utilizado para a determina¢do da concentragdo de aminoacidos livres (AAL),

segundo método descrito por Peoples et al. (1989), com algumas modificagdes feitas por
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Brilhante (2003). Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio e
acrescidas de 0,4 mL de 4gua mille-Q. Em seguida 0,25 mL de uma solu¢ao tamponada, pH
5,0, contendo 0,2 mol L de citrato e 0,25 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol L!
e ninhidrina 5% em methoxy etanol) foram adicionados. Ap6s misturar bem em vortex os
tubos foram hermeticamente fechados e colocados em banho-maria fervente, onde
permaneceram pelo tempo de 15 min. a temperatura de 100 °C. Em seguida, a reagdo foi
interrompida em banho de gelo, momento em que foram adicionados 1,5 mL de uma solugdo
de etanol 50% (v/v). Apos os tubos permanecerem por 20 minutos em temperatura ambiente
foram feitas leituras em espectrofotdometro, a 570 nm, sendo os teores de aminoacidos livres,
determinado com base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de

uma mistura padronizada de L — glutamina.

5.2.7 Proteinas soluveis

Amostras de 50 mg de material liofilizado foram incubadas com 1,3 mL de uma
solugdo tampao (Tris-HCI 0,1 M com CaCl, 2,6 mM e PVP 1% pH 7.,4) e submetidas a
extragdo em agitador horizontal durante 2 horas. Em seguida, foram centrifugados a 15.000 g
por 15 min, a 4°C. Logo apds, os sobrenadantes foram coletados e determinadas a
concentragdo de proteinas soluveis segundo o método descrito por Bradford (1976).
Aliquotas de 0.1 mL foram coletadas do extrato e 2,5 mL do reagente de Bradford adicionado.
Apds 15 min em temperatura ambiente foram feitas leituras em espectrofotdmetro, a 595 nm.
A concentracdo de proteinas soluveis foi calculada com base em uma curva padrio ajustada a

partir de concentragdes crescentes de albumina soro bovino (BSA) (SIGMA).

5.2.8 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica (protease) foi medida segundo Ainouz & Freitas (1991).
A extragdo foi feita com amostras de 100 mg de material liofilizado e a adicdo de 2 mL de
tampao fosfato 0,02M com 10 mM de mercaptanol pH 7,6 em agitador horizontal por 2 h a
4°C e apos, feita centrifugagdo a 15.000 g por 15 minutos a 4 °C. Aliquotas de 1 mL do
extrato enzimatico foi adicionado a 500 pL de azoalbumina 1 % em tampao fosfato 0,1 M pH
6,0 e colocados em banho-maria a 37 °C por 1 h . Posteriormente, foram adicionados ao meio
de reacao 500 pL. de TCA 10% e feita uma nova centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. Em
seguida, a 1,5 mL do sobrenadante foram adicionados 500 pLL de NaOH 2N. Depois foram
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feitas leituras em espectrofotometro a 440 nm. Uma unidade de atividade da protease foi
definida como a quantidade da enzima necessaria para aumentar 0,1 unidades de absorbancia

a 440 nm por cm” de extrato por h™ (1 UA = 0,01 Absorbéncia).

5.2.9 Atividade amilasica (o + B - amilase)

Na determinacao da atividade amilésica, a extracdo e a dosagem seguiram o
método descrito por Bernfeld (1955), modificado por Khader (1992). Extrairam-se 0,1g de
material liofilizado em 5 mL de tampao Tris-HCI 0,1 M com CaCl, 2,6 mM e PVP 1% pH
7,4. Apos homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a centrifugacao a 11.000 g, por 10
minutos. Todo o procedimento de extracdo foi realizado a 4 °C e o sobrenadante obtido
constituiu o extrato enzimatico. A 0,1 mL do extrato, adicionou-se 0,1 mL de amido solavel
1% em tampao acetato de sodio 0,1 M pH 5,4 e realizada posterior incubacao a 37 °C por 30
min. A reacao foi interrompida pela adi¢cdo de 0,2 mL de uma solugdo de TDNS 0,04 M em
NaOH 1 M.. A partir dai, procedeu-se as leituras pelo método descrito por Miller (1959),
portanto, determinou-se as atividades destas enzimas, pela capacidade de promover a hidrolise
do amido. Os resultados da atividade enzimatica foram expressos em mmol de maltose por
grama de massa seca por minuto. Ja a atividade especifica foi expressa em mmol de maltose

por miligrama de proteina por minuto.

5.2.10 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX - EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi avaliada de acordo com McKersie & Leshem (1994). O
ensaio consistiu em uma mistura de 50 pL do extrato enzimatico, tampao fosfato a 50 mM ,
pH 6,0, EDTA a 0,1 uM, ascorbato a 0,5 mM e H,O, a 1 mM em um volume total de 1,5 mL.
A oxidagdo do ascorbato foi monitorada pela leitura em absorbancia de 290 nm no momento
da adicdo do H,O, e 1 minuto apds. A diferenga na absorbancia (AAjg) foi dividida pelo
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM. cm™) e a atividade enzimatica sera
expressa como pmol de H,O, min" g de MS ¢ a atividade especifica em pmol de H,O, min”
' mg” de proteina, considerando que 2 moles do ascorbato sio necessarios para a reducio de

1 mol de H,O» .
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5.2.10 Conteudo de ascorbato reduzido

O conteudo de ascorbato reduzido foi mensurado de acordo com Law et al. (1983)
e Cordoba-Pedregosa et al. (2003). O procedimento de extragdo foi com uma amostra de 500
mg de material fresco macerados com 1,5 mL de TCA 1% (m/v). A suspensdo foi
centrifugada a 10.000 g por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para os ensaios. Aliquotas
de 500 pL do extrato foram adicionados a 12,5 pL de NaOH 5 M. A mistura foi entdo
centrifugada a 3.500 g, por 2 minutos. O precipitado foi descartado e 200 uL. do sobrenadante
foram adicionados a 200 uL de tampao fosfato 150 mM, pH 7,4 e 200 uL de 4dgua destilada.
As amostras foram entdo misturadas em Vortex e deixadas a temperatura ambiente por 30
segundos. Em seguida, 400 pL. de TCA 10%, 400 pL de Hs;PO4 44% (v/v), 400 pL de
Bipiridil 4% em etanol 70% e 300 uL de FeCl; foram, nessa ordem, adicionados. Os tubos
foram misturados vigorosamente e incubados a 37 °C por 45-60 minutos. As amostras foram
entdo lidas em um espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 525 nm. O contetido de
ascorbado reduzido foi calculado a partir de curva padrao de ascorbato e os dados foram

expressos em pmol g MS.

5.2.11 Peroxidacio de lipidios

A peroxidagdo de lipidios foi mensurada pelo método de Heath & Packer (1968).
Portanto, amostras de 50 mg de tecido liofilizado foram maceradas com 1,5 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). A suspensao foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos e o
sobrenadante utilizado para os ensaios. A mistura contendo 500 pL do extrato mais 2 mL do
reagente contendo 4cido tiobarbittrico (TBA) a 0,5% (m/v), dissolvido em TCA a 20% (m/v)
foi incubada em banho-maria fervente por 1 hora. As leituras foram realizadas nas
absorbancias de 532 e 660 nm. A segunda leitura foi subtraida da primeira para obtencao da
leitura especifica e a peroxidagdo de lipidios foi calculada através do coeficiente de extingao

molar de 155 mM™ cm™ e expressa em nmol MDA-TBA g de MS.



67

5.3 Resultados e discussao

O envelhecimento acelerado tem sido eficiente para avaliar o vigor de lotes de
sementes de feijoeiro e acompanhar a sua variacdo durante o periodo de armazenamento,
visto que acelera o processo de deterioragdo das sementes (KRZYZANOWSKI et al., 1982;
MARCOS FILHO, 1999). Neste estudo o envelhecimento artificial por 72 h (T2) provocou
uma reducdo significativa na massa fresca das sementes, aproximadamente 18% quando se
compara com o controle (T1). Quando se fez um pré-tratamento das sementes de feijao-de-
corda com 0,85 mM de AsA, antes do envelhecimento, a redugao foi somente de 8%, como
observado no tratamento T3. Quando as sementes apds as 72 h de envelhecimento foram
tratadas com 0,85 mM de AsA (T4), a massa fresca das sementes foi quase duas vezes
superior aquela do controle (T1) (Figura 15A).

Resultados semelhantes aos encontrados para massa fresca também foram
observados para a massa seca das sementes, onde no T4 houve um aumento de
aproximadamente duas vezes em relacao ao controle (T1), ja o envelhecimento por 72 h (T2)
reduziu significativamente a massa seca das sementes em aproximadamente 16% (Figura
15B). Ja ¢ conhecido na literatura que a umidade relativa alta combinada a uma temperatura
elevada existente na cAmara de envelhecimento artificial, acelera o processo de deterioragio
das sementes, reduzindo assim sua massa total (ABBA & LOVATO, 1999).

Nao houve modificagdes significativas, na umidade das sementes, nos
tratamentos T1, T2 e T4. Entretanto foi observado que o tratamento T3 provocou um
acentuado aumento no teor de agua das sementes (Figura 15C). Isso talvez possa ser
explicado, porque as sementes t€ém natureza higroscopica e, dependendo das condigdes
ambientais nas quais sdo submetidas, podem ganhar ou perder agua facilmente (COPELAND
& McDONALD, 1995). Sendo assim, as condi¢cdes de umidade elevada e alta temperatura
condicionadas pelo envelhecimento artificial, talvez tenham interferido significavelmente no
teor de dgua das sementes do T3, pois o pré-tratamento com acido ascoérbico ja foi como uma
pré-embebicao das sementes.

Foi observado também que houve um acentuado crescimento de fungos no T3
com o envelhecimento (dados ndo apresentados). Esse fato confirma que o armazenamento
de sementes de feijoeiro com teor de dgua superior a 13% resultara em danos provocados por
mudangas no metabolismo celular, como o aumento da atividade enzimadtica e respiratoria
das sementes, propiciando o desenvolvimento de fungos, que serdo favorecidos pela alta

temperatura (VIEIRA & YOKOYAMA, 2000).



MASSA FRESCA A

30 -
68

24 -

a
18 -
o b
12 - d '°
6_ I I I
0 T T T

SNE (T1) SE(T2) SE-Pré-T SE-Pos-T
(T3) (T4)

TRATAMENTOS

MASSA SECA B

a
24 -
1.8 -
= b
1,2 - d =
o I I I
0 T T L]

SNE (T1) SE (T2) SE-Pré-T  SE-Pos-T
(T3) (T4)

TRATAMENTOS

UMIDADE DA SEMENTE C

100

88

u}
a
a a
82
76
?u T T T
SNE (T1) SE(T2) SE-Pré-T SE-P6s-T

(T3) (T4)
TRATAMENTOS

%

Figura 15 - Massa fresca (A), massa seca (B) e umidade (C) das sementes de feijao-de-corda, cultivar EPACE
10, submetidas a diferentes tratamentos (SNE = Sementes ndo envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72
h; SE-Pré-T = sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e apods envelhecidas por 72 h e SE-Pos-T = sementes
envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas seguidas pela mesma letra minuscula, nos

diferentes tratamentos ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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O envelhecimento por 72 h provocou um maior vazamento de eletrolitos nas
sementes do T2 (51,81 uS cm™ g de semente), comparado com o controle (T1), que foi de
somente 39,96 pS cm™” g' de semente. Surpreendentemente, o T4 conseguiu igualar aos
resultados apresentados pelo controle, ndo havendo assim diferenca significativa entre esses
tratamentos, tendo apresentando um menor vazamento de eletrélitos, quando comparado com
o T2 (Figura 16A). Entretanto, o T3 apresentou um vazamento de eletrolitos superior até
mesmo em relagdo ao T2, de 81,81 uS cm™ g de semente (FIGURA 16A). Esses resultados
corroboraram aos observados com o percentual de danos de membranas, que avalia a
integridade das membranas celulares, onde os T2 e T3 apresentaram os maiores percentuais
de danos nas membranas quando comparado com os demais tratamentos (Figura 16B).

Neste trabalho o teste da C.E também se mostrou eficiente na identificagdo dos
danos provocados pelo envelhecimento nas sementes de feijado-de-corda, cultivar EPACE 10,
como ja relatado em sementes de outras espécies vegetais (FERGUSON, 1995; SALINAS et
al., 2001). O teste da C.E mostrou-se eficiente também na distingao entre lotes de sementes
de feijao-de-corda cv. Setentdo ¢ EPACE 10 (DUTRA et al., 2006; DUTRA & TEOFILO,
2007).

Do mesmo modo, quando se avaliou a integridade das membranas celulares,
através da peroxidacao de lipidios, os resultados mostraram que o envelhecimento por 72 h
provocou um aumento de 51% no nivel de peroxidacdo de lipidios do T2, em relagdo ao
controle (T1). Esse aumento foi ainda maior no T3, de 80% em relacdo ao controle.
Semelhantemente, em sementes de Ginko biloba L. houve um significavel aumento da
peroxidacdo de lipidios tanto no embrido quanto no endosperma durante o armazenamento
(TOMMASI et al., 2006). Um dos eventos iniciais da seqiiéncia de deterioragdo das sementes
durante o processo de envelhecimento ¢ a degradacdo das membranas celulares (BINOTTI et
al., 2008), principalmente devido a peroxidagdo de lipidios induzida pelo envelhecimento
que potencialmente danifica as membranas de tecidos de sementes (SUNG & JENG, 1994).

Neste trabalho foi observado que o envelhecimento das sementes por 72h (T2)
provocou danos significativos nas membranas celulares das sementes de feijao-de-corda,
como foi evidenciado por uma aumento significativo no vazamento de eletrdlitos mostrado
no teste da condutividade elétrica (C.E) e um maior nivel de peroxidagdo de lipidios (Figura
16A e 16C). Em funcdo da desorganizacdo das membranas celulares, as sementes tendem a
reduzir assim o seu vigor, o que pode ser verificado pelo aumento do vazamento de solutos
durante o processo de embebicao das sementes (MARCOS FILHO et al., 1990; SALINAS et
al., 1998; VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).
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De modo interessante, no T4 proporcionou uma reducdo na peroxidacdo de
lipidios, atingindo valores préximos aos do controle (Figura 16C), resultado estes
semelhantes ao observado com folhas de plantas de milho sob estresse hidrico pulverizadas
com acido ascorbico (DOLATABADIAN et al., 2009). No entanto, embora na literatura
existam resultados sobre o efeito inibitorio do AsA sobre a peroxidagdo de lipidios, o
mecanismo real desse efeito ainda nédo foi esclarecido (DOLATABADIAN et al., 2008).

Estudos com sementes de algoddo mostraram que a presenca de antioxidantes
como o acido ascorbico protegeu a semente contra a peroxidacdo de lipidios e as ERO
induzidas pelo envelhecimento (McDONALD, 1999). Em algodao, sementes envelhecidas
artificialmente a 40 °C e 100% de umidade relativa tiveram suas membranas deterioradas,
sendo isso correlacionado com o actmulo de perdxidos e reducdo na germinagdo
(ANURADHA et al., 2003). O mesmo foi observado neste estudo, com a germinagdo das
sementes do T2, onde houve uma reducdo significativa com o envelhecimento por 72 h
(Figura 17).

No teste de germinacdo, que avalia o potencial de germinacdo das sementes, foi
observado que o envelhecimento (T2) provocou uma significativa redu¢do na porcentagem
de germinacdo das sementes de feijdo-de-corda, de quase 19%, quando se comparou com a
germinagdo das sementes do T1. Essa redugdo foi mais drastica ainda no T3, equivalente a
35%. Ja no T4, as sementes apresentaram uma porcentagem de germinacdo superior a
observada no tratamento controle (Figura 17). Isso estd de acordo com o verificado por
Dolatabadian & Modarres Sanavy (2008), onde o tratamento de sementes de oleaginosas com
acido ascorbico melhorou o potencial de germinagao dessas sementes quando submetidas ao
armazenamento prolongado. Um importante papel do AsA no controle da divisdo celular, ja
foi proposto na literatura (ARRIGONI, 1994; POTTERS et al, 2002.), embora o mecanismo

molecular subjacente a este fendmeno ainda nao esteja tdo claro.
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Figura 16 — Vazamentos de eletrdlitos (A), % de danos de membranas (B) e peroxidacdo de lipidios (C) das
sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (SNE = Sementes néo
envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T = sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e
apos envelhecidas por 72 h e SE-Pos-T = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de AsA).
Colunas seguidas pela mesma letra mintiscula, nos diferentes tratamentos nio sdo significativamente diferentes

(p <£0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 17 — Porcentagem de germinagdo das sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a
diferentes tratamentos (SNE = Sementes ndo envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T =
sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e apds envelhecidas por 72 h e SE-Pds-T = sementes envelhecidas
por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas seguidas pela mesma letra mintiscula, nos diferentes

tratamentos ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Os resultados do teste de emergéncia no campo mostraram que as sementes dos
T2 e T3 apresentaram um menor indice de velocidade de emergéncia (IVE) (10,35 e 9,8,
respectivamente), quando comparado com os das sementes dos tratamentos T1 ¢ T4 (11,25 ¢
11,24, respectivamente). Portanto, houve um atraso na emergéncia das sementes de feijao-de-
corda no campo, como mostrado em todos os indices avaliados do teste de emergéncia (%
emergéncia, IVE e TME) com o envelhecimento nos T2 e T3 (Tabela 4). De acordo com
Borghetti & Ferreira (2004), a deterioracdo das sementes provoca danos oxidativos nas
reservas necessarias para o crescimento do eixo embrionario. A deterioracdo das sementes
afeta a germinacdo total, a velocidade de germinacdo, a velocidade de absorcao de 4dgua e as
reacdes bioquimicas, que determinam todo o processo germinativo. Também ja foi
demonstrado por Dantas et al. (2005) que concentragdes de NaCl acima da 50 mM afetam a
germinagdo, vigor das sementes e o crescimento de plantulas de feijao-de-corda.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos T2 e T3 e nem entre os
tratamentos T1 e T4 para a variavel IVE. O mesmo foi observado com a porcentagem de

emergéncia ¢ o tempo médio de emergéncia das plantulas no campo (Tabeal 4). Essa
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influéncia positiva do acido ascorbico na emergéncia das plantulas do T4, talvez possa ser
explicado pelo fato do acido ascorbico esta envolvido, com diversos processos celulares e,
dentre esses, a regulacdo da transi¢do da fase G1 para S no ciclo celular (POTTERS et al.,

2002) e o controle do crescimento pelo alongamento das células (PASSARDI et al., 2004).

Tabela 4 - Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia de plantulas (%) e tempo
médio de emergéncia (TME) de sementes de feijado-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a quatro diferentes

tratamentos (SNE, SE, SE-Pré-T e SE-Pos-T).

Indice de
TRATAMENTOS  velocidadede  Emergénciade Tempo Médio de
Emergéncia-IVE Plantulas (%) Emergéncia (dias)

T1 SNE 11,25 a 98 a 4,3 a
T2 SE 10,35b 90 b 52b

T3 SE-Pré-T 9,80 b 88 b 55b
T4 SE-P6s-T 11,24 a 94 a 4,0 a
C.V. (%) 11,16 16,5 3,70

*As médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey 5% de probabilidade.

No presente trabalho, o estresse oxidativo gerado pelo envelhecimento acelerado
por 72 h ocasionou mudancas em todas as varidveis bioquimicas avaliadas nas sementes de
feijdo-de-corda. Observou-se uma redugdo no teor de amido, aumento no teor de agucares
soluveis, maior atividade amilasica total, reducao no contetido de proteinas soltiveis, aumento
no teor de aminoécidos livres e uma maior atividade proteolitica no T2 quando comparado
com as sementes nio envelhecidas do T1 (Figuras 18 e 19). E conhecido que as ERO geradas
pelo estresse oxidativo provoca danos nas macromoléculas bioldgicas, tais como
carboidratos, proteinas e acidos nucléicos (PASTORI & FOYER, 2002). Os danos oxidativos
aos lipidios, proteinas e outros componentes celulares sdo considerados a maior causa da
deterioracdo de sementes armazenadas (MURTHY et al., 2002).

Foi verificado que as sementes do T2 apresentaram uma redugdo no teor de
amido quando comparados com as sementes do T1. Essa redugdo foi mais evidente ainda no
T3, de 9%. Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os teores de
amido das sementes provenientes do T4 e aqueles das sementes do tratamento controle (T1)
(Figura 18A). Esses teores de amido foram correlacionados iversamente com os conteudos de

acucares soluveis (AS) apresentados em todos os tratamentos analisados, onde, os T2 e o T3



74

apresentaram um maior conteido de AS e os T1 ¢ T4 um menor conteudo de AS (Figura
18B). Houve uma maior atividade amilésica nos tratamentos T2 e T3 quando comparado com
os T1 e T4, tanto nos resultados expressos como atividade total, quanto nos de atividade

especifica (Figuras 18C e 18D).
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Figura 18 — Teor de amido (A), agucares soltveis totais (B), atividade enzimatica amilésica total (C) e Atividade
amilasica total especifica (D) das sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes
tratamentos (SNE = Sementes ndo envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T = sementes
pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e ap6s envelhecidas por 72 h e SE-Pos-T = sementes envelhecidas por 72 h e
pos-tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas seguidas pela mesma letra mintscula, nos diferentes tratamentos

ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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O envelhecimento das sementes de feijao-de-corda provocou uma maior
degradacdo de proteinas, como observados nos T2 e T3, que apresentaram os menores
contetdos de proteinas soltiveis (14%) em relagdao aquele do controle. Isso foi evidenciado
por uma maior atividade proteolitica nos tratamentos T2 e T3 (Figura 19B). Porém, o mesmo
ndo foi observado quando as sementes foram submetidas ao T4, onde o contetido de
proteinas soluveis foi o mesmo que o das sementes do TI, ndo havendo diferenca
significativa entre esses tratamentos (Figura 19A). Os tratamentos T1 e T4 apresentaram uma
menor atividade proteolitica (Figura 19B). Esses resultados de proteinas soluveis e atividade
proteolitica foram correlacionados com os conteudos de aminoéacidos livres (AAL)
apresentados em todos os tratamentos analisados, onde, os T2 e T3 apresentaram os maiores
conteudos de AAL e os T1 e T4 os menores. O contetido de AAL nos tratamentos T2 e T3
foi de 2,2 vezes superior aquele do T1 e de 1,4 vezes ao do T4 (Figura 19C).

O envelhecimento das sementes de feijao-de-corda por 72 h (T2) provocou uma
redu¢do no nivel de ascorbato reduzido quando comparado com o controle. O mesmo
aconteceu em maior intensidade no T3, onde a redu¢do foi de 30% (Figura 20A). O T3
também provocou uma reducdo na atividade da APX em 21% comparada ao controle (Figura
20B). De maneira similar, em sementes de algoddo envelhecidas artificialmente, a atividade
da APX decresceu progressivamente durante o curso do envelhecimento (GOEL et al.,
2003). Também em amendoim, o estudo do efeito do envelhecimento acelerado na
germinagdo de sementes de duas cultivares mostrou que houve inibicdo da germinacdo e
estabelecimento de plantulas, ocorrendo um aumento na peroxidagdo de lipidios e
decréscimo na atividade de APX (SUNG & JENG, 1994; OLIVEIRA et al., 2011).

Neste estudo os niveis de ascorbato reduzido do T4 foram maiores que os do
tratamento T1 (Figura 20A). A atividade da APX também foi superior no T4 quando
comparada aos tratamentos T2 e T3, evidenciando assim uma maior defesa antioxidativa das
sementes ao envelhecimento neste tratamento. A manuten¢dao da concentracdo de AsA e a
maior atividade das enzimas removedoras de ERO em sementes durante o armazenamento ¢

fundamental para manter o seu potencial fisiologico (FOYER & NOCTOR, 2000).
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Figura 19 — Teor de proteinas soluveis (A), atividade proteolitica (B) e teor de aminoacidos livres totais (C) das
sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (SNE = Sementes nao
envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T = sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e
apos envelhecidas por 72 h e SE-P6s-T = sementes envelhecidas por 72 h e pds-tratadas com 0,85 mM de AsA).
Colunas seguidas pela mesma letra mintuscula, nos diferentes tratamentos ndo sio significativamente diferentes

(p £0,05) pelo teste de Tukey.
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diferentes tratamentos ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.



78

O T3 provocou resultados negativos nas sementes de feijado-de-corda com o
envelhecimento por 72 h em todas as variaveis fisioldgicas e bioquimicas relacionadas com o
vigor e a germinacdo avaliadas neste estudo. Isso talvez possa ser explicado por um
acentuado aumento no teor de dgua das sementes com o pré-tratamento com AsA observado
nas sementes do T3 (Figura 14C). No teste de envelhecimento acelerado, as sementes mais
umidas mostram maior sensibilidade as condi¢des de temperatura e de umidade relativa do
ar, por apresentarem atividade metabolica intensificada sob estas condi¢cdes de ambiente.
Portanto, os efeitos do envelhecimento acelerado sdo mais acentuados em sementes com
graus de umidade mais elevados (ROSSETO & MARCOS FILHO, 1995). Sendo assim,
neste estudo, o T3 reduziu a germinagdo de sementes e a emergéncia de plantulas de feijao-
de-corda, ndo sendo assim um tratamento indicado para melhoria da viabilidade dessas
sementes armazenadas em condicdes inadequadas. Entretanto, a aplicagdo exogenamente de
solugdo de acido ascorbico 0,85 mM apds o envelhecimento por 72 h nas sementes de feijao-
de-corda amenizou os efeitos deletérios provocados pelo envelhecimento no vigor e na
germinagdo dessas sementes. Esse fato foi evidenciado por um maior conteudo de matéria
fresca e seca, maior integridade de membranas, menor peroxida¢do de lipidios, maior
porcentagem de germinacdo e maior porcentagem de emergéncia de plantulas no campo

quando comparado com o T3 (Figuras 14, 15 e 16; Tabela 4).
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5.5 Conclusao

A aplicagdo exdgena de acido ascorbico 0,85 mM nas sementes de feijao-de-corda
apods o envelhecimento artificial (pds-tratamento) atenua seus efeitos deletérios provocados no

vigor e na germinagdo dessas sementes.
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6. CAPITULO III - Influéncia da aplicacio exégena de 4cido ascérbico em
sementes de feijao-de-corda submetidas ao envelhecimento artificial e a

salinidade

6.1 Introducao

No campo diversos fatores biodticos e abioticos podem afetar o desempenho das
sementes vegetais, revertendo-se em possiveis perdas agricolas, principalmente se as mesmas
ja tiverem a sua viabilidade afetada pelas condi¢cdes de armazenamento inadequadas (SUBBA
RAO et al., 1996; DHAKAI & PONDEY, 2001). A germina¢do de sementes ¢ comumente
inibida pelo aumento do nivel de salinidade. O estresse oxidativo induzido pela salinidade
resulta na inibi¢do da germina¢do (AMOR et al., 2005). A salinidade provocada pelo NaCl
também pode afetar a germinag@o por facilitar a entrada de ions toxicos, que podem provocar
mudancas na atividade de certas enzimas e hormonios da semente (SMITH & COMB, 1991).
Esses efeitos fisico-quimicos sobre as sementes parecem resultar em um ritmo mais lento da
germinagdo e emergéncia. Ambos os efeitos osmoéticos e toxicos dos sais tém implicado na
inibi¢do da germinagdo de sementes (ALLEN et al., 1986).

Cultivares de feijao-de-corda foram testadas para tolerancia a salinidade e a seca
através da germinacdo, emergéncia de plantulas e crescimento em solu¢des contendo NaCl e
PEG, havendo uma redugdo no crescimento das plantulas em ambos os estresses impostos
(MURILLO-AMADOR et al., 2002). Em muitas espécies altas concentracdes de NaCl,
dificultam a embebi¢do e a germinagdo das sementes (MURILLO-AMADOR & TROYO-
DIEGUEZ, 2000).

As plantas possuem dois mecanismos para limpeza do excesso de ERO, o
mecanismo enzimatico ¢ o ndo-enzimatico (RAHNAMA et al., 2003; VAIDYANATHAN et
al., 2003). O mecanismo nao-enzimatico inclui pequenas moléculas, de natureza antioxidante,
tais como poliaminas, polidis, alfa-tocoferol (vitamina E), carotendides, glutationa e o acido
ascorbico (ASHRAF & HARRIS, 2004; SAIRAM et al., 2005).

O é4cido ascorbico possui multiplas fungdes no crescimento da planta, atuando na
divisdo celular, expansdo da parede celular, e outros processos de desenvolvimento
(SMIRNOFF, 1996; ASADA, 1999; CONKLIN, 2001; PIGNOCCHI & FOYER, 2003). O

acido ascorbico tem sido relatado como um componente importante na defesa antioxidante
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dos efeitos adversos induzidos pela seca e pela salinidade (KHAN et al., 2006; WANG & LI,
2006; HAMID et al., 2008; ATHAR, et al., 2008; WANG et al., 2009).

Estudos indicam que a aplica¢do de antioxidantes pode ser usada para regular o
crescimento e promover a resisténcia ao estresse salino em varias espécies vegetais
(SHALATA & PETER, 2001; GUNES et al., 2005; KHAN, 2006, GUNES et al., 2007). A
aplicacdo de acido ascorbico promoveu o crescimento € o rendimento de soja em condi¢des
de salinidade (SHETEAWI, 2007). A aplicagdo exogena de acido ascorbico aumentou a
porcentagem de germinagdo de sementes de fava e também a capacidade de sobrevivéncia de
mudas aos efeitos toxicos da exposigdo a altos niveis de NaCl (YOUNIS et al., 2009). A
aplicacdo de acido ascorbico nas raizes foi capaz de atenuar os efeitos adversos do estresse
salino sobre o crescimento de trigo pelo aumento da capacidade fotossintética e na
manutengao da homeostase i0nica (Athar et al., 2008).

Apesar de existirem alguns trabalhos demonstrando a eficiéncia da aplicagdo do
acido ascorbico na defesa antioxidante em algumas espécies vegetais, ainda nao existem
estudos sobre o efeito desses antioxidantes ndo enzimaticos na melhoria da viabilidade ou
envigoramento de sementes de feijdo de corda envelhecidas, numa possivel aclimatacdo a
condi¢des de estresses abioticos, tais como a salinidade. Este trabalho teve como objetivo
principal verificar a influéncia da aplicagao exdgena de acido ascorbico no vigor de sementes

de feijao de corda envelhecidas submetidas ao estresse salino.

6.2 Material e métodos

As sementes selecionadas e desinfetadas como descrito anteriormente (item 4.2)
foram distribuidas e incubadas em caixas “gerbox” devidamente colocadas em camara de
envelhecimento artificial —BOD- (45°C, 99% U.R., no escuro) para promover o
envelhecimento das mesmas (DELOUCHE & BASKIN, 1973). As sementes foram retiradas
apos 72 h de envelhecimento artificial na cdmara. Apos o envelhecimento, as sementes foram
semeadas em papel germitest embebido com: T2 - dgua desionizada; T3 - 100 mM de NaCl;
T4 - 0,85 mM de acido ascorbico € T5 - 100 mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico. No
tratamento controle (T1 - sementes ndo envelhecidas), a semeadura foi feita somente em dgua
desionizada. Foram feitas coletas em trés diferentes estddios de desenvolvimento
morfofisiologicos do feijdo-de-corda (E2= radicula menor que 5 cm; E5= radicula maior que
5 cm com hipocétilo saindo do papel e E8= radicula maior que 5 cm, com cotilédones saindo

do papel, hipocoétilo reto e folhas cotiledonares abertas) de acordo com Sousa et al. (2003).
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Apo6s cada um dos tratamentos citados, foram analisadas as seguintes variaveis
fisiologicas e bioquimicas: a) determinagdes das massas fresca e seca (BARBOSA, 2002); b)
determinag¢do do percentual de umidade segundo método de Slavick, (1974); c) teste da
condutividade elétrica (vazamento de eletrélitos e percentual de danos de membrana) segundo
Vieira & Krzyzanowski (1999) e Blum & Ebercon (1981); d) teste de germinagao (BRASIL,
2009); e) agucares soluveis (DUBOIS et al., 1956); g) teor de amido pelo método da antrona
descrito por Hodge & Hofreiter (1962); h) aminoacidos livres (PEOPLES et al., 1989); 1)
proteinas soliveis (BRADFORD, 1976); j) peroxidacdo de lipidios (HEATH & PACKER,
1968); 1) atividade amilasica total (BERNFELD, 1955); m) atividade proteolitica (AINOUZ
& FREITAS, 1991); n) ascorbato reduzido (LAW et al., 1983; CORDOBA-PEDREGOSA et
al., 2003); o) atividade da peroxidase do ascorbato (APX) (MCKERSIE & LESHEM, 1994).
Esses métodos ja se encontram detalhados no item 5.2.

Foi realizado também o teste de emergéncia para avaliar o vigor das sementes em
condigdes de casa de vegetacao (Figura 21). As sementes foram semeadas em bandejas de 28
cm x 15 cm contendo areia lavada, em condi¢des de casa de vegetagcdo, com 25 sementes para
cada repeticdo, sendo irrigadas sempre que necessario com os respectivos tratamentos
anteriores ja descritos (T1, T2, T3, T4, T5). Foram avaliados: a) a emergéncia das plantulas;
b) o indice de velocidade de emergéncia (IVE); ¢) o tempo médio de emergéncia (TME); d) a
massa fresca e seca das plantulas e e) teor de agua das plantulas, segundo TEOFILO et al.
(2008). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés repeticdes para
cada tratamento. Os dados foram analisados estatisticamente, através da analise de variancia
pela significancia do testre F e as médias foram comparadas pelo teste de Tuckey a 5% de

probabilidade.
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Figura 21 — Teste de emergéncia em condi¢cdes de casa de vegetagdo: semeadura das sementes (A), bandeja
contendo cada repetigdo de 25 sementes de feijdo-de-corda (B), visdo do stand montado com a distribui¢do dos

respectivos tratamentos (C) e solugdes para irrigagdo com os respectivos tratamentos (D).
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6.3 Resultados e discussao

As sementes de feijdo-de-corda sdo armazenadas na maioria das vezes sob
condi¢gdes ndo controladas contribuindo assim para a perda da sua viabilidade (VIEIRA &
YOKOYAMO, 2000). Neste trabalho, o teste de envelhecimento acelerado por 72 h foi capaz
de simular essas condi¢des inadequadas de armazenamento nas quais as sementes de feijao-
de-corda sao submetidas e pode-se de verificar os efeitos negativos sobre os estadios
morfofisiologicos da germinagdo estudados (E2, ES e ES), através das varidveis fisioldgicas e
bioquimicas analisadas. O envelhecimento das sementes por 72 h provocou um retardo
significativo na germinacdo das sementes do T2 principalmente nos estadios E2 ¢ E5, como
pode ser visualizado na Figura 22, quando comparado com o controle (T1). Isso foi
correlacionado com as reducdes das massas fresca e seca das sementes deste tratamento
(Figuras 22A e 22B), corroborando com o fato ja relatado por Dhakai & Pondey (2001), que o
envelhecimento afeta a germinacdo das sementes.

As redugdes das massas fresca e seca foram mais evidentes no estadio inicial de
germinacdo (E2), sendo maiores que 22%, talvez por ser um momento crucial para haver a
embebi¢do da semente e, com isso, ativagao do crescimento do embrido (MARCOS FILHO,
2005) e menos evidente nos estadios finais da germinagdo, E5 e E8, com reducdes de 4,2% e
3,8%, respectivamente (Figuras 22A e 22B). Porém, essa reducdo na massa total ndo foi
correlacionada com a umidade das sementes, que ndo sofreu variacdo significativa em
nenhum dos estadios e tratamentos analisados (Figura 22C).

O envelhecimento das sementes também provocou uma reducdo no vigor das
sementes de feijao-de-corda, aumentando significavelmente o vazamento de eletrdlitos e o
percentual de danos de membrana, evidenciados pelo teste da condutividade elétrica (C.E),
em todos os tratamentos e estadios estudados, quando comparado com o controle (Figuras
23A e 23B). DUTRA et al. (2006) mostraram que o teste da C.E em sementes de feijao-de-
corda ¢ eficiente para avaliagdo do seu potencial fisiologico (vigor). No presente estudo as
sementes envelhecidas apresentaram um maior vazamento de eletrdlitos e uma maior
porcentagem de danos nas membranas celulares, evidenciado pela maior condutividade
elétrica apresentada no T2 (Figuras 23A e 23B), pois segundo Vieira & Krzyzanowsky
(1999), uma maior saida de lixiviados da semente sugere um menor vigor da mesma. Lin
(1990) verificou que o decréscimo do vigor estd diretamente associado ao aumento do
vazamento de eletrdlitos das sementes sugerindo uma relagdo intima entre a deteriora¢do das

membranas e a redugdo no vigor.
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Figura 22 - Massa fresca (A), massa seca (B) e umidade das sementes de feijao-de-corda, cultivar EPACE 10,
submetidas a diferentes tratamentos (T1 SNE = Sementes ndo envelhecidas; T2 SE = Sementes envelhecidas por
72 h; T3 SE NaCl = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. =
sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de 4cido ascorbico; T5 SE NaCl + Ac. Asc. =
sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico) em trés
diferentes estadios morfofisiologicos (E2, E5 e E8). Colunas seguidas pela mesma letra mintscula dentro de
cada tratamento e com as mesmas letras maiusculas nos diferentes tratamentos ndo sdo significativamente

diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Foi observada uma correlagdo entre a perda de vigor das sementes com o aumento
da peroxidacdo de lipidios no T2 em todos os estadios estudados, quando comparado com o
controle (Figura 23C). Segundo Goel et al. (2003), a peroxidacdo de lipidios seria uma das
principais causas da perda da viabilidade das sementes durante o envelhecimento. Neste
estudo, o T2 foi capaz de atrasar a germinagdo em até¢ 20%, reduzindo o vigor das sementes,
representado pela primeira contagem do teste de germinagdo, quando comparado com o
controle (Figura 24). Esse atraso na germinagdo foi também correlacionado com o aumento da
peroxidagdo de lipidios neste tratamento, isso talvez seja explicado pela perda da integridade
das membranas ¢ inabilidade para a manutencdo da fluidez das membranas, resultando assim
na perda do potencial de germinagdo (CHANG & SUNG, 1998; OLIVEIRA et al., 2011).
Mandhania et al. (2006) relatam que a peroxidagdo de lipidios é um indicio de danos
oxidativos.

Os resultados também mostraram que, quando as sementes envelhecidas de feijao-
de-corda foram postas para germinar em solugdo com 100 mM de NaCl (T3), também houve
uma reducao nas massas fresca e seca das sementes, sendo isso correlacionado com o atraso e
redu¢do na germinagdo, mostrados pelo vigor da primeira contagem e também pelo menor
percentual de germinacdo (Figura 24). Segundo Amor et al. (2005), a germinagdo das
sementes ¢ comumente inibida pela salinidade, pois o estresse oxidativo induzido pela
salinidade ocasiona danos celulares que resultam na inibi¢do ou reducdo da germinagdo
(AMOR et al., 2005).

O T3 também provocou danos significativos as membranas celulares das
sementes, pois houve um maior vazamento de eletrolitos que no T2 (Figuras 23A e 23B).
Também se sabe que a salinidade provoca atraso na mobilizacdo de reservas para o eixo
embrionario das sementes e disturbios nas membranas celulares (GOMES FILHO et al.,
1983; PRISCO, 1987) causando assim um atraso e¢ redu¢do na germinagdo das sementes.
Houve também uma maior peroxidacdo de lipidios neste tratamento, correlacionando com
uma maior porcentagem de danos de membranas e maior vazamento de eletrolitos (Figura
23). Ja ¢ conhecido que o NaCl pode ocasionar danos severos a integridade das membranas
celulares em diversas espécies vegetais (HERNANDEZ et al., 2001; SUDHAKAR et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2011).

Neste estudo, a aplicagdo exogena de 0,85 mM de 4cido ascorbico nas sementes
envelhecidas (T4) foi capaz de atenuar os efeitos deletérios provocados pelo envelhecimento
no vigor e na germinagdo das sementes de feijdo-de-corda, como se pode evidenciar pelo

aumento das massas fresca e seca (Figuras 22A e 22B), por um menor vazamento de
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eletrolitos (Figura 23A), uma menor porcentagem de danos de membranas (Figura 23B) e um
menor nivel de peroxidagao de lipidios (Figura 23C), sendo isso correlacionado com um
maior vigor na primeira contagem e maior porcentagem de germinagao (Figura 24), atingindo
em todos essas variaveis fisioldgicas valores préximos aos do controle (T1) e bem superiores
ao tratamento salino (T3). Houve diferencgas significativa entre as varidveis fisioldgicas
relacionadas ao vigor e a germinacao analisadas, entre 0 T4 ¢ o T2 e T3 em todos os estadios
analisados, o mesmo ndo ocorrendo com o T1, onde os resultados foram bastantes proximos
(Figuras 22, 23 e 24).

Os resultados aqui mostrados corroboram com o0s ja encontrados por outros
autores demonstraram que o pré-tratamento de sementes com antioxidantes nao enzimaticos,
como o 4cido ascorbico pode aumentar o vigor e com isso o potencial de armazenamento
dessas sementes a condi¢des adversas de temperatura e umidade, principalmente aumentando
seu poder germinativo no campo (BASU, 1994; MAITY et al., 2000, POWELL et al., 2000).
Isso pode ser explicado pelo fato do acido ascérbico, também estar ligado ao crescimento
celular e envolvido no ciclo celular e outros mecanismos de crescimento e divisdo celular,
bem como também atua como co-fator para muitas enzimas antioxidativas importantes no
processo germinativo (LEE & KADER, 2000).

Khan et al. (2006) relatam que um aumento no nivel celular de antioxidantes
como os acidos salicilico e ascorbico, pode causar um aumento na tolerancia a salinidade. Al-
Hakimi & Hamada (2001), Barh et al. (2008) ¢ Burguieres et al. (2007) mostraram que a
aplicacdao exdgena do acido ascorbico foi capaz de atenuar os efeito adversos do NaCl pela
melhoria no sistema de protecdo antioxidante. Porém, no presente trabalho, foi observado que
o acido ascorbico ndo foi capaz de reduzir os efeitos toxicos do NaCl a 100 mM, pois ndo
houve diferenga significativa entre os tratamentos TS5 e T3 em todos os estadios e varidveis
fisiologicas relacionadas ao vigor e a germinagao analisadas (Figuras 22, 23 e 24).

Neste estudo foi evidenciado que o TS proporcionou reducdes na massa fresca
(Figura 22A) e afetou a integridade das membranas (Figura 23) em todos os estadios
morfofisiologicos estudados, além de atrasar e também reduzir a germinagdo das sementes de
feijdo-de-corda (Figura 24). Estes resultados divergiram dos observados por Younis et al.
(2009), onde a aplicagao exdgena de acido ascérbico aumentou a porcentagem de germinagao
de sementes de fava e também a capacidade de sobrevivéncia de mudas cultivadas sob altos
niveis de NaCl. O atraso na germinagdo provocado pelos tratamentos T2, T3 e T5 foi mais

evidente nos estadios E2 e E5 (Figuras 25 e 26).
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Figura 23 — Vazamento de eletrolitos (A), porcentagem de danos de membranas (B) e peroxidacdo de lipidios

(C) nas sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (T1 SNE =

Sementes ndo envelhecidas; T2 SE = Sementes envelhecidas por 72 h; T3 SE NaCl = sementes envelhecidas por

72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com

0,85 mM de acido ascorbico; T5 SE NaCl + Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100

mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico) em trés diferentes estadios morfofisiologicos (E2, ES e EB).

Colunas seguidas pela mesma letra minuscula dentro de cada tratamento e com as mesmas letras maitisculas nos

diferentes tratamentos ndo sio significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 24 — Teste de germinacdo nas sementes de feijao-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes
tratamentos (T1 SNE = Sementes ndo envelhecidas; T2 SE = Sementes envelhecidas por 72 h; T3 SE NaCl =
sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. = sementes envelhecidas
por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de 4cido ascorbico; TS SE NaCl + Ac. Asc. = sementes envelhecidas por
72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico) apos o estadio morfofisiologico ES.
Colunas seguidas pela mesma letra minuscula dentro de cada tratamento e com as mesmas letras maiusculas nos

diferentes tratamentos ndo so significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 25 — Aspectos morfoldgicos da germinacao do feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, no

estadio E2 submetido a cinco tratamentos.
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Figura 26 — Aspectos morfologicos da germinagdo de feijado-de-corda, cultivar EPACE 10, no

estadio E5 submetido a cinco tratamentos.
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No teste de emergéncia realizado em casa de vegetagdao simulando as condi¢des
de campo, o desempenho das sementes de feijao-de-corda foi seriamente afetado pelo
envelhecimento por 72 h, ocasionando redugdes nos parametros de crescimento avaliados.
Observando os aspectos morfoldgicos das plantulas de feijado-de-corda aos 10 dias apds a
semeadura, fica evidenciado visualmente o atraso na emergéncia das plantulas nos T2, T3 e
TS5, sendo mais evidente no T5. Fica também evidenciado que a emergéncia das plantulas do
T4 foi semelhante ao controle (T1) (Figura 27).

Os resultados mostraram que o envelhecimento sozinho (T2) foi capaz de reduzir
os parametros de crescimento avaliados (massa fresca, massa seca e teor de dgua das
plantulas) (Figura 28), corroborando com o que foi realtado por Marcos Filho (2005), onde o
envelhecimento afetou a qualidade fisiologica de sementes. Os resultados do teste de
emergéncia mostraram que a massa fresca das plantulas foi reduzida em mais de 11% no T2, e
com maior intensidade no T3, em torno de 36%, quando comparado com o controle (T1) e
29% em relagao ao T2. O T5 reduziu ainda mais a massa fresca das plantulas, em 60%, 55% e
37% em relacdo aos T1, T2 e T3, respectivamente (Figura 28A). Entretanto, no T4 a massa
fresca das plantulas ficou com valor semelhante ao do T2 (Figura 28A).

Houve um declinio acentuado na massa seca das plantulas em todos os
tratamentos quando comparado com o controle (T1), sendo mais acentuado no T5 (Figura
28B), mostrando mais uma vez que o antioxidante ndo atenuou os efeitos toxicos do NaCl nas
sementes envelhecidas artificialmente. O teor de dgua das plantulas acompanhou o que foi
verificado anteriormente, onde foi verificado que o T3 e o TS5 causaram uma redugao de 5% e
9%, respectivamente. De modo interessante, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos T1, T2 e T4 em relagdo ao teor de dgua das plantulas (Figura 28C). Isso pode ser
explicado pelo fato de que no teste de envelhecimento acelerado as sementes absorvem agua
em ambiente relativamente quente e imido (MARCOS FILHO, 2005), podendo assim, as

vezes até apresentar conteudo hidrico superior as sementes nao envelhecidas.
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Figura 27 — Emergéncia das plantulas de Feijao-de-corda, cultivar EPACE 10, aos 10 dias apds a semeadura, sob
diferentes tratamentos: (T1) tratamento controle — sementes ndo envelhecidas irrigadas com agua desionizada
(A); (T2) sementes envelhecidas irrigadas com agua desionizada (B); (T3) sementes envelhecidas irrigadas com
100 mM de NaCl (C); (T4) sementes envelhecidas irrigadas com 0,85 Mm de acido ascorbico (D) e (T95)
sementes envelhecidas irrigadas com 100 mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascérbico (E).
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Figura 28 — Massa fresca (A), massa seca (B) e teor de 4gua das plantulas de feijao-de-corda, cultivar EPACE
10, aos 10 dias apds a semeadura, sob diferentes tratamentos: (T1) tratamento controle — sementes ndo
envelhecidas irrigadas com agua desionizada; (T2) sementes envelhecidas irrigadas com agua desionizada; (T3)
sementes envelhecidas irrigadas com 100 mM de NaCl; (T4) sementes envelhecidas irrigadas com 0,85 Mm de

acido ascorbico e (T5) sementes envelhecidas irrigadas com 100 mM de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico.
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O T2 atrasou a germinagdo das sementes, apresentando um menor indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e um maior tempo médio de emergéncia (TME), e com
valores numéricos de 23,81 e 5,25 dias, respectivamente, quando comparado com o controle
(Tabela 5). O T3 atrasou ainda mais a emergéncia das plantulas oriundas das sementes
envelhecidas, aproximadamente 36% em relagdo ao T2. Com relagdo ao TS5, o atraso foi ainda
mais drastico, com uma reducdo em torno de 72% em relagdo ao T2 (Tabela 5). Esses
resultados referentes ao efeito do estresse salino na germinagao e estabelecimento de plantulas
dos T2, T3 e T35, sdo consistentes com os obtidos por Chartzoulakis & Klapaki (2000), que
afirmaram que o crescimento reduzido em condi¢des de estresse salino, se deve ao efeito do
sal no atraso da germinagdo, principalmente devido a diminui¢cdo da embebicdo de agua pelas
sementes e atraso dos eventos associados como a mobilizacao de reservas das sementes.

Com relacdo a inibicdo do crescimento das plantulas, esses resultados sdo
similares aos estudos de Eneas Filho et al. (1995), onde a concentragdo de 100 mM de NaCl
foi suficiente para inibir o estabelecimento de plantulas de feijdo-de-corda, sendo tais
resultados similares aos de Prisco & Vieira (1976), Gomes Filho & Prisco (1978), e Prisco et
al. (1981). Em muitas espécies altas concentragdes de NaCl dificultam a embebigdo ¢ a
germinagdo das sementes (MURILLO-AMADOR & TROYO-DIEGUEZ, 2000).

O T4 acelerou a emergéncia das plantulas oriundas das sementes envelhecidas,
pois houve um aumento no IVE e um decréscimo do TME, atingindo resultados até mesmo
superiores aquele do controle (Tabela 5). No tratamento T4 o percentual de emergéncia das
plantulas foi de aproximadamente 93, sendo superior aos dos tratamentos T2 e T3, que
tiveram 89% e 85%, respectivamente. O menor percentual de emergéncia de plantulas foi

verificado no T5 com 48.

Tabela 5 - Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia de plantulas (%) e tempo
médio de emergéncia (TME) de sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a quatro diferentes

tratamentos (SNE, SE, SE-Pré-T e SE-Po6s-T).

indice de Emergéncia Tempo Médio de

TRATAMENTOS Velocidade de de Plantulas Emergéncia (TME)
Emergéncia (IVE) (%) (dias)
T1 SNE 24,56 ab 98,66 a 4,98 a
T2 SE 23,81a 89,33 ab 525a
T3 SE Nacl 1521bc 8533 ab 4,19b
T4 SE Ac. Asc. 26,31 a - 9333a 532 a
T5 SE Nacl + Ac Asc. 6,52 ¢ - 48,00b 348 ¢

C.V. (%) 17,16 18,96 3,79

*]etras minisculas na mesma coluna ndo diferem estatisticamente a 5%
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Foi observado um aumento no conteudo de agucares soliveis com o passar dos
estadios E2, E5 e E8 do feijao-de-corda em todos os tratamentos analisados. O conteudo de
acucares soluveis foi significativamente maior nos T1, T2 e T4, quando comparado com os
tratamentos T3 e TS5 (Figura 29B). Isso foi correlacionado com o decréscimo acentuado no
teor de amido nos T1, T2 e T4, o mesmo nido ocorrendo na mesma intensidade nos T3 e T5
(Figura 29A). Do mesmo modo, a atividade amildsica foi superior nos T1, T2 e T4 e
significativamente inferior nos T3 e TS5 (Figura 29C). Isso contrasta com o observado por
Uriyo (2000), onde o tratamento salino provocou um aumento na hidrélise do amido.

O envelhecimento das sementes por 72 h (T2) ndo causou mudangas na
mobilizacdo de agucares para o eixo embrionario durante a germinacao, pois apresentou
resultados semelhantes aos observados pelo controle (T1). O mesmo foi observado no
tratamento com d4cido ascorbico (T4). Entretanto, o tratamento com NaCl a 100 mM
ocasionou mudangas nessa mobilizacdo, sendo mais acentuada no T5. Isso evidencia que o
estresse salino (T3) atrasou a mobilizagdo de aclicares para o eixo embriondrio durante os
estadios da germinagdo das sementes de feijdo-de-corda, principalmente pelo decréscimo na

atividade amildasica.



AMIDO oez | A

120 - N
ah BES 97
aB
afah
90 - aBaAaA aB aB
) B bBrg
ChB

mmol GLU. g! MS
(=)
=
1

W
-
1

“ T T T T
T1SNE T2 SE T3ISE T4SE Ac. TSSE
NaCl Ase. NaCl+
Ac. Asce.
TRATAMENTOS
ACUCARES SOLUVEIS OE? B
2 q mES
ah
2 ah BES
= 1,5 aB
B bA|
i ac
5 bE| 0
® 1
= cB B bA Bl
E C
g
0.5 1
D T T T T

T1SNE T2SE T3ISE T45SE Ac. TSSE

NaCl Ase. NaCl+ Ac.
Asc.
TRATAMENTOS
ATIVIDADE AMILASICA C
500
OEZ

mES

A b ah
be2 =ES
apB aB
| |1 | | |
SE

£TS

=

=
L

mmol maltese. g! MS . min’!
L
=
—]
1

ah
|—i 'I
C
cE|

200 4
100
T1SNE T2S T3ISE T4SE Ac. TSSE
NaCl Asc. NaCl+
Ac. Asc.
TRATAMENTOS

Figura 29 — Teor de amido (A), conteudo de agucares soluveis (B) e atividade amilésica nas sementes de feijao-
de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (T1 SNE = Sementes ndo envelhecidas; T2
SE = Sementes envelhecidas por 72 h; T3 SE NaCl = sementes envelhecidas por 72h e pos-tratadas com 100
mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de é4cido
ascorbico; T5 SE NaCl + Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM de NaCl + 0,85
mM de acido ascorbico) em trés diferentes estadios morfofisiologicos (E2, E5S e E8). Colunas seguidas pela
mesma letra mintiscula dentro de cada tratamento e com as mesmas letras maiusculas nos diferentes tratamentos

ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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O envelhecimento por 72 h (T2) e o tratamento salino combinados (T3) ou em
conjunto com o AsA (T5) provocaram um decréscimo acentuado no contetido de proteinas
soliveis nas sementes de feijao-de-corda, como mostra a Figura 30A. Esse decréscimo nesses
tratamentos foi acompanhado pelo aumento da atividade proteolitica (Figura 30B). Shacter
(2000) mostrou a existéncia de uma relacao entre a oxidacdo e degradagdo de proteinas e o
envelhecimento. A reducdo do contetdo de proteinas em plantas sob estresse pode ser
provavelmente devido aos efeitos danosos da geragdo de ERO nessas condic¢des, ocasionando
assim a oxidacdo de proteinas (DOLATABADIAN et al., 2009). Entretanto, nos tratamentos
T2 e T3 houve uma diminui¢do no conteido de aminodacidos livres (Figura 30C), sendo isso
correlacionado com o aumento na atividade proteolitica e menor contetido de proteinas
soluveis. Talvez essa diminui¢do do conteudo de aminoacidos livres tenha sido devido a sua
utilizagdo como substrato energético em condi¢des adversas. Interessantemente, o tratamento
com acido ascorbico (T4) reduziu a protedlise induzida pelo envelhecimento nas sementes de
feijdo-de-corda, apresentando um conteudo de proteinas soliveis que ndo diferiu
estatisticamente do controle (T1). A aplicagdo de 150 mg L™ de AsA aumentou o conteudo de
proteina das folhas de plantas de milho sob estresse abidtico (DOLATABADIAN et al.,
2009). Porém, o acido ascorbico ndo atenuou os efeitos deletérios do NaCl sobre as proteinas,

pois o T5 apresentou resultados semelhantes ao T3 (Figuras 30A e 30B).
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Figura 30 — Conteudo de proteinas soliveis (A), atividade proteolitica (B) e contetido de aminoacidos livres (C)
de sementes de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (T1 SNE = Sementes
ndo envelhecidas; T2 SE = Sementes envelhecidas por 72 h; T3 SE NaCl = sementes envelhecidas por 72 h e
pos-tratadas com 100 mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85
mM de 4cido ascorbico; TS SE NaCl + Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM
de NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico) em trés diferentes estadios morfofisiologicos (E2, ES e E8). Colunas
seguidas pela mesma letra mintiscula dentro de cada tratamento ¢ com as mesmas letras maiusculas nos

diferentes tratamentos ndo sio significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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E conhecido que em condi¢des de estresse oxidativo a biossintese de ascorbato é
induzida para proteger as biomoléculas dos danos oxidativos (Asada,1999). Em nosso estudo,
os T2, T3 e T5 provocaram decréscimo no conteiido de ascorbato das sementes de feijao-de-
corda em todos os estadios estudados (Figura 31A). Os mesmos tratamentos apresentaram
uma menor atividade da APX (Figura 31B), ou seja, apesar da reducdo do contetido de
ascorbato apresentado, o mesmo ndo propiciou um aumento na atividade da APX nestes
tratamentos. Isso pode ser explicado, talvez porque ndo tenha sido possivel recuperar a
quantidade de ascorbato na forma reduzida (turnover) para manter a atividade da APX nessas
condigdes de estresse como proposto por Noctor et al. (2002).

O tratamento com acido ascoérbico (T4) aumentou o conteudo de ascorbato
reduzido e também a atividade da APX em todos os estadios estudados (Figura 31). Isso
comprovou o ja demonstrado por Chen & Gallie (2004), onde o nivel endégeno de AsA pode
ser aumentado pela aplicagdo exdgena de AsA nas raizes, folhas e também em sementes.
Dolatabadian et al. (2009) verificou que a aplicacao foliar de solugdo de acido ascorbico a 150
mg L foi capaz de aumentar a tolerdncia a seca, pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (APX, CAT, POX) em plantas de milho.

Neste estudo a aplicagdo exdgena de acido ascorbico nas sementes de feijdo-de-
corda atenuou os efeitos deletérios do envelhecimento em todos os parametros bioquimicos
relacionados com o vigor e a germinacdo, apresentando uma maior mobilizacdo de reservas
para o eixo embriondrio (agucares e aminoacidos livres), menor protedlise e também melhor
mecanismo antioxidante, comprovado pelo maior conteudo de ascorbato ¢ maior atividade da
APX. Azarnivand et al. (2006) demonstraram que a germinagao ¢ uma fase critica no ciclo de
vida dos vegetais e a tolerancia a salinidade na fase da germinacao pode ser importante para o
sucesso no estabelecimento e crescimentos das plantas em ambientes salinos. Entretanto, no
presente estudo, a aplicagdo de acido ascorbico ndo foi capaz de atenuar os efeitos do NaCl

nas sementes, como evidenciado em todos os parametros bioquimicos avaliados.
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Figura 31 — Contetido de ascorbato reduzido (A) e atividade da peroxidase do ascorbato (APX) (B) em sementes
de feijdo-de-corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (T1 SNE = Sementes nao
envelhecidas; T2 SE = Sementes envelhecidas por 72 h; T3 SE NaCl = sementes envelhecidas por 72h e pos-
tratadas com 100 mM de NaCl; T4 SE Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM
de acido ascorbico; T5 SE NaCl + Ac. Asc. = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 100 mM de
NaCl + 0,85 mM de acido ascorbico) em trés diferentes estddios morfofisiologicos (E2, ES e E8). Colunas
seguidas pela mesma letra mintiscula dentro de cada tratamento e com as mesmas letras maiusculas nos

diferentes tratamentos ndo so significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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6.4 Conclusoes

A aplicacdo exogena de 0,85 mM de acido ascorbico nas sementes envelhecidas
de feijao-de-corda, cultivar EPACE 10, foi capaz de atenuar os efeitos deletérios provocados
pelo envelhecimento nos parametros fisioldgicos e bioquimicos relacionados com o vigor € a
germinagdo. A aplicacdo exogena de acido ascorbico reduziu os efeitos deletérios do
envelhecimento artificial na integridade das membranas, na peroxidacdo de lipidios, na
germinacdo e emergéncia de plantulas e também na mobilizagdo de reservas durante a
germinagdo. Entretanto, o 4cido ascorbico nao foi capaz de atenuar os efeitos toxicos do NaCl
nas sementes envelhecidas. O estudo da relagdo entre o uso de antioxidantes naturais, com um
possivel revigoramento de sementes envelhecidas, utilizando o feijao-de-corda como modelo
experimental, pode gerar estratégias de meios para potencializar as defesas antioxidativas e
amenizar os efeitos do estresse em ambientes de armazenamento de sementes sob condi¢oes

ndo controladas, principalmente em pequenas e médias propriedades rurais.
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