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RESUMO

BORBA, Isabel Cristina Gouvéa de. Metabolismo Antioxidativo para a
classificacdo de lotes de sementes quanto ao vigor. 2013, 80f. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduacgdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas.

O aumento da demanda por sementes de alta qualidade levou as empresas de
tecnologia de sementes a aprimorarem suas técnicas visando associar 0s
testes de geminagdo e vigor com as respostas das sementes no campo.
Contudo, tais respostas podem ser influenciadas durante o processo de
maturagcdo e armazenamento, acarretando danos aos sistemas de membranas
e levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais
podem levar a diminuigéo do vigor das sementes. Deste modo, a avaliacdo das
enzimas do sistema antioxidativo pode se tornar uma alternativa enriquecedora
para classificar lotes de sementes quanto ao vigor. A maioria dos trabalhos que
analisam a atividade dessas enzimas relacionam suas respostas frente a
influéncia de estresses abitticos em diferentes culturas, nesses casos 0
decréscimo da atividade enzimatica remete sementes e plantulas de menor
viabilidade e vigor, contudo, neste trabalho onde as sementes nado foram
submetidas a nenhum tipo de estresse a maior atividade dessas enzimas
representaria a maior producéo de EROs que, consequentemente, evidencia o
inicio do processo deteriorativo, caracterizando o menor vigor das sementes.

Diante disso, neste trabalho o objetivo neste trabalho foi diferenciar lotes de



sementes de milho, feijdo e soja por meio da atividade das enzimas
antioxidantes (SOD — superdxido dismutase, APX — ascorbato peroxidase e
CAT — catalase) e verificar se estas enzimas detectam pequenas diferencas no
vigor das sementes. Para isso, as sementes das trés culturas foram
submetidas aos testes padrdo de qualidade fisioldgica, como germinacéao,
primeira contagem e indice de velocidade de germinagdo, comprimento e
massa seca da parte aérea e raizes, condutividade elétrica e posteriormente,
submetidas a anélise da atividade de enzimas antioxidantes. Através dos
resultados obtidos foi possivel verificar que nos lotes das sementes de feijao e
soja, que apresentaram alta heterogeneidade entre eles a atividade das
enzimas do sistema antioxidativo néo foi eficiente na separacdo dos lotes,
contudo, nos lotes de sementes de milho que apresentaram elevada
homogeneidade pelos testes padrdo de qualidade fisiologica foi possivel
evidenciar diferenca na atividade das enzimas das plantulas oriundas desses
lotes de sementes, permitindo classificar os mesmos em diferentes niveis de

vigor.

Palavras-chave: Zea mays L.; Phaseolus vulgaris L.; Glycine max L.; Enzimas

antioxidantes; Qualidade Fisioldgica.



ABSTRACT

BORBA, Isabel Cristina Gouvéa de. Antioxidative metabolism to classify
cultivated species seeds lots according to vigor. 2013, 80f. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade

Federal de Pelotas.

The increased demand for high quality seeds led seed technology companies to
improve their techniques aiming to associate germination and vigor with the
responses of the seeds in the field. However, such responses may suffer
several influences during storage and maturation process, bringing damage to
the membranes' systems, leading to reactive oxygen species (ROS), which can
diminish seed vigor. Thus, the antioxidative system enzymes may become an
enriching alternative to classify seeds lots according to their vigor. Most works
analyzing those enzymes activity report their responses related to the abiotic
stress influence in different crops. In such cases, the decrease in the enzymatic
activity point to seeds and seedlings with less vigor and viability. However, in
this work, where the seeds were not submitted to any kind of stress, those
enzymes higher activity expressed a higher ROS production, and that points to
the beginning of the deterioration process, featuring lesser seeds vigor.
Considering this, the work aimed to distinguish seeds lots of maize, beans and
soybean through the antioxidative enzymes activity (SOD - superoxide

dismutase, APX — ascorbate peroxidase and CAT - catalase), and relate them



to viability and vigor standard test to verify if those enzymes detect differences
in vigor of seeds lots. For this, the seeds of the three crops were submitted to
the physiological quality standard tests, such as germination, first count and
germination speed index, length and dry mass of roots and shoots, electrical
conductivity and antioxidative enzymes. Through the obtained results, it was
possible to verify that in beans and soybean seeds lots, which presented high
heterogeneity between them, the antioxidative system enzymes activity was not
efficient to separate the lots. However, in the maize seeds lots that presented
high homogeneity for the physiological quality standard tests, it was possible
identifying differences in the enzymes activity in the seedlings derived from
those seeds lots, allowing to classify them into different vigor levels.

Key-words: Zea mays L.; Phaseolus vulgaris L.; Glycine max L.; Antioxidant

enzymes; Physiological quality.
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1 INTRODUCAO GERAL

A semente é um insumo agricola muito importante por conter a
potencialidade produtiva do vegetal, além de gerar uma das principais fontes
de alimento para a populacdo mundial, podendo ser consumida “in natura” ou
na forma de produtos industrializados. Por este motivo, para manter a demanda
de abastecimento sdo necessarios avancos da tecnologia e aperfeicoamento
das técnicas agricolas, as quais levardo ao aumento de incentivos para
pesquisas na area de qualidade de sementes (RODRIGUES et al., 2009; FUCK
et al., 2009).

Em um sistema de producdo é comum o descarte de sementes que nao
se enquadrem no padrdo de qualidade para comercializacdo, sendo que a
viabilidade e o vigor das sementes sdao o0s principais fatores a serem
considerados para a obtencdo de melhores resultados econdmicos e de
conservacao das espécies (AMARAL; PESKE, 2000). O aumento da demanda
por sementes de alta qualidade levou as empresas de tecnologia de sementes
a aprimorarem suas técnicas visando associar os testes de geminacao e vigor
com as respostas das sementes em campo (BENTO et al., 2010; PEGO et al.,
2011).

A avaliagcdo do potencial fisiologico de sementes é de fundamental
importancia nos programas de controle de qualidade, tendo em vista que é
constituida de praticas destinadas a verificar o nivel de satisfagdo do seu
desempenho. A qualidade da semente se caracteriza pelo somatorio de suas
caracteristicas genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitérias, as quais influenciam
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a aptidao de originar uma planta vigorosa e, consequentemente, com maior
capacidade produtiva (BINOTTI et al., 2008). A avaliacdo da qualidade
fisiologica dispbe de testes que avaliam essas caracteristicas, por meio de
analises rapidas que permitem diferenciar as sementes em lotes de diferentes
niveis de vigor, sendo que essas informacdes sdo de grande valia para o
sistema de producéo (SILVA et al., 2008).

A viabilidade € analisada através do teste de germinacgdo que é realizado
rotineiramente em laboratorios de analise de sementes e & conduzido em
condicbes favoraveis de umidade, temperatura e substrato, o que permite
expressar o maximo potencial da semente na producdo de plantulas normais,
contudo, é um teste pouco eficiente em diagnosticar diferencas na qualidade
fisiologica entre lotes de sementes quando a finalidade é estimar o potencial
dos mesmos a campo, onde as condicbes nem sempre sao favoraveis
(COIMBRA et al., 2009).

J4, os testes de vigor avaliam o potencial das sementes e o
desenvolvimento rapido de plantulas em condicbes ambientais de campo,
sendo que sementes identificadas como de maior vigor possibilitam a formacéo
de um estande homogéneo (NUNES et al., 2008), visto que 0s testes de vigor
sejam eles fisiol6gicos como, por exemplo, a primeira contagem de germinacao
e a emergéncia a campo, ou bioquimicos como a condutividade elétrica e
atividade respiratoria 0s mesmos sao importantes ferramentas na analise de
sementes, pois objetivam avaliar caracteristicas especificas dos lotes podendo
assim classifica-los para obtencédo de mudas de qualidade.

Durante o processo de maturacdo da semente caracteristicas como a
umidade e a temperatura influenciam a qualidade fisiolégica da mesma, o que
pode acarretar danos no metabolismo enzimético. Provaveis danos podem
desencadear deficiéncias no processo de germinagdo, ocasionar
desuniformidade das plantas e, consequentemente, diminuicdo da
produtividade. As condicbes de estresse em que as sementes e plantulas
podem ser submetidas resultam em eventos integrados que podem ocorrer em
niveis diferentes de desenvolvimento, ocasionando alteragcdes morfoldgicas,
anatdmicas, celulares e bioquimicas que podem ser constatadas em diversos
estadios de desenvolvimento da planta, em diferentes espécies, com duragéo e
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intensidades distintas. Trabalhos s&o desenvolvidos no sentindo de estudar as
mudancgas na atividade de enzimas durante o processo inicial de deterioracao
como enzimas envolvidas no processo de respiragao celular (NOGUEIRA et al.,
2005; COUTINHO et al., 2007; MARINI, et al., 2012; MARINI et al., 2013).

Em condi¢cdes ndo favoraveis a planta produz espécies reativas de
oxigénio (EROs), esses radicais livres referem-se a &tomos que possuem um
ou mais elétrons ndo pareados na sua Orbita externa, o que entédo lhe conferem
a identidade de agente com alta reatividade, sendo as principais EROs: o
radical hidroxila (HO®), o &nion superéxido (O,°), o oxigénio singleto (*O.) e o
perdxido de hidrogénio (H.O,) (JALEEL et al., 2007; PACHECO et al., 2007;
BAILEY-SERRES; PEREIRA, 2010). As EROs se originam como subprodutos
do metabolismo aerodbico e fotossintético que, quando em niveis compativeis
com a homeostase redox celular, sdo componentes de diversas vias de
sinalizagdo, mas ao serem submetidas a desequilibrio ocasionam o inicio da
peroxidacdo de lipidios, o avanco da degradacdo de membranas e posterior
morte celular. A producédo de EROs € um evento dindmico que ocorre durante o
desenvolvimento do vegetal em resposta aos estresses bidticos e abioticos.
Por este motivo tem-se dado especial atencdo aos danos celulares oxidativos
causados pelo acumulo destes radicais. Durante o processo de envelhecimento
celular vegetal ocorre aumento na concentracdo de EROs enddgena o que leva
a uma série de mudancas fisiologicas causadas pelo estresse oxidativo
(GARCIA, 2012).

O sistema antioxidante enzimatico € de fundamental importancia para
aumentar a tolerancia da planta a possiveis disturbios ocasionados por fatores
biéticos ou abidticos. Entretanto, as plantas desenvolveram mecanismos de
defesa no processo de detoxificagcdo de EROs, composto por um conjunto de
enzimas onde se destacam a superOxido dismutase (SOD), a ascorbato
peroxidase (APX) e a catalase (CAT) (APEL; HIRT, 2004). Uma das EROs
mais importantes é o O,°" pois é responsavel por causar sérios danos as
células, visto que o0 mesmo pode gerar o OH® podendo ser convertido pela
SOD em H,0,. Essa enzima é considerada peca chave neste processo, pois

tem como funcdo ndo s6 a conversdo do radical O,*", mas também a
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capacidade de controlar outras EROs, sendo encontrada principalmente nas
mitocondrias e cloroplastos (GARCIA, 2012; MAIA et al., 2012).

A catalase por sua vez converte o H,O, em H,O e O,, estando
predominantemente presente nos peroxissomos. A principal enzima do ciclo
ascorbato glutationa, a ascorbato peroxidase é também responsavel pela
decomposicdo do H,O, em H,O e 0O,, sendo esta enzima amplamente
encontrada em cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e ainda no citosol,
apresentando alta afinidade pelo substrato (SOUZA, 2010).

Diante disso, para a sobrevivéncia das células, o equilibrio entre as
espécies reativas de oxigénio e a sua detoxificacdo através da atividade
dessas enzimas € crucial, pois mesmo em concentracdes minimas estes
radicais sdo considerados téxicos para as células, podendo acarretar injurias
gue desencadeardo danos oxidativos durante o processo de formacdo da
planta (RESENDE et al., 2003; BARREIROS et al., 2006; SAUTTER, 2008;
NAKADA et al.,, 2010). Com intuito de neutralizar as EROs, estas enzimas
atuam no sistema com o propdsito de minimizar os primeiros sinais de estresse
causados, como por exemplo, durante o armazenamento das sementes que
pode levar ao inicio do processo deteriorativo.

Com este propdsito a avaliagdo das enzimas do sistema antioxidativo se
torna uma alternativa enriguecedora durante o processo inicial do
desenvolvimento e germinacédo de sementes (TOMMASI et al., 2001), podendo
ser utilizadas para classificacdo de lotes de sementes quanto ao vigor.
Portanto, o objetivo neste trabalho foi diferenciar lotes de sementes de milho,
feijdo e soja por meio da atividade das enzimas antioxidantes e verificar se

estas enzimas detectam pequenas diferencas no vigor das sementes.
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ARTIGO 1

ENZIMAS ANTIOXIDANTES PARA A DIFERENCIACAO DO VIGOR DE
SEMENTES DE MILHO

(De acordo as normas da Revista Magistra)
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Enzimas antioxidantes para a diferenciacdo do vigor de sementes de milho
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Resumo: O processo de deterioracdo de sementes geralmente ocorre em lotes que tiveram maturacao
precoce ou que sofreram armazenamento inadequado. Nestes casos pode ocorrer a producdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e como as alteracbes causadas pela producdo desses radicais
nem sempre sao detectaveis em analises de viabilidade e vigor, objetivou-se diferenciar lotes de
sementes de milho por meio da atividade das enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas
detectam pequenas diferengas no vigor das sementes. Para isso, foram utilizados trés lotes de sementes
de milho, as quais foram submetidas aos testes padrdo de qualidade fisioldgica de sementes, como
germinacao, primeira contagem e indice de velocidade de germinagdo, comprimento e massa seca da
parte aérea e raizes e condutividade elétrica, além da analise da atividade de enzimas do sistema
antioxidativo (superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase). Os resultados obtidos com os
testes de porcentagem de germinagédo e emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo apresentaram
média de 99,46% e 98,33% respectivamente, o que ndo permitiu a classificacdo dos lotes de sementes
de milho em diferentes niveis de vigor, assim como a maioria dos demais testes de vigor, com excecao
dos testes de primeira contagem e indice de velocidade de germinacdo que classificaram os lotes de
sementes em dois niveis de vigor. Contudo, estes resultados puderam ser comprovados com maior
precisdo através da andlise da atividade das enzimas do sistema antioxidativo, classificando os lotes de
sementes de milho em diferentes niveis de vigor. Portanto, conclui-se que a atividade das enzimas
antioxidantes é eficiente para detectar diferengas ténues, nao verificadas nos testes padrao de qualidade

fisiolégica, permitindo separar os lotes homogéneos de sementes de milho quanto ao vigor.

Palavras chave: Zea mays L, qualidade fisiol6gica, metabolismo antioxidativo.

Antioxidant enzymes for maize seeds differentiation

Abstract: The seeds deterioration process usually occurs in lots that had matured too early or where
improper storage. In such cases an excessive production of reactive oxygen species (ROS) can occur,
and as the changes caused by these radicals production are not always detectable in analyzes of viability
and vigor, the aim was to differentiate maize seeds lots through the antioxidative enzymes activity, and
relate them to the physiological quality standard tests to verify if these enzymes detect small differences

in the seeds vigor. For this, we used three lots of maize seeds, which were subjected to seed quality
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standard tests, such as germination, first counting and speed index of germination, length and dry mass
of shoots and roots and electrical conductivity, besides the analysis of the antioxidative system enzymes
activity (superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and catalase). The obtained results from the
germination tests and seedling emergence in greenhouse showed means of 99.46% and 98.33%
respectively. It did not allow classifying the maize seeds lots in different vigor levels, as well as most of
the other vigor tests, except for first counting tests and germination speed index, which classified the
seed lots in two vigor levels. However, these results were proved more precisely through the analysis of
the antioxidative system enzymes activity, classifying the seed lots at different vigor levels. Therefore, it
was concluded that the antioxidative system enzymes activity is efficient to detect subtle differences not

detected in physiological quality standard tests, allowing to separate maize seeds lots according to vigor.

Key words: Zea mays L., physiological quality, antioxidant metabolism.

Introducéo

A espécie Zea mays L. pertencente a ordem Poales, é um dos cereais mais importantes do ponto de
vista alimenticio tanto para consumo humano como para o animal (Brachtvogel et al., 2012). O Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de milho segundo o Ministério da Agricultura (Caldarelli e Bacchi, 2012).
De acordo com o sexto levantamento da CONAB, em 2012, o estado do Rio Grande do Sul produziu na
safra 2011/2012 um total de 3,463 milhdes toneladas. Frente a este cenario, o investimento em
tecnologias de producéo de sementes € prioridade, tornando-se assim, cada vez mais importante que as
empresas produtoras de sementes invistam em programas de controle de qualidade onde a viabilidade e
0 vigor das sementes sejam o0s principais fatores a serem considerados, visando garantir a
comercializagdo de sementes de alta qualidade (Bento et al., 2010).

As condicbes de umidade e temperatura nas quais as sementes estdo submetidas durante o
armazenamento, possivelmente podem interferir diretamente na sua qualidade fisiologica causando
alteracbes degenerativas no seu metabolismo, desencadeando possivel atraso na germinagéo, reducéo
no crescimento das plantulas, lixiviagdo de solutos, mudancas na atividade enzimética, perda da
compartimentalizacéo celular e acimulo de substancias toxicas, tais fatores podem acarretar problemas
na produtividade das culturas (Corte et al.,, 2010; Silva et al.,, 2011). Contudo, tais parametros
relacionados a deterioracdo de sementes nem sempre sdo detectados por testes basicos de viabilidade
e vigor, sendo necessario analises mais sensiveis para classificar as sementes quanto a esta Ultima
caracteristica.

A deterioracdo de sementes geralmente ocorre em lotes que tiveram maturacdo precoce ou que
sofreram armazenamento inadequado. Nestes casos pode ocorrer a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROS), tais como o anion superdxido (0,°"), radical hidroxila (OH®), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e oxigénio singleto (102), e estes podem limitar o crescimento e desenvolvimento do
vegetal (Carvalho et al., 2009; Forman et al., 2010). Entretanto, para conter os efeitos deletérios dessas
EROs as plantas desenvolveram um complexo sistema antioxidante, que constitui a defesa primaria

contra esses radicais gerados em condi¢8es limitantes, como a enzima superdxido dismutase (SOD, EC
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1.15.1.1) que catalisa a dismutacéo do radical superdoxido em H,O, e O,, a ascorbato peroxidase (APX,
EC 1.11.1.11) e a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) que podem quebrar a molécula de H,O, em H,O e O..
Diante disso, o equilibrio entre a producédo de EROs e a capacidade de acionar rapidamente o sistema
de defesa antioxidante, provavelmente, refletira na capacidade das plantulas em adaptar-se aos danos
causados pela possivel maturagdo precoce ou pelo mal armazenamento e a consequente deterioragao
das sementes, 0 que pode caracterizar sua maior tolerdncia (Carvalho et al., 2009; El-Shabrawi et al.,
2010; Deuner et al., 2011).

Devido ao fato de que tais alteragdes nem sempre sao possiveis de serem detectadas pelos testes
padrao de viabilidade e vigor, levando em consideracdo que o dano celular leva a diminuicdo da
germinabilidade (Kibinza et al., 2006), se torna uma alternativa enriquecedora avaliar a atividade de
enzimas antioxidantes como forma de aprimorar as respostas destes testes, visto que estas analises
poderiam demonstrar com maior sensibilidade o inicio de possiveis transformacdes degenerativas nas
sementes e plantulas oriundos de diferentes lotes.

Diante do exposto, objetivou-se diferenciar lotes de sementes de milho por meio da atividade das
enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas detectam pequenas diferencas no vigor das

sementes.
Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia de Sementes, do Departamento de
Boténica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizados trés lotes de sementes de milho
hibrido, classificados como L1, L2 e L3, obtidos da empresa Pionner, os quais foram submetidos ao teste
padrdo de germinagcdo (G%), que foi realizado de acordo com as Regras de Analises de Sementes
(Brasil, 2009), sendo conduzido com 200 sementes (quatro subamostras de 50 sementes) para cada
repeticdo, totalizando quatro repeticbes para cada lote. O substrato utilizado foi rolo de papel especial
para germinagéo (germitest®), umedecido com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a sua massa
inicial e mantidos em germinador a 25°C e os resultados foram expressos em porcentagem de
germinacao.

A primeira contagem de germinacéo (PCG%) foi conduzida juntamente com o teste de germinagéo,
sendo a primeira contagem para o milho realizada no quarto dia ap6s a semeadura (DAS) e o0s
resultados expressos em porcentagem de plantulas normais emitidas para cada lote (Brasil, 2009).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi realizado conjuntamente com o teste de
germinacao, e as contagens diarias foram realizadas a partir da protrusao da radicula pelo tegumento da
semente, até que o nimero de plantulas emersas permanecesse constante. O Ultimo dia de contagem
para este teste foi 0 mesmo prescrito para o teste de germinacado (sete dias) e o calculo do IVG foi
efetuado de acordo com Maguire (1962).

Para a emergéncia de plantulas (E%) as sementes foram semeadas em bandejas plasticas
perfuradas, em casa de vegetacdo, utilizando como substrato areia lavada. Foram utilizadas 200
sementes (subdivididas em quatro subamostras de 50 sementes) para cada repeticdo, sendo quatro

repeticbes para cada lote e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas emergidas
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apos 21 DAS. O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi realizado, conjuntamente, com a
emergéncia, até que o numero de plantulas emersas permanecesse constante. O Ultimo dia de
contagem para este teste foi 0 mesmo prescrito para o teste de emergéncia (21 dias) e o calculo do IVE
foi efetuado de acordo com Maguire (1962).

A condutividade elétrica (CE) foi realizada com quatro subamostras de 25 sementes para cada
repeticdo, sendo quatro repeticdes para cada lote. Primeiramente foi determinada a massa das
sementes, as quais foram colocadas em béquer com 80 mL de agua deionizada e mantidas em
germinador a 25°C. Apo6s os periodos de trés, seis e 24h de incubagéo, os recipientes foram retirados do
germinador e, imediatamente submetidos as leituras em condutivimetro de bancada Schott LF613T,
sendo os resultados expressos em pS cm™ g™ de sementes (Krzyzanowski, 1991).

O comprimento da parte aérea (CPA) e das raizes das plantulas (CR) foram obtidos pela média de
40 plantulas por lote, ao final do teste de germinacédo, sendo a medicdo do comprimento realizada com
régua milimetrada e os resultados expressos em mm pléntula'l; a massa seca de parte aérea (MSPA) e
das raizes das plantulas (MSR) também foi obtida ao final do teste de germinacdo apds secagem em
estufa a 70+2°C até obter massa constante e os resultados expressos em mg plantula™.

Para as analises das atividades antioxidantes, quatrocentos miligramas de parte aérea e raizes
foram coletados ap0s o teste de germinacao e macerados com 10% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e
homogeneizado em 1,5 mL do tampé&o de extragdo, constituido de fosfato de potassio (100 mM, pH 7,8),
EDTA (0,1 mM) e acido ascorbico (20 mM). Apés centrifugacdo a 12.000 g por 20 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas e para a quantificagdo das
proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolitis e Ries, 1977) em meio de reagdo contendo fosfato de potassio (50
mM, pH 7,8), metionina (14 mM), EDTA (0,1 uM), NBT (75 uM) e riboflavina (2 uM), acrescido de 50 pL
do extrato enzimatico, completando volume final de 2 mL com agua destilada. As leituras foram
realizadas a 560 nm levando em consideragdo que uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreduc&o do NBT nas condi¢des de ensaio.

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), com modifica¢cbes, por meio da
avaliacdo da taxa de oxidacéo do ascorbato. O meio de reagdo, composto de tampéo fosfato de potassio
(100 mM, pH 7,0) e &cido ascorbico (0,5 mM), foi incubado a 37°C por 10 minutos. Antes de efetuar a
leitura em espectrofotdmetro a 290 nm, em intervalos de dez em dez segundos até completar 90
segundos, foi adicionado H,0, (0,1 mM) e 25uL do extrato enzimatico, completando volume final de 2 mL
com agua destilada.

A atividade da CAT foi determinada conforme Azevedo et al. (1998), com modificacdes, estimada
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, em intervalos de dez em dez segundos até completar 90
segundos, em meio de reacdo contendo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,0) incubado a 37°C por 10
minutos, sendo adicionado H,0, (12,5 mM) e 25uL do extrato enzimatico antes da leitura, completando
volume final de 2 mL com &gua destilada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes. Os dados foram

testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e posteriormente submetidos a analise de variancia
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(p<0,05), em caso de significAncia os resultados foram comparados pelo teste de média (Tukey) com 5%

de probabilidade de erro pelo software WinStat Verséo 2.0 (Machado e Concei¢éo, 2007).

Resultados e Discusséao

Quanto a viabilidade dos lotes de sementes de milho o teste de germinacdo ndo apresentou
diferenca significativa, sendo o valor médio entre os lotes de 99,46% (Figura 1A). O vigor, caracterizado
pelos testes de primeira contagem e indice de velocidade de germinacdo apresentaram diferencas
significativas entre os lotes, sendo possivel diferenciar os lotes em dois niveis de vigor, onde o L2
apresentou maior vigor e o L1 menor (Figuras 1B e 1C, respectivamente). Em trabalhos realizados com
sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (Zabot et al., 2013) e soja (Glicine max L.) (Dode et al., 2013)
também foi possivel separar os lotes através do teste de primeira contagem de germinacdo e em
trabalhos com sementes de crambe (Crambe abyssinica Hochst. EXR.E. Fries) (Santos e Rossetto,
2013) e coentro (Coriandrum sativum L.) (Pereira et al., 2013) a classificacdo dos lotes de sementes foi
obtida pelo teste de indice de velocidade de germinacdo. O teste referente a emergéncia a campo nao
apresentou diferenca significativa entre os lotes sendo o valor médio entre eles 98,33% (Figura 1D), este
teste é considerado o teste de vigor que mais se aproxima das condi¢cdes a campo (Guedes et al., 2009),
desta forma, o alto potencial germinativo das sementes de milho confirmam a elevada qualidade
fisiolégica detectada para os trés lotes de sementes, corroborando os resultados encontrados no teste de
germinacdo (Figura 1A). O teste de indice de velocidade de emergencia apresentou diferenca
significativa classificando os lotes em dois niveis diferentes de vigor sendo o L1 o de maior e o L2 e L3
os de menor vigor (Figura 1E). Em trabalho realizado com sementes de algodao (Gossypium hirsutum L.)
também foi possivel a separagéo dos lotes através do teste de IVE (Mattioni et al., 2012).

A condutividade elétrica ndo apresentou diferencga significativa (Figura 2). Resultados semelhantes
foram observados para o comprimento de parte aérea e raizes (Figuras 3A e 3B, respectivamente).
Contudo, diferentemente destes resultados, em pesquisa realizada com sementes de canola (Brassica
napus L. var. oleifera) foi possivel classificar os lotes com a realizagdo do teste de comprimento de
plantulas (Milani et al., 2012).

Os resultados referentes & massa seca de parte aérea e raizes (Figuras 3C e 3D, respectivamente),
da mesma forma que o CPA e CR, ndo apresentaram diferencas significativas. Porém, para MSPA e
MSR numericamente, sementes oriundas do L2 apresentaram maior acimulo de biomassa. Tal fator é
possivel, pois essas variaveis levam em consideracéo a producdo de massa em relacdo a constituicao
dos tecidos de reserva das sementes, portanto tal diferenca entre os resultados dessas variaveis e 0s
demais testes de vigor deve-se ao fato de que algumas sementes mesmo apresentando alto grau de
germinacao, podem possuir plantulas com peso inferior. Por isso, o tamanho das sementes, os estadios
iniciais de divisao celular e a constituicdo dos tecidos de reserva devem ser levados em consideracéo
(Vanzolini et al., 2007; Guedes et al., 2009; Socolowski et al., 2011).

Diante dos resultados dos testes padrédo de viabilidade e vigor dos lotes de sementes de milho, de
forma geral ndo foi possivel classifica-los quanto ao vigor, tendo em vista que os trés lotes apresentaram

elevado potencial fisiolégico. Entretanto, através das andlises enzimaticas foi possivel identificar com
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maior sensibilidade e possiveis diferencas no potencial fisiolégico das plantulas oriundas dos lotes de
sementes de milho.

A atividade da enzima SOD apresentou diferenca significativa entre os lotes de sementes de milho
para a parte aérea e raizes, apresentando menor atividade para os L1 e L2 (Figura 4A e 4B) o mesmo foi
observado nas raizes onde o L1 apresentou menor atividade, este resultado contribui para reforcar a
tendéncia destes lotes como 0 mais vigorosos apresentado pelos resultados dos testes de IVG, PCG e
IVE (Figuras 1B, 1C e 1E respectivamente).

A atividade da enzima APX apresentou diferenca significativa na parte aérea e nas raizes,
evidenciando maior atividade para o L3 (Figuras 4C e 4D, respectivamente). Pelo fato da enzima APX
possuir alta afinidade pelo H,O, ela é capaz de eliminar de maneira mais eficaz esse radical durante o
estresse oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2012). Desta forma, é possivel observar que os L1 e L2
possuem baixa atividade desta enzima tanto na parte aérea como nas raizes, demonstrando que estes
lotes apresentam maior qualidade fisiolégica por terem menor producdo de EROs caracterizando menor
desestruturacdo do sistema de membranas e consequentemente menor atividade do processo de
deterioracdo das sementes oriundas desses lotes.

A CAT né&o apresentou diferenca significativa na parte aérea das plantulas oriundas dos lotes de
sementes de milho (Figura 4E), entretanto houve diferencga significativa nas raizes, apresentando maior
atividade dessa enzima nas plantulas oriundas do L3 e menor nas oriundas dos L1 e L2 (Figura 4F).
Resultado este que pode ser explicado partindo do pressuposto de que lotes com maior vigor
apresentam menor quantidade de radicais livres, como por exemplo, o radical H,O,. Além disso, como a
afinidade da CAT por este substrato € baixa, a mesma torna-se mais ativa somente quando ocorre
acumulo deste composto (Jaleel et al., 2009), sendo assim, lotes com maior vigor como € o caso dos L1
e L2 apresentaram menor producdo deste radical e, consequentemente, menor necessidade de acionar
o sistema de defesa enzimético.

A grande maioria dos trabalhos que analisam a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, APX e
CAT) relaciona a influéncia de estresses abiéticos e bidticos em diferentes culturas. Nesses casos, a
menor atividade dessas enzimas remetem a sementes e plantulas de baixa viabilidade e vigor
(Demirkaya et al., 2010; Chauhan et al.,, 2011; Prodanovi¢ et al., 2012), contudo, S80 escassos 0S
trabalhos que explorem a relacdo entre a qualidade fisiolégica das sementes e a atividade dessas
enzimas. Dessa forma, neste trabalho, onde as sementes ndo foram submetidas a nenhum tipo de
estresse a maior atividade dessas enzimas remete maior producdo de EROs que, consequentemente
evidencia o inicio do processo deteriorativo, 0 que caracteriza baixo vigor das sementes (El-Shabrawi et
al., 2010).

Portanto, ao comparar as analises enzimaticas observadas nas plantulas oriundas dos lotes de
sementes de milho através das enzimas SOD, APX e CAT com os resultados de viabilidade e vigor, é
possivel pressupor que, de forma geral, estas variaveis estdo relacionadas, indicando os L1 e L2 como

os de melhor desempenho fisiol6gico e o L3 como de menor.
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Conclusao

A atividade das enzimas do sistema antioxidativo (SOD, APX e CAT) é eficiente para detectar
diferencas ténues, nédo verificadas em testes padrao de qualidade fisiolégica, permitindo separar os lotes

homogéneos de sementes de milho quanto ao vigor.
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Figura 1 — (A) Germinagdo (G%), (B) primeira contagem de germinagédo (PCG%), (C) indice de velocidade
de germinacao (IVG), (D) emergéncia de plantulas em casa de vegetacédo (E%) e (E) indice de velocidade
de emergéncia (IVE) de trés lotes de sementes de milho. Letras distintas diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras representam o erro-padrdo das

médias de quatro repeticdes.

40



0O3h @m6h m24h

72 87
2
c
@ a a
a
§ 61
w
(5]
o
o 4 a a a
g a a a
g 2 E ¥ i
w
@)
0 .
L1 L2 L3

Lotes

Figura 2 - Condutividade elétrica (CE) de trés lotes de sementes de milho, em trés, seis e 24 horas de
embebicdo. Letras distintas diferem estatisticamente entre si, em cada periodo de embebicéo, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras representam o erro-padrdo das médias de quatro

repeticdes.
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Figura 3 — (A) Comprimento e (C) massa seca de parte aérea (CPA e MSPA, respectivamente) e (B e D) de

raizes (CR e MSR, respectivamente) de trés lotes de sementes de milho. Letras distintas diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras

representam o erro-padrdo das médias de quatro repeti¢cdes.
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Figura 4 - Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT)
na parte aérea (A, C e E, respectivamente) e nas raizes (B, D e F, respectivamente) de trés lotes de
sementes de milho. Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. As barras representam o erro-padréo das médias de quatro repeti¢des.
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ARTIGO 2

METABOLISMO ANTIOXIDATIVO PARA CLASSIFICACAO DE LOTES DE
SEMENTES DE FEIJAO QUANTO AO VIGOR

(De acordo as normas da Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias)
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Resumo — O objetivo neste trabalho foi diferenciar lotes de sementes de feijao por
meio da atividade das enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas detectam
pequenas diferencas no vigor das sementes. Para isso, trés lotes de sementes de feijéo
foram avaliados quanto a qualidade fisioldgica e anélise da atividade de enzimas do
sistema antioxidativo. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado,
sendo os dados testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e, posteriormente,
submetidos a analise de variancia e teste de média (p<0,05). Os resultados obtidos
com os testes de qualidade fisioldgica permitiram a classificacdo dos lotes de
sementes de feijdo em diferentes niveis de vigor. O lote trés apresentou maior
percentual germinativo (87,5%) e menor perda de eletrlitos no teste de
condutividade elétrica tanto em trés como em 24h de embebicéo (0,21 e 0,48 pS cm™
g™ de sementes, respectivamente), resultados estes que, de maneira geral, permitiram
separar os lotes de sementes de feijdo em diferentes niveis de vigor. Ja os resultados
observados nas andlises das enzimas do sistema antioxidante ndo apresentaram
diferengas significativas entre os lotes. Portanto, conclui-se que a atividade das
enzimas antioxidantes ndo e eficiente para separar lotes heterogéneos de sementes de

feijdo em diferentes niveis de vigor.
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Palavras chave: Phaseolus vulgaris L., qualidade fisioldgica, enzimas antioxidantes
Antioxidative metabolism for classifying bean seeds lots according to vigor.

Abstract — This work aimed to classify bean seeds lots through the antioxidative
enzymes activity, relating them to the physiological quality standard tests, to verify if
those enzymes can detect differences on seeds vigor. For this, three bean seeds lots
were evaluated according to their physiological quality and their antioxidative
system enzymes activity analysis. The experimental design was completely
randomized, and the data tested for their normality (Shapiro-Wilk), and then
subjected to variance analysis and average test (p<0.05). The obtained results in the
physiological quality tests allowed classifying the bean seeds lots in different vigor
levels. The number three lot presented higher germination percentage (87.5%) and
less electrolyte loss in the electrical conductivity test, both in three and 24 hours
soaking (0.21 and 0.48 puS cm™ g™ seeds, respectively). These results, in a general
sense, allowed sorting out the bean seeds lots in different vigor levels. The observed
results in the antioxidant system enzymes analysis showed no significant differences
amongst all lots. Therefore, the conclusion is that the antioxidant enzymes activity is

not efficient to classify bean seeds lots in different vigor levels.

Key words: Phaseolus vulgaris L., qualidade fisiologica, enzimas antioxidantes

INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de feijao (Phaseolus vulgares L.) sendo
que 13% da producdo é certificada e o restante é dividido em espécies nativas
produzidas por agricultores regionais (Botelho et al., 2010). Por ser uma leguminosa
com alta fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e fibras a mesma se
classifica como um dos grdos mais consumidos mundialmente, somente no Brasil,
onde o consumo chega a um total de 17,06 kg/habitante ao ano (Goes et al., 2011,
Olivo et al., 2011). O sexto levantamento da CONAB em 2012 constatou que 0 Rio
Grande do Sul produziu em média na primeira safra um total de 526,0 milhdes de

toneladas e na segunda safra 363,3 milhdes de toneladas do gréo.
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Diante disso, visando alcangar resultados econémicos satisfatorios se faz
necessario um sistema de producdo que vise o maximo do controle de qualidade das
sementes, onde analises pontuais no que concerne a viabilidade e o vigor sejam
consideradas (Catdo et al., 2010), tendo em vista que diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos podem afetar a qualidade das sementes durante o processo de maturagdo
e armazenamento, desencadeando processos iniciais da sequéncia de deterioragdo e
interferindo diretamente no seu vigor.

Variagbes na umidade e na temperatura podem causar alteracdes
degenerativas no metabolismo das sementes como lixiviagdo de solutos, mudancgas
na atividade respiratoria, no processo de producdo de ATP, desestabilizacdo da
atividade enzimatica e compartimentalizacdo celular, sintese de RNA e proteinas e
acumulo de substancias toxicas, fatores esses que reduzem a producdo final das
culturas (Silva et al., 2011).

O processo de deterioracdo das sementes pode ocorrer, por exemplo, em lotes
que tiveram maturacdo precoce ou que foram mal armazenados. Estas condi¢fes esta
podem propiciar a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROSs), tais
como o radical superéxido (O;*"), radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e oxigénio singleto (*O,). O excesso de producio desses grupos funcionais é
limitante para o crescimento e desenvolvimento vegetal, principalmente por oxidar
lipidios de membranas e promover sua desestabilizacdo (Apel e Hirt, 2004; Carvalho
et al., 2009; Forman et al., 2010). Entretanto, para eliminar essas espécies reativas, as
plantas apresentam um sistema enzimatico antioxidante que constitui uma defesa
priméaria contra os radicais livres gerados, como as enzimas superoxido dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1) que catalisa a dismutacdo do radical superéxido em H,O, e Oy, a
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) que
podem degradar a molécula de H,0, em H,0 e O, (Gill et al., 2010).

Devido ao fato de que as alteragdes em nivel de membranas nem sempre séo
possiveis de serem detectadas por analises de viabilidade e vigor e, levando em
consideragdo que o dano celular leva a diminuicdo da germinabilidade (Kibinza et
al., 2006), o aumento da demanda por sementes de alta qualidade levou as empresas
de tecnologia de sementes a aprimorarem suas técnicas visando associar os testes de
geminacg&o e vigor com as respostas reais das sementes em campo (Peg0 et al., 2011).
Assim, uma alternativa enriquecedora seria avaliar a atividade de enzimas
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antioxidantes como forma de aprimorar as respostas destes testes, visto que estas
analises poderiam demonstrar com maior sensibilidade o inicio de possiveis
transformactes degenerativas nas sementes e plantulas através da desestabilizacéo
das membranas celulares.

A andlise da atividade de enzimas antioxidantes tém sido estudada para avaliar
estresses bidticos e abidticos em diversas espécies como sementes e plantulas de
alfafa (Medicago sativa L.) (Cakmak et al., 2010), cevada (Hordeum vulgare L.)
(Mei e Song, 2010) e pinhdo-manso (Jatropa curcas L.) (Cai et al., 2011).
Entretanto, ndo ha trabalhos que explorem a relacdo entre a qualidade fisiologica das
sementes e a atividade dessas enzimas.

Diante do exposto, objetivou-se diferenciar lotes de sementes de feijdo por
meio da atividade das enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas detectam

pequenas diferencas no vigor das sementes.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia de Sementes, do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram
utilizados trés lotes de sementes de feijao classificados como L1, L2 e L3, cultivar
BRS Guapo Brilhante, obtidas no Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado unidade Terras Baixas (CPACT-EMBRAPA/TB), os quais foram
submetidos ao teste padrdo de germinacédo (G%), que foi realizado de acordo com as
Regras de Anélises de Sementes (Brasil, 2009), sendo conduzido com 200 sementes
(quatro subamostras de 50 sementes) para cada repeticdo, totalizando quatro
repeticdes para cada lote. O substrato utilizado foi rolo de papel especial para
germinacao (germitest®), umedecido com &gua destilada na proporcéo de 2,5 vezes a
sua massa inicial e mantidos em germinador a 25°C. Os resultados foram expressos
em porcentagem de germinacdo. A primeira contagem de germinacdo (PCG%) foi
conduzida juntamente com o teste de germinacéo, sendo a primeira contagem para o
feijao realizada aos cinco dias ap0s a semeadura (DAS) e os resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais emitidas para cada lote. O indice de velocidade de
germinacdo (IVG) foi realizado, conjuntamente, com o teste de germinacgdo, e as
contagens diarias realizadas a partir da protrusdo da radicula pelo tegumento da

semente, até que o numero de plantulas emersas permanecesse constante. O Gltimo
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dia de contagem para este teste foi 0 mesmo prescrito para o teste de germinagéo
(nove dias) e o célculo do I\VG foi efetuado de acordo com Maguire (1962).

Para a emergéncia de plantulas (E%) em casa de vegetacdo as sementes foram
semeadas em bandejas de plastico perfuradas, utilizando como substrato, areia
lavada. Foram utilizadas quatro repeticdes de 200 sementes subdivididas em quatro
subamostras de 50 sementes, para cada repeticéo e os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas emergidas.

A condutividade elétrica (CE) foi realizada com quatro subamostras de 25
sementes para cada repeticdo, sendo quatro repeticdes para cada lote. Primeiramente
foi determinada a massa das sementes, as quais foram colocadas em béquer com 80
mL de agua deionizada e mantidas em germinador a 25°C. Apds os periodos de trés,
seis e 24h de incubacdo, os recipientes foram retirados do germinador, suavemente
agitados e, imediatamente submetidos as leituras das amostras e da agua deionizada
em condutivimetro de bancada Schott LF613T, sendo os resultados expressos em uS
cm™ g™ de sementes (Krzyzanowski, 1991).

O comprimento da parte aérea (CPA) e das raizes das plantulas (CR) foi obtido
pela média de 40 plantulas por repeticdo, ao final do teste de germinacdo, a medida
de comprimento foi realizada com régua milimetrada e os resultados expressos em
mm plantula™. A massa seca de parte aérea (MSPA\) e das raizes (MSR) das plantulas
foram obtidas ao final do teste de germinacdo apds secagem em estufa a 70+2°C, até
a obtencéo de massa constante e os resultados expressos em mg plantula™.

Para as analises das atividades antioxidantes, quatrocentos miligramas de parte
aérea e raizes foram coletados ap0s o teste de germinacdo e macerados com 10% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizados em 1,5 mL do tampédo de
extracdo, constituido de fosfato de potassio (100 mM, pH 7,8), EDTA (0,1 mM) e
acido ascérbico (20 mM). Apds centrifugacdo a 12.000 g por 20 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas e para a
quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis e Ries, 1977) em meio
de reacdo contendo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8), metionina (14 mM), EDTA
(0,1 uM), NBT (75 uM) e riboflavina (2 pM), acrescido de 50 pL do extrato
enzimatico, completando volume final de 2 mL com &gua destilada. As leituras
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foram realizadas a 560 nm levando em consideragdo que uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
nas condicOes de ensaio. A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada
(1981), com modificacBes, por meio da avaliacdo da taxa de oxidacdo do ascorbato.
O meio de reacdo, composto de tampdo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,0) e &cido
ascorbico (0,5 mM), foi incubado a 37°C por 10 minutos e antes de efetuar a leitura
em espectrofotbmetro a 290 nm, em intervalos de dez em dez segundos até completar
90 segundos, foi adicionado H,O, (0,1 mM) e 15 uL do extrato enzimatico,
completando volume final de 2 mL com &gua destilada. A atividade da CAT foi
determinada conforme Azevedo et al. (1998), com modificagdes, estimada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, em intervalos de dez em dez segundos até
completar 90 segundos em meio de reacdo contendo fosfato de potéssio (100 Mm,
pH 7,0) incubado a 37°C por 10 minutos, sendo adicionado H,0; (12,5 mM) e 15 uL
do extrato enzimatico antes da leitura, completando volume final de 2 mL com agua
destilada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes. Os dados foram testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e
posteriormente submetidos a anélise de variancia (p<0,05), em caso de significancia
os resultados foram comparados pelo teste de média (Tukey) com 5% de
probabilidade de erro pelo software WinStat Versdo 2.0 (Machado e Conceicéo,
2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de feijdo foram separadas em lotes pelo teste de germinacao,
onde o L3 apresentou maior porcentagem de germinacao (87,5%), diferindo dos L1
(52,8%) e L2 (73,1%) (Figura 1A). Trabalho realizado com sementes de berinjela
(Solanum melongena L.) também obteve a classificacdo dos lotes de sementes

através do teste de germinacdo (Alves et al., 2012).
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Figura 1. (A) Germinacdo (G%), (B) primeira contagem de germinacdo (PCG%), (C) indice de velocidade de
germinagdo (IVG) e (D) emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo (E%) de trés lotes de sementes de feijdo.
Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As

barras representam o erro-padrdo das médias de quatro repeticdes.

Quanto ao vigor das sementes, representado pelos testes de primeira
contagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo, foi possivel
diferenciar os lotes de sementes de feijdo em dois niveis, destacando o L3 como o
mais vigoroso e os L1 e L2 como os de menor vigor (Figuras 1B e 1C). Em estudo
realizado com sementes de pinhdo-manso (J. curcas) também foi possivel classificar
o0s lotes com o teste de primeira contagem de germinagdo (Araujo et al., 2011). Da
mesma forma, em trabalho realizado com sementes de feijdo-miudo (Vigna
unguiculata L.) foi possivel separar os lotes de sementes através do indice de
velocidade de geminagdo (Aumonde et al., 2012). Em relacdo a emergéncia de
plantulas em casa de vegetacdo ndo houve diferenca significativa entre os lotes,
apresentando em média 99,16% de plantulas emersas (Figura 1D), a qual foi superior
ao teste de viabilidade (69,04%).

O teste de condutividade elétrica permitiu classificar os lotes em dois niveis
de vigor, sendo o L2 o de menor vigor e os lotes L1 e L3 classificados como os de
maior vigor durante os trés periodos de embebicdo, caracterizando estes lotes como

os de maior integridade do sistema de membranas, devido a menor perda de
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eletrolitos durante os periodos de embebigdo (Figura 2) (Pereira e Martins Filho,
2012), resultados estes que corroboram com os resultados de vigor descritos
anteriormente (Figuras 1B e 1C). Em trabalho realizado com sementes de gergelin
(Sesamum indicum L.) também foi possivel classificar os lotes com o teste de

condutividade elétrica (Torres et al., 2009).
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Figura 2. Condutividade elétrica (CE) de trés lotes de sementes de feijdo, em trés, seis e 24 horas de embebicéo.
Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As
barras representam o erro-padrdo das médias de quatro repeticdes.

As variaveis relacionadas aos testes de comprimento e massa seca de parte
aérea e raizes nao apresentaram diferencas significativas entre os lotes (Figura 3). As
diferencas entre as respostas dessas variaveis em relacdo aos dados de crescimento e
acumulo de biomassa podem ser explicadas por levarem em consideracdo a medida
de grandezas fisicas. Dessa forma, nem sempre lotes de sementes com elevada
porcentagem de germinacdo vao resultar em plantulas de maior crescimento, visto
que estas caracteristicas dependem do tamanho das sementes, do estadio inicial de
divisdo celular e da constituicdo dos tecidos de reserva das sementes (Vanzolini et
al., 2007; Guedes et al., 2009; Socolowsk et al., 2011).
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Figura 3. (A) Comprimento e (C) massa seca de parte aérea (CPA e MSPA, respectivamente) e (B e D) de raizes (CR
e MSR, respectivamente) de trés lotes de sementes de feijdo. Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras representam o erro-padrdo das médias de quatro

repeticdes.

As enzimas SOD, APX e CAT ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s
lotes, demonstrando que ndo houve eficiéncia destas analises para classificar os lotes de
sementes de feijdo quanto ao vigor (Figura 4). Entretanto, ao analisar os graficos,
numericamente, foi possivel observar diferencas sutis entre os lotes, evidenciando que o
L3 apresentou menor atividade destas enzimas antioxidantes na parte aérea das
plantulas (Figuras 4A, 4C e 4E). Esses resultados, portanto podem estar relacionados
com o maior vigor das sementes oriundas do L3, demonstrando que as plantulas
oriundas desse lote provavelmente apresentaram menor formacdo de EROs, o que, de

maneira geral, € comprovado pelo maior vigor das sementes evidenciado pelos
resultados referentes as anélises de G, PCG, IVG e CE (Figuras 1A, 1B, 1Ce 2).

Dentre as enzimas envolvidas na remocao de EROs a SOD é considerada a primeira
linha de defesa contra os efeitos tdxicos em niveis elevados (Gill et al., 2010), sendo
assim, foi possivel observar que a mesma apresentou menor atividade do L3 na parte

aérea e do L1 e L3 nas raizes (Figura 4A e 4B).
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Figura 4. Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) na
parte aérea (A, C e E, respectivamente) e nas raizes (B, D e F, respectivamente) de trés lotes de sementes de
feijdo. Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

erro. As barras representam o erro-padrdo das médias de quatro repetigdes.

Devido a alta afinidade da enzima APX pelo H202 esta é capaz de eliminar
radicais livres durante o estresse oxidativo de forma mais eficaz (Hasanuzzaman et
al.,, 2012). Sendo assim, pelo fato do processo germinativo ndo ter sido téo
traumatico para a parte aérea das plantulas oriundas das sementes do L3, houve
menor atividade desta enzima (Figura 4C) neste 6rgdo, da mesma forma que

observado para a atividade da SOD (Figuras 4A).
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A CAT é a enzima que possui alto potencial no processo de dismutacdo direta do
H,O, em H,0 e O,, sendo uma enzima indispensavel para a desintoxica¢do de EROs
durante condicGes de alta producdo de radicais toxicos (Garg et al., 2009). Embora
ndo tenha sido evidenciada diferencas estatistica em relacédo a atividade desta enzima
entre os lotes, é possivel verificar que numericamente na parte aérea houve menor
atividade no L3 da mesma forma que a atividade da SOD e APX (Figura 4A e 4C).
Na raizes das plantulas ocorreu 0 mesmo que para a SOD evidenciando os L3 e L1
como os de menor atividade enzimatica (Figura 4F) corroborando, portanto com 0s
resultados de viabilidade e vigor, os quais identificaram o L3 como de maior vigor
(Figuras 1).

CONCLUSAO

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) nao é eficiente para

separar lotes heterogéneos de sementes de feijdo quanto ao vigor.
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ARTIGO 3

ENZIMAS ANTIOXIDANTES PARA A CLASSIFICACAO DE LOTES DE
SEMENTES DE SOJA QUANTO AO VIGOR

(De acordo as normas da Revista Brasileira de Sementes)
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ENZIMAS ANTIOXIDANTES PARA CLASSIFICAR LOTES DE SEMENTES DE SOJA

Enzimas antioxidantes para a classificacdo de lotes de sementes de soja quanto ao

vigor

Isabel Cristina Gouvéa de Borba®*, Andréa Bicca Noguez Martins?, Juliana de Magalh&es

Bandeira?, Patricia Marini2, Dario Munt de Moraes?

RESUMO: O objetivo neste foi diferenciar lotes de sementes de soja por meio da atividade das
enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas detectam pequenas diferencas no vigor das
sementes. Para isso, foram utilizados trés lotes de sementes de soja, as quais além de testes padréo
de qualidade fisiologica de sementes, como germinacdo, primeira contagem de germinacao, indice
de velocidade de germinacdo, comprimento e massa seca da parte aérea e raizes e condutividade
elétrica, foi realizada a analise da atividade de enzimas do sistema antioxidativo (superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase e catalase). Para o delineamento experimental os dados foram
testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de
variancia, e quando significativo foram testados pelo teste de média (p<0,05). Os resultados obtidos
com os testes de qualidade fisiol6gica de sementes permitiram a classificacdo dos lotes de sementes
de soja em diferentes niveis de vigor. Nao sendo possivel observar o mesmo resultado nas analises
das enzimas do sistema antioxidante. Portanto, conclui-se que a atividade das enzimas antioxidantes
ndo é eficiente para separar lotes heterogéneos de sementes de soja em diferentes niveis de vigor.

Termos para indexacdo: Glycine max L., qualidade fisiol6gica, metabolismo antioxidativo.

'Submetido em . Aceito para publicagdo em

Universidade Federal de Pelotas — UFPel, PPGFV — Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal 354 -96010-900 - Pelotas-RS, Brasil.

*Autor para correspondéncia: isabel.gouvea.borba@gmail.com
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ANTIOXIDATIVE ENZYMES TO CLASSIFY SOYBEAN SEEDS LOTS ACCORDING TO

VIGOR

ABSTRACT: The aim of this study was to classify soybean seeds lots through the antioxidative
enzymes activity and relate them to viability and vigor standard tests, to verify if those enzymes
detect small differences in the seeds vigor. For this, we used three soybean seeds lots, to which, in
addition to seed quality standard tests, such as germination, first germination counting, germination
speed index, length and dry mass of shoots and roots and electrical conductivity, it was performed
the analysis of the antioxidant enzymes system (superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and
catalase) activity. For the experimental design, the data were tested for normality (Shapiro-Wilk),
and then subjected to variance analysis, and, when significant, they were tested by the average test
(p<0.05). The obtained results from the seed quality tests allowed classifying the soybean seeds lots
in different vigor levels. It was not possible to notice the same result in the antioxidative system
enzymes analysis. Therefore, the conclusion is that the antioxidative system enzymes activity is not

efficient to classify soybean seeds lots according to vigor.

Index terms: Glycine max L., physiological quality, antioxidant metabolism.
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INTRODUCAO

A soja é pertencente a familia das Leguminosae, de grande importancia nacional, sendo que
ao final da década de sessenta passou a substituir o trigo nas regides sul do pais (Martins e Silveira,
2011). No estado do Rio Grande do Sul a ultima safra atingiu aproximadamente 20,39 milhdes de
toneladas (CONAB, 2012). Dessa forma, para a obtencdo de melhores resultados econémicos e
conservacao das espécies é preciso dar atencdo a um sistema de producdo com controle de
qualidade, onde a viabilidade e o vigor das sementes sejam o0s principais fatores a serem
considerados (Bento et al., 2010).

Durante o processo de maturacdo ou no armazenamento, as condi¢cbes de umidade e
temperatura a que as sementes estdo submetidas podem interferir diretamente na sua qualidade
fisiologica como, por exemplo, a perda do seu vigor, que esta relacionada com os eventos iniciais
da sequéncia de deterioracdo, 0s quais sdo evidenciados por varios fatores como atraso na
germinacédo, reducdo no crescimento das plantulas, lixiviacdo de solutos, mudangas na atividade
enzimatica, perda da compartimentalizacéo celular e acimulo de substancias toxicas, processos que,
acarretardo problemas na produtividade das culturas (Corte et al., 2010; Silva et al., 2011).

Contudo, estes parametros relacionados a deterioracdo de sementes nem sempre Sdo
detectados por testes basicos de viabilidade e vigor. Logo, tendo em vista que a demanda por
sementes de alta qualidade é crescente, as empresas de tecnologia de sementes buscam aprimorar
suas técnicas na tentativa de associar o resultado dos testes padrdo de qualidade fisioldgica com a
resposta real das sementes em campo (Pegd et al., 2011).

A deterioracdo de sementes pode ocorrer em lotes que tiveram maturacdo precoce ou que
foram mal armazenados e, nestes casos, geralmente é evidenciado a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), as quais limitam o crescimento e desenvolvimento do vegetal
(Carvalho et al., 2009; Forman et al., 2010), como o radical superéxido (O,*), radical hidroxila
(OH"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio singleto (*O,). Entretanto, para conter os efeitos
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deletérios dessas EROs as plantas desenvolveram um complexo sistema antioxidante, que constitui
a defesa priméria contra esses radicais gerados em condi¢6es limitantes.( (EI-Shabrawi et al., 2010)
A exemplo temos as enzimas superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) que catalisa a dismutacéo
do radical superdxido em H,O, e O,, a ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e a catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) que podem quebrar a molécula de H,O, em H,0 e O,.(Deuner et al., 2011)

Portanto, o objetivo neste trabalho foi diferenciar lotes de sementes de soja por meio da
atividade das enzimas antioxidantes e verificar se estas enzimas detectam pequenas diferengas no
vigor das sementes.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia de Sementes, do Departamento de
Boténica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizados trés lotes de sementes de
soja classificados como L1, L2 e L3, cultivar NA 4990RG, obtidas da empresa Nidera Sementes
Ltda, e logo submetidas ao teste padrédo de germinacéo (G%), que foi realizado de acordo com as
Regras de Analises de Sementes (Brasil, 2009), sendo conduzido com 200 sementes (quatro
subamostras de 50 sementes) para cada repeticdo, totalizando quatro repeti¢cdes para cada lote. O
substrato utilizado foi rolo de papel especial para germinacdo (germitest®), umedecido com agua
destilada na proporcdo de 2,5 vezes a sua massa inicial e mantidos em germinador a 25°C. Os
resultados foram expressos em porcentagem de germinacdo. A primeira contagem de germinagéo
(PCG%) foi conduzida juntamente com o teste de germinacdo, sendo a primeira contagem para a
soja realizada aos cinco dias apds a semeadura (DAS) e os resultados expressos em porcentagem de
plantulas normais emitidas para cada lote. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi
realizado, conjuntamente, com o teste de germinacdo, e as contagens diarias foram realizadas a
partir da protrusdo da radicula pelo tegumento da semente, até que o nimero de plantulas emersas
permanecesse constante. O Gltimo dia de contagem para este teste foi 0 mesmo prescrito para o teste

de germinacéo (oito dias) e o célculo do IVG foi efetuado de acordo com Maguire (1962). Para a
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emergéncia de plantulas (E%) em casa de vegetacdo as sementes foram semeadas em bandejas
plasticas perfuradas, utilizando como substrato areia lavada. Foram utilizadas quatro repeticGes de
200 sementes subdivididas em quatro subamostras de 50 sementes para cada repeticdo e 0sS
resultados foram expressos em porcentagem de plantas emergidas ap6s 21 DAS. O indice de
velocidade de emergéncia (IVE) foi realizado, conjuntamente, com a emergéncia de plantulas, até
que 0 numero de plantulas emersas permanecesse constante. O Ultimo dia de contagem para este
teste foi 0 mesmo prescrito para o teste de emergéncia de plantulas e o célculo do IVE foi efetuado
de acordo com Maguire (1962).

A condutividade elétrica (CE) foi realizada com quatro subamostras de 25 sementes para
cada repeticdo, sendo quatro repeticOes para cada lote. Primeiramente foi determinada a massa das
sementes, as quais foram colocadas em béquer com 75 mL de agua deionizada e mantidas em
germinador a 25°C. Ap6s os periodos de trés, seis e 24h de incubacdo, os recipientes foram
retirados do germinador e, imediatamente submetidos as leituras em condutivimetro de bancada
Schott LF613T, sendo os resultados expressos em uS cm™ g™ de sementes (Krzyzanowski, 1991).
O comprimento da parte aérea (CPA) e das raizes das plantulas (CR) foi obtido pela média de 40
plantulas por repeticdo, ao final do teste de germinagdo, sendo a medida do comprimento realizada
com régua milimetrada e os resultados expressos em mm plantula™’; a massa seca de parte aérea
(MSPA\) e das raizes das plantulas (MSR) também foram obtidas ao final do teste de germinacéo,
apds secagem em estufa a 70+2°C até obter massa constante e os resultados expressos em mg
plantula™.

Para as andlises das atividades antioxidantes, quatrocentos miligramas de parte aérea e raizes
foram coletados apds o teste de germinagdo, macerados com 10% de polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e homogeneizados em 1,5 mL do tamp&o de extracdo, constituido de fosfato de potéssio

(200 mM, pH 7,8), EDTA (0,1 mM) e acido ascorbico (20 mM). Apds centrifugacgéo, a 12.000 g por
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20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas e para a
quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul
de nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolitis e Ries, 1977) em meio de reacdo contendo fosfato de
potéssio (50 mM, pH 7,8), metionina (14 mM), EDTA (0,1 uM), NBT (75 uM) e riboflavina (2
uM), acrescido de 50 pL do extrato enzimatico, completando volume final de 2 mL com agua
destilada. As leituras foram realizadas a 560 nm levando em consideracdo que uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas condicdes
de ensaio.

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), com modificacdes, por
meio da avaliacdo da taxa de oxidacdo do ascorbato. O meio de reacdo foi composto de tampéo
fosfato de potéssio (100 mM, pH 7,0) e acido ascorbico (0,5 mM), estes foram incubados a 37°C
por 10 minutos. Antes de efetuar a leitura em espectofotometro a 290 nm, em intervalos de dez em
dez segundos até completar 90 segundos, foi adicionado H,O, (0,1 mM) ¢ 25 pL do extrato
enzimatico, completando volume final de 2 mL com agua destilada.

A atividade da CAT foi determinada conforme Azevedo et al. (1998), com modificacdes,
estimada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, em intervalos de dez em dez segundos até
completar 90 segundos, em meio de reacdo contendo fosfato de potéssio (100 mM, pH 7,0)
incubado a 37°C por 10 segundos, sendo adicionado H,0, (12,5 mM) e 25 uL do extrato enzimatico
antes da leitura, completando volume final de 2 mL com agua destilada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢fes. Os dados
foram testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de
variancia (p<0,05), em caso de significancia os resultados foram comparados pelo teste de média
(Tukey) com 5% de probabilidade de erro pelo software WinStat Versdo 2.0 (Machado e

Conceicao, 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de germinacdo permitiu separar os lotes das sementes de soja, evidenciando maior
porcentagem de germinacdo para o L2 (97,50%) (Figura 1A). Em trabalho semelhante a este, com
sementes de Avena strigosa Schreb., também foi possivel classificar os lotes com o teste de
germinacédo (Souza et al., 2010).

O vigor, caracterizado pelos testes de primeira contagem e indice de velocidade de
germinacdo apresentaram diferengas significativas entre os lotes, evidenciando o L2 como o mais
vigoroso (Figuras 1B e 1C). De forma semelhante, em trabalho realizado com sementes de mamona
(Ricinus communis L.) foi possivel separar os lotes através deste teste (Souza et al., 2009) e em
trabalho com sementes de rdcula (Eruca sativa Mill.) a classificacdo dos lotes das sementes foi
obtida pelo teste de indice de velocidade de germinacéo (Pégo et al., 2011).

Da mesma forma, houve diferenca significativa para as varidveis emergéncia e indice de
velocidade de emergéncia de plantulas, as quais evidenciaram o L2 como de maior vigor (Figuras
1D e 1E). Corroborando estes resultados o teste de condutividade elétrica (Figura 2) também
permitiu classificar este lote como 0 mais vigoroso devido a menor perda de eletrélitos em todos 0s
periodos de embebicdo, o que caracteriza maior integridade dos sistemas de membranas celulares
(Pereira e Martins Filho, 2012).

De forma geral, em relagdo ao comprimento e massa seca da parte aérea e das raizes houve
diferenca significativa entre os lotes, sendo o L2 o de melhor vigor (Figura 3). Em pesquisa
realizada com o objetivo de classificar lotes de sementes de soja foi evidenciado que o acumulo de
biomassa é capaz de expressar resultados mais sutis (Vanzolini et al., 2007).

Através de testes de viabilidade e vigor (germinacdo, primeira contagem de germinacao
indice de velocidade de germinacdo, emergéncia, condutividade elétrica, comprimento e massa seca

de parte aérea e de raiz) também foi possivel classificar lotes de sementes de feijdo-miudo (Vigna
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unguiculata L.) (Aumonde et al., 2012), racula (Eruca sativa Mill.) (Pégo et al., 2011) e aveia
branca (Avena sativa L.) (Cantos et al., 2011) quanto ao vigor.

Entre as enzimas envolvidas na remoc¢édo de possiveis espécies reativas de oxigénio (EROs)
a SOD é geralmente a primeira na linha de defesa contra o estresse oxidativo (Pompeu et al., 2008).
A atividade desta enzima apresentou diferenca significativa entre os lotes de sementes de soja,
sendo que na parte aérea sua atividade foi menor no L1 e L2 (Figura 4A), o que pode ser explicado
devido a maior qualidade fisioldgica expressada pelo L2 nas variaveis referentes as analises de
viabilidade e vigor, demonstrando a capacidade destas plantulas contornarem situagdes adversas
ndo tendo a necessidade de acionar o sistema de defesa. Além disso, a atividade desta enzima nas
raizes tambem evidenciou menor atividade nas plantulas oriundas do L2 (Figura 4B),
demonstrando, desta forma, que seu mecanismo de defesa antioxidante ndo precisou ser ativado de
forma tdo intensa, enquanto que as plantulas oriundas dos L1 e L3 a atividade desta enzima foi mais
alta, visto que estes lotes foram considerados de vigor inferior nos testes padrédo de viabilidade e
vigor e, provavelmente, possuem maior necessidade de acionar o sistema de defesa antioxidante
para contornar sua baixa qualidade.

A atividade da enzima APX ndo apresentou diferenca significativa na parte aérea, nem nas
raizes (Figuras 4C e 4D) das plantulas de soja. Assim como a atividade da CAT nédo apresentou
diferenca significativa na parte aérea (Figura 4E), ao contrario do que ocorreu nas raizes, onde 0s
L2 e L3 evidenciaram baixa atividade desta enzima (Figura 4F). Resultado este que pode ser
explicado partindo do pressuposto que lotes com maior vigor apresentam menor quantidade de
EROs, como por exemplo, o H,O,. Além disso, como a afinidade da CAT por este substrato é
baixa, a mesma torna-se ativa somente quando ocorre acimulo de H,O, (Jaleel et al., 2009), sendo
assim, lotes com maior vigor, como é o caso do L2, possuem menor producdo deste composto e,
consequentemente, a atividade da enzima CAT foi menor neste lote e lotes com baio vigor

caracterizam maior necessidade de ativar o sistema de defesa, fato que foi observado neste trabalho
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onde o L1, caracterizado como de baixo vigor, apresentou maior atividade da CAT nas raizes,

possivelmente por apresentar grande quantidade de H,O,.

CONCLUSOES

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) ndo é uma ferramenta eficiente

para separar os lotes de sementes heterogéneas de soja quanto ao vigor.
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Figura 1 — (A) Germinacgdo (G%), (B) primeira contagem de germinacdo (PCG%), (C) indice de
velocidade de germinacdo (IVG), (D) emergéncia (E%) e (E) indice de velocidade de emergéncia
de plantulas em casa de vegetacdo (IVE) de trés lotes de sementes de soja. Letras distintas diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras

representam o erro-padrao das médias de quatro repeticdes.
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Figura 2 - Condutividade elétrica (CE) de trés lotes de sementes de soja, em trés, seis e 24 horas de
embebicdo. Letras distintas diferem estatisticamente entre si, em cada periodo de embebicdo, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras representam o erro-padrao das

médias de quatro repeticoes.
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Figura 3 - (A) Comprimento e (C) massa seca de parte aérea (CPA e MSPA, respectivamente) e (B

e D) de raizes (CR e MSR, respectivamente) de trés lotes de sementes de soja. Letras distintas

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As

barras representam o erro-padrdo das médias de quatro repetigdes.
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Figura 4 - Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT) na parte aérea (A, C e E, respectivamente) e nas raizes (B, D e F, respectivamente)
de trés lotes de sementes de soja. Letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As barras representam o erro-padrao das médias de

quatro repeticdes.

79



CONSIDERACOES FINAIS

As respostas encontradas através da analise da atividade das enzimas
antioxidantes sao de grande valia, tento em vista a auséncia de estudos relacionados com
a classificacado de lotes de sementes quanto ao vigor, a fim de elucidar os processos
iniciais da sequéncia de deterioracédo de sementes.

Além disso, através dos resultados obtidos foi possivel verificar que, em lotes de
sementes classificados através dos testes padrdo de viabilidade e vigor, como tendo alta
heterogeneidade, a atividade das enzimas do sistema antioxidativo (SOD, APX e CAT)
ndo € eficiente na separacdo dos mesmos, contudo, quando os lotes de sementes
apresentam elevada homogeneidade foi possivel identificar alteracbes na atividade das
enzimas permitindo distinguir os lotes de sementes.

Para que a andlise da atividade das enzimas do sistema antioxidativo (SOD, CAT e
APX) se torne uma ferramenta complementar e de identificacdo de pequenas diferencas
na classificacdo de lotes de sementes quanto ao vigor, se faz necessario o emprego do
teste de envelhecimento acelerado conjuntamente com a analise quantitativa de peréxido
e peroxidacdao lipidica, para entdo assim, os lotes de sementes homogéneos poderem ser
classificados e separados de forma comparativa e conclusiva.
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