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ATIVIDADE ENZIMATICA EM PLANTULAS DE Eucalyptus grandis PROVENIENTES
DE SEMENTESENVELHECIDAS ARTIFICIALMENTE E NATURALMENTE?!

ENZYME ACTIVITIESFROM ACCELERATED AGING AND STORAGED SEEDS OF
Eucalyptus grandis
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RESUMO

O presente estudo empregou o procedimento de envelhecimento artificial, submetendo
sementes por 96 horas a 42° C e 100% de UR para comparé-las com sementes estocadas por 5, 10 e
15 anos e utilizou eletroforese de isoenzimas e atividade de peroxidase por método colorimétrico.
Houve um decréscimo significante na germinagdo das sementes envelhecidas artificialmente, quando
comparadas com as sementes estocadas. A atividade da peroxidase foi baixa, porém houve uma
curva ascendente que acompanhou a idade das sementes. Observou-se um aumento nas atividades da
malato desidrogenase e a-esterase 2 e 3 e uma diminuicdo acentuada para a-esterase 1 e baixa paraa
fosfatase acida. Os resultados acompanharam o aumento do tempo de estocagem das sementes e do
estresse que ocorre por causa das condi¢cdes de temperatura e umidade empregadas no processo de
envelhecimento artificial.
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ABSTRACT

This research studied the standard procedure developed for crop seeds to examine the
biochemical processes in accelerated aging seeds (kept for 96 hours at 42°C and 100% RH) and
stored seeds (from 5, 10 and 15 years) using isoenzyme electrophoresis and peroxidase activity by
colorimetric assay. There was significant decrease (z-test) in the vigor of accelerated aging seeds
(54,9%) when compared to the stored ones (97,25%, 95,22% and 89,25%).The peroxidase (PER,
EC 1.11.1.7) activity was low, however there was na increase in activity with seed aging.
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There was a simultaneous increase in both malate dehidrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) and esterase
(EST, EC 3.1.1.1) activities. The results fllowed the in crease in the seeds storage period of time and
of the stress which occurs due to the temperature and humidity conditions utilized in accelerated

aging.
Key words. accelerated aging, seeds, Eucalyptus grandis, enzyme activities.

INTRODUCAO

A técnica de envelhecimento precoce tem utilidade como teste de vigor em sementes
agricolas e florestais (RAMOS et al., 1992; BANGARWA et al., 1995 e TODD-BOCKARIE &
DURYEA, 1993) e pode ser também utilizada como meio para avaliar a eficacia da conservagdo ex
situ de espécies florestais (CHAISURISRI et al., 1993) e de estudar as mudancas bioquimicas que
acompanham o0s processos de deterioracdo (SELVA MEENA & SEN-MANDI, 1992 e
BASAVARAJAPPA et al., 1991).

Mudancas enziméaticas ocorrem durante a deterioracdo das sementes, sgja por envelhecimento
artificial (condigdes forgadas de temperatura, umidade e luz) ou natural, durante o armazenamento.
Com o envelhecimento, a membrana citoplasmética sofre ateragdes na sua permeabilidade, e alguns
componentes podem extravasar para 0 meio externo; além desse processo, pode ainda ocorrer
denaturacdo de biomoléculas e acumulacdo de substéncias téxicas (BASAVARAJAPPA et al.,
1991).

Um nimero elevado de estudos, em espécies agricolas, demonstrou que, com o
envelhecimento das sementes, alguns sistemas isoenzimaticos tém sua atividade diminuida, como por
exemplo, peroxidase, fosfatase é&cida, malato desidrogenase, glutamato desidrogenase, écool
desidrogenase e succinato desidrogenase para arroz, cevada, trigo e milho, ou aumentada, como no
caso das fosfolipases para milho (PRIESTLEY, 1986 e BASAVARAJAPPA et al., 1991).

O monitoramento dessas mudancas pode ser feito com a guda de marcadores moleculares,
pois, aém de fornecerem dados Uteis sobre a estrutura e diversidade genética das populactes de
plantas, possibilitam a visualizagdo da atividade das enzimas nos diferentes estadios da planta.
(SCHWARZMANN & GERHOLD, 1991; ALFENAS et al., 1991 e HAASE, 1992).

Monitorar a variabilidade genética em sementes de plantas anuais € mais simples por causa do
curto periodo vegetativo e facilidade para obtencdo de resultados com os cruzamentos e
retrocruzamentos entre suas progénies. PITEL (1982) citado por PRIESTLEY (1986), estudando a
variabilidade isoenzimatica de Pinus banksiana cujas sementes foram envelhecidas artificialmente
em camara Umida a 43°C, ndo encontrou diferencas qualitativas nem quantitativas significativas nos
diferentes sstemas estudados (esterase, glutamato desidrogenase, leucina aminopeptidase e
peroxidase. Porém, STOYANOVA (1991), estudando uma populacdo de trigo, cujas sementes
foram submetidas a0 envelhecimento precoce, verificou por meio de eletroforese de proteinas e
andlises citologicas que houve variagd nos gendtipos, sendo que a perda da viabilidade e a
sobrevivéncia diferencial dos biotipos resultaram em selecéo e variabilidade genética nos acessos.
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O objetivo desse trabalho foi investigar as possiveis alteracfes bioquimicas que acompanham
a deterioracéo das sementes de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden em resposta ao envelhecimento
artificial e natural, monitorando a atividade isoenzimética e a atividade total de peroxidase.

MATERIAISE METODOS

Testes de germinacao e envelhecimento artificial

As sementes utilizadas foram as maiores que 0,71 e menores que 0,84 mm, sendo colocadas
2 gramas por tratamento em gerbox sobre um suporte com tela, sendo utilizado papel de filtro e
&gua destilada como substrato. Para o tratamento de envelhecimento artificial (T1) (as sementes
foram tratadas com o fungicida Captan) e foram estocadas em caixas que foram vedadas com
pléstico. Essas sementes foram coletadas em 1995. Foram colocadas em estufa incubadora, sem-
luz, numa temperatura de 42°C por 96 horas. Posteriormente, as sementes foram armazenadas em
camara seca (21°C) e realizou-se testes de germinagcdo com quatro repetices sob temperatura de
25°C e 12 horas de luz; o teste de germinacdo foi redlizado no 15° dia mediante contagem das
plantulas, medindo-se a viabilidade dos lotes. Esse tratamento funcionou como testemunha para este
trabalho. Para os tratamentos de envelhecimento natural, foram escolhidas as sementes coletadas em
1985 (T2), 1990 (T3) e 1995 (T4). Em ambos os tratamentos (natural e artificial), foram utilizadas
sementes de progénies de meios irmédos de uma Unica arvore matriz e do mesmo lote da Cia. Suzano
de Papel e Celulose, sendo também redlizado teste de germinac&o, nas mesmas condi¢des descritas
acima, para as sementes envelhecidas naturalmente.

Eletroforese deisoenzimas

Para a realizacdo dos testes com isoenzimas, foram escolhidos, aleatoriamente, 20 individuos
de cada tratamento que permaneceram em casa de vegetacao.

A extracdo das enzimas foi feita por meio da maceracdo manual de 0,2 g de limbo foliar das
plantulas com 90 dias e adicdo de 500 pl de solugdo de extragdo nimero 1 de ALFENAS et al.
(1991), sendo que o liquido extraido era acondicionado em “ependorffs’ mantidos dentro do gelo.

Os extratos obtidos eram centrifugados e o sobrenadante micropipetado em pedagos de papel
de filtro com 5 x 10 mm sendo, em seguida, colocados no gel. Foi feita a quantificacdo de proteina
pelo método de BRADFORD (1976), utilizando albumina bovina como padréo, sendo que em cada
papel de filtro foi colocado 0,104 ug de proteina retirados dos extratos. Cada gel acondicionava
vinte amostras, aém de dois pedacos de papel de filtro contendo solugdo marcadora de azul de
bromofenol a 0,1 % colocados nas extremidades. A solugdo marcadora serviu para padronizar as
disténcias alcancadas pelas isoenzimas.

Os sistemas isoenziméticos realizados foram: a-esterase (EST - EC 3.1.1.1), fosfatase é&cida
(ACP - EC 3.1.3.2), peroxidase (PER - EC 1.11.1.7) e malato desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37).
Os sistemas de tampéo gel/eletrodo utilizados foram: tris-citrato (SOLTIS et al. 1982) e citrato-
morfolina (CLAYTON e TRETIAK, 1972).
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O meio suporte empregado foi o gel horizontal de penetrose de milho 30 e amido de batata
(Sigma) numa concentracdo de 11,5% na proporcdo 3:1, mantido sob refrigeracéo durante toda a
corrida. Apds 30 minutos do inicio da corrida os papéis de filtro contendo o extrato eram retirados, e
0 tempo total da corrida era de 12 a 14 horas, quando o marcador de bromofenol atingia 8,0 cm de
migracdo em média

Feito isso, 0s géis eram cortados em duas fatias de 2,0 mm de espessura e preparados para
coloracdo. ApOs a revelagdo, estes eram colocados em bastidores de madeira envoltos em papel
celofane para que secassem, permitindo arealizagdo das leituras em espectrofotometro.

Atividade especifica etotal da peroxidase

A atividade da peroxidase foi feita segundo metodologia descrita por ALLAIM et al. (1974)

e modificado por LIMA (1994). Cinco plantulas de cada tratamento foram maceradas em tampé&o
fosfato de sddio 0,2 M (pH 6,7) e centrifugados a 10.000 rpm por vinte minutos. Do sobrenadante,
0,5 ml era pipetado em tubos de ensaio, sendo adicionado 0,5 ml de tampéo fosfato de potéssio e
mais 0,5 ml de dois tipos de solugbes, uma contendo &gua oxigenada e outra contendo 4-
aminoantipirina (AAP). Apos 5 minutos em banho-maria a 30°C a reagdo era interrompida com
acool absoluto e a absorbancia eralida a 505 nm, sendo que:
U= VsxDss X (6,58xT)"
Em que:U = atividade especifica;

V¢ = volume final da solucéo;

Dsos = absorbancia lida a 505 nm;

6,58 = absorvidade molar;

T = tempo da reagéo.
Ut =U=+P
Em que U, = atividade total,

P = peso da amostra.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Testes de Germinagao

A taxa de germinagdo decresceu com o aumento do tempo de armazenamento das sementes,
sendo que as sementes envelhecidas artificialmente apresentaram menor vigor (54,9%), quando
comparadas com os tratamentos das sementes envelhecidas naturamente (Teste de Tukey, 5%),
demonstrando que o tratamento das sementes colocadas a 42°C e 100% de UR por 96 horas
provocou um declinio na germinacdo destas (Figura 1). O estresse do tratamento de envelhecimento
artificial foi maior, causado provavelmente pela temperatura utilizada no método (42°C); apesar de
ser prescrita em testes de envelhecimento precoce PELA ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED
ANALYSTS (1983), BLANCHE et al. (1988) e CHAISURISRI et al. (1993) recomendam
temperaturas mais baixas, até 37°C para sementes florestais.
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FIGURA 1: Germinagdo de sementes envelhecidas artificialmente (T1) e naturamente (T2- colhidas
em 1985, T3 — colhidas em 1990 e T4 — colhidas em 1995).

Atividade da peroxidase

A peroxidase utiliza o peréxido de hidrogénio para oxidar uma grande variedade de
substéncias doadoras de hidrogénio como fendis, grupos com anéis aromaticos, diaminas, acido
ascorbico, aminoécidos e aguns ions inorganicos (NKANG, 1996). S0 mondmeros de peso
molecular de 40.000 daltons constituidos de carboidratos e proteinas combinados com porfirina
férrica. Sua mobilidade eletroforética pode ser alterada consideravelmente pela temperatura e pH
(LIU, 1975).

Pelo fato dessa enzima possuir uma reagdo diferente para cada substrato empregado (O-
dianisidina, guaiacol, benzidina, &cido ascorbico, etc.), o méodo eletroforético em gel de amido
descrito por ALFENAS et al. (1991) nd mostrou nenhuma atividade sendo, por isso, utilizado o
método de atividade parcial e total de peroxidase descrito por ALLAIM et al. (1974) e modificado
por LIMA (1994).

A atividade dessa enzima varia com o tipo de tecido e estadio de desenvolvimento da planta,
sendo sua atividade inversamente proporciona ao crescimento do individuo. Esse sistema enzimético
tem sido usado como modelo para estudar o controle hormonal e os processos de crescimento nas
plantas (DENNA & ALEXANDER, 1975). Pode também estar relacionada a peroxidagdo de lipidios
e, assim como as fosfatases &cidas, ao processo de envelhecimento (WILSON & MC DONALD Jr,
1986 e VIEIRA & CARVALHO, 1994).
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TABELA 1: Média, desvio padrdo e resultado da andlise estatistica dos valores da atividade total
(Uy) da peroxidase em umol de H,O,/min, conforme metodologia descrita por ALLAIM
et al., (1974) e modificada por LIMA (1994).

Tratamentos | Ut(umol de H,O,/min)
Sementes envelhecidas artificialmente 0,0418 a+ 0,0026
Sementes coletadas em 1985 0,0386 a+ 0,0099
Sementes coletadas em 1990 0,029 b + 0,0056
Sementes coletadas em 1995 0,0242 b + 0,0049

Em que: CV = 7,85%; Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia (Teste
de Tukey).

No presente trabalho a atividade da peroxidase foi muito baixa, variando de 0,024 a 0,041
pmol de peréxido/minuto (Tabelal e Figura 2).
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FIGURA 2: Atividade total da peroxidase (mmol de H,O,/min.).

A baixa atividade da peroxidase em sementes ortodoxas também foi observada em coniferas
por PITEL & CHELIAK (1986). Observou-se um aumento na atividade dessa enzima
acompanhando o aumento no tempo de armazenamento, sendo maior para as sementes que sofreram
envelhecimento artificial. Esse fato pode ser explicado pela oxidagdo imediata das substancias
toxicas, principalmente fenois, acumuladas no processo de deterioracéo.

Atividade isoenzimética

Para a malato desidrogenase, nos dois locos observados (MDH-1 e MDH-2), a atividade foi
lida a 340 nm e aumentou gradualmente com o tempo de armazenamento, mostrando-se mais ata
nas sementes envelhecidas artificialmente (Figura 3). O loco mais rapido possui padréo monomorfico
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e 0 mais lento, com 2 aelos, possui estrutura dimérica. Essa enzima tem uma importante fungéo
metabdlica na regulacéo ibnica, gjuste osmotico e producdo de NADPH, participa da fotorrespiragdo
e atua na fixagdo de CO,, sendo que cada funcdo depende da localizacdo da enzima dentro da planta
(mitocondrias, peroxissomas ou cloroplastos) (TING et al., 1975). PITEL & CHELIAK (1986)
também observaram um aumento gradual na atividade da MDH com a estratificacdo de sementes.
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FIGURA 3: Atividade (nm) dos sistemas enzimaticos MDH, a-EST e ACP por densitometria (T1 —
sementes envelhecidas artificialmente; T2, T3 e T4 sementes colhidas em 1985, 1990 e
1995 respectivamente).

EST-1 EST-2 EST-3 ACP-1
Sistemas Enzimaticos

A a-esterase é uma enzima monomeérica para os trés locos observados (a-EST-1, a-EST-2 e
a-EST-3) (MORI, 1993 e MORAN & BELL, 1983). Na primeira zona de atividade ou loco houve
uma diminuicdo na atividade da enzima com o tempo de armazenamento, sendo que a maior
atividade foi de quase 100% para as sementes mais novas, coletadas em 1.995 (T4). Na segunda, as
sementes colhidas em 1.985 mostraram maior atividade, porém, houve uma tendéncia de aumento da
atividade com o armazenamento. O terceiro loco apresentou baixa atividade, sendo que a tendéncia
foi de aumento para as sementes mais velhas (Figura 3).

A fosfatase écida (ACP) atua no metabolismo de carboidratos e fosfatos, participa da
mobilizac8o das proteinas de reserva, principalmente durante a germinagdo e crescimento da
plantula, estando presente nos corpos de proteina durante o desenvolvimento da semente e sendo
ativada durante a germinaco (DeMASON et al., 1989). E uma enzima de estrutura monomérica
com um loco e dois aelos. Sua atividade foi lida a 300 nm e mostrou decréscimo com o tempo de
armazenamento, mostrando-se um pouco baixa em todos os tratamentos (menos de 50%) (Figura 3).
SELVA MEENA & SEN-MANDI (1992) observaram que tratamentos severos de envelhecimento
artificial podem resultar na ativagdo das fosfatases da membrana, possivelmente durante a exposicao
as altas temperaturas em conseqiiéncia do choque térmico enquanto que nas sementes e/ou embrides
envelhecidos naturalmente ocorre um processo gradual de inativagdo da atividade da ACP. Para essa
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enzima as diferencas entre os tratamentos ndo foram significativas, ndo sendo um parametro eficiente
de andlise paratal estudo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que:

Houve diminuicéo do vigor das sementes envelhecidas artificialmente, quando comparadas com as
sementes armazenadas por treze anos.

A peroxidase possui atividade muito baixa, porém foi observado um crescimento na atividade
com relagdo ao aumento da idade das sementes.

Houve um aumento na atividade para a maioria dos sistemas avaliados (PER, MDH-1 e 2, a-EST
-2e3).

Observou-se uma diminuigdo acentuada na atividade enzimética para a-EST-1.

Em todos os tratamentos os valores da atividade enzimética para ACP -1 ndo foram significativos.
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