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Resumo

MADRUGA, Patricia Marini. Atividade respiratéria e bioquimica de sementes de
arroz submetidas a diferentes temperaturas. 2010. 49f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pés-Graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas - RS.

A respiracdo e a atividade enzimatica sdo fundamentais para o desenvolvimento
normal do processo de germinacdo e preparo para o crescimento subsequente do
embrido. Sabendo que estes eventos sdo influenciados principalmente pela
temperatura, e que esta pode interferir na viabilidade da semente, o objetivo desta
pesquisa foi determinar a atividade respiratéria de sementes e atividade enzimatica
de plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim cujas sementes foram previamente
submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h, bem como,
relacionar estas variaveis com a qualidade fisiolégica das sementes. A taxa
respiratéria e a atividade enzimatica das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) e malato desidrogenase (MDH) foram determinadas nas sementes e
plantulas, respectivamente. Além de testes considerados eficientes para identificar o
potencial de desempenho das sementes como germinagao (G), primeira contagem
da germinagdo (PCG), indice de velocidade de germinagado (IVG), condutividade
elétrica (CE), comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR), assim como massa
seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). A qualidade fisiolégica das sementes e
plantulas foi influenciada pela temperatura. A taxa respiratéria das sementes e a
atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e malato
desidrogenase (MDH) nas plantulas de arroz, oriundas de sementes previamente
expostas a diferentes temperaturas foi mais alta em 35°C, porém, isto ndo significa
melhor eficiéncia destes processos, visto que a baixa qualidade fisiolégica das
sementes de arroz foi detectada nos testes de referéncia (G, PCG, IVG, CPA, CR,
MSPA, MSR e CE) das sementes que foram expostas a 35°C, afetando o
crescimento inicial das plantulas e a capacidade destas em acumular biomassa
seca. Portanto, conclui-se que as sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim tiveram
sua maior qualidade fisiolégica na temperatura de 25°C e em 15; 30 e 35°C
apresentaram menor qualidade de sementes. Em relacdo a atividade respiratoria e
enzimatica, as sementes mostraram relagdo com a viabilidade e o vigor das
sementes.

Palavras-chave: Semente. Respiracado. Qualidade fisiolégica. Enzimas.



Abstract

MADRUGA, Patricia Marini. Respiratory and biochemistry activies of Rice seeds
under different temperatures. 2010. 49f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-
Graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas -RS.

Respiration and enzymatic activity are essential for normal development of the
germination process and preparation for the subsequent growth of the embryo.
Knowing that these events are mainly influenced by temperature, and this can
interfere with seed viability, the goal of this research was to determine the respiratory
rates of seeds and enzymes activies of rice seedlings BRS 7 Taim, whose seeds
were previously subjected to different temperatures (15; 25; 30 and 35°C) for 24h,
and to relate these variables with the seed quality. The respiratory rates and activies
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and malate dehydrogenase (MDH)
were determined in seeds and seedlings, respectively, and testing efficient in
identifying the potential performance of the seeds as germination (G), first count
germination (FCG), germination speed index (GSl), electrical conductivity (EC),
length of shoot (SLA) and roots (RL) and dry weight of shoot (SDW) and root (RDW).
The physiological quality of seeds and seedlings was influenced by differents
temperatures. The respiratory rates of seeds and the activity of the enzymes glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and malate dehydrogenase (MDH) in the rice
seedlings, grown from seeds previously exposed to several temperatures was
highest at 35°C, but this did not mean better efficiency of these processes, whereas
the low physiological quality of rice seeds was detected in tests of reference (G,
FCG, GSI, SL, RL, SDW, RDW and EC) of the seeds that were exposed to 35°C,
affecting the initial growth of seedlings and the capacity these accumulate in
biomass. Therefore, it is concluded that seeds of rice BRS 7 Taim had their higher
physiological quality in a temperature of 25°C and at 15; 30 and 35°C had lower
quality seeds. In relation to respiratory activies and the enzyme showed relations hip
with seed viability and vigor.

Keywords: Seed. Respiration. Physiological quality. Enzimes.
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1 INTRODUCAO

A germinagdo da semente € considerada como a retomada das atividades
metabdlicas do eixo embrionario, o qual se encontrava em repouso nas fases finais
do processo de maturacdo, porém, quando estimulado por condi¢des do ambiente,
desenvolve-se, ocorrendo entdo o rompimento do tegumento pela radicula. Essa é
uma fase critica do biociclo vegetal pelo fato do processo estar associado a varios
fatores de natureza extrinseca (fatores do ambiente fisico) e intrinseca, ou seja, a
processos fisiometabdlicos (POPINIGIS, 1977; BEWLEY; BLACK, 1994; SANTOS,
1999; MARCOS FILHO, 2005).

O processo de germinagcdao compreende uma seqiéncia de reacdes
bioquimicas onde as substancias de reserva sdo desdobradas, transportadas e
ressintetizadas no eixo embrionario. Apdés a hidratacdo das sementes ocorre um
incremento no metabolismo, observado pelo aumento da taxa respiratéria e ativacao
de enzimas respiratérias e hidroliticas (HOFS et al., 2004).

A temperatura influencia o metabolismo das sementes, alterando processos
bioquimicos ou fisioldgicos, existindo temperaturas limitantes e étimas para a
germinagdo. A temperatura € responsavel ndo somente pela velocidade de
germinacao como também pelo percentual final de germinacao (CARVALHO et al.,
2001; FERRAZ-GRANDE; TAKAKI, 2001; MEDEIROS-SILVA et al., 2002;
SOCOLOWSKI ; TAKAKI, 2004).

Cada espécie possui um espectro de temperaturas em que a germinacao ira
ocorrer, embora a faixa de 20°C a 30°C mostre-se adequada para a germinacao de
grande numero de espécies subtropicais e tropicais (BORGES; RENA, 1993). A
temperatura étima proporciona a maxima porcentagem de germinagdo no menor
espaco de tempo (BEWLEY; BLACK, 1994). Sob temperatura baixa, a embebicao
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pode ocorrer, mas podera ndo ser seguida pelo crescimento do embrido, ou
promover ainda danos ao embrido ou as plantulas, também poderdo impedir a
conclusdo do processo. Similarmente, altas temperaturas podem permitir a
embebicdo, mas nao permitem o crescimento do embrido e o estabelecimento da
plantula (BRADBEER, 1988). Estas diferencas de comportamento na germinacao,
em relacdo a temperatura, estdo em funcao da qualidade fisiol6gica da semente, ou
seja, seu grau de maturidade fisiol6gica na colheita ou do progresso da deterioragao.

A qualidade da semente compreende uma série de caracteristicas e atributos
que determinam o seu valor para semeadura, dentre as caracteristicas mais
relevantes, sdo consideradas as de natureza genética, fisica, fisiolégica e sanitaria
que influenciam na capacidade da semente em originar plantas vigorosas e
representativas da cultivar (MAIA et al., 2007).

O vigor das sementes € o reflexo do conjunto de caracteristicas que
determinam o seu potencial fisiolégico, ou seja, a capacidade de apresentar
desempenho adequado quando expostas as condicbes diferentes de ambiente
(MARCOS FILHO, 1994). A perda do vigor das sementes esta relacionada com os
eventos iniciais da sequiiéncia de deterioracdo, a qual proporciona alteracdes
fisiolégicas, bioquimicas, fisicas e citolégicas, culminando com a morte da semente
(MARCOS FILHO, 2005).

A temperatura e a umidade sdo as principais causas da deterioracdo da
semente. Como a semente apresenta respostas fisioldgicas e bioquimicas variaveis
em temperaturas diferentes, é recomendavel determinar a influéncia desta na
qualidade fisiologica de cada espécie de interesse (NASCIMENTO, 2000).

Desta forma, torna-se relevante o uso de testes rapidos que possibilitem a
deteccdo dos estagios iniciais da deterioragdo, relacionados ao sistema de
membranas, atividade enzimatica e reducdo dos mecanismos energéticos
(LAMARCA, 2009).

Dentre os varios métodos utilizados para a avaliagcdo da deterioracdo, uma
das alternativas é submeter as sementes a medicao de sua atividade respiratéria e
enzimatica em condi¢des de diferentes temperaturas.

A atividade respiratéria é a principal produtora de energia para a continuidade
do metabolismo. A respiracao celular é dividida em trés etapas: glicélise, ciclo de
Krebs e cadeia de transporte de elétrons (FLOSS, 2006). O processo de respiracao

consiste na oxidacao de substancias organicas num sistema celular com a liberacao
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gradativa de energia, por meio de uma série de reacdes, tendo oxigénio molecular
como aceptor final de elétrons. A respiracdo € a primeira atividade metabdlica,
acompanhando a re-hidratacdo da semente, que de valores infimos, sobe a niveis
bastante elevados, poucas horas apo6s o inicio da embebigcdo (POPINIGIS, 1977;
FERREIRA ; BORGUETTI, 2004; MARENCO ; LOPES, 2005, MENDES, 2008).

Diante disso, € possivel inferir que a temperatura, pode influenciar na
viabilidade e no vigor da semente interferindo, por exemplo, na sua atividade
respiratéria e enzimatica. Sementes de soja colhidas antes da maturacao fisiol6gica
possuem menor atividade respiratoria na fase inicial do processo de germinacao,
tendo menor potencial de vigor, neste caso ha relacdo entre vigor e atividade
respiratéria de sementes (MILES, 1986). Portanto, dentre as diferentes formas de
verificagcdo da qualidade fisioldgica em sementes, 0 processo de respiracdo tem
merecido especial atencao, pela alta relacao entre este fendmeno e a qualidade da
semente (MENDES, 2008).

Diferentes temperaturas conduzem a mudancas na atividade enzimatica,
alterando a taxa respiratoria e indicando também transformagdes degenerativas nas
sementes. Como exemplo, em sementes de soja, a alta atividade da enzima alcool
desidrogenase verificada por Bock (1999), indica aumento na respiragdao anaerdbica
em funcédo do acréscimo no grau de hidratacdo das sementes. As alteracdes na
fisiologia das sementes estdo indiretamente relacionadas com a integridade das
membranas celulares, as quais dependem da natureza das enzimas e proteinas
estruturais de cada espécie, no entanto, essas variagdes em nivel de membranas
nem sempre podem ser avaliadas por testes de germinacgéo e vigor (VIEIRA, 1996).
Logo, uma alternativa bastante enriquecedora seria também avaliar a resposta ao
estresse por temperatura nas sementes, por meio da expressdao da atividade de
certas enzimas associadas a hidrolise de reservas, como a degradacao de amido e
sintese de acucares no endosperma ou a biossintese de tecidos novos, processos
essenciais para a germinacdo (DEVI et al., 2007). Diversos trabalhos foram
desenvolvidos no sentido de avaliar as mudancas nas atividades de enzimas que
ocorrem nas sementes e plantulas estressadas. Normalmente, nesses trabalhos sédo
utilizadas enzimas importantes no processo de respiracao celular, como por
exemplo, a malato desidrogenase (COUTINHO et al., 2007).

Dentre as alteracdoes enzimaticas mais freqlientes durante o processo de
deterioracdo, destacam-se mudancas na atividade de enzimas respiratérias, o que
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acarreta problemas a respiracdo e atividades gerais de sintese, provocando,
consequentemente, problemas na germinagdo e no vigor da semente. Diante do
exposto acima, é interessante verificar a influéncia de diferentes temperaturas na
atividade de algumas enzimas respiratérias como a glicose-6-fosfato desidrogenase,
que atua na rota alternativa das pentoses monofosfatadas, sendo responsavel pela
manutencdo de um nivel adequado de NADPH nas células (LIN et al., 2005), e a
enzima malato desidrogenase, que catalisa a conversao de malato a oxaloacetato,
tendo importante fungao dentro do ciclo de Krebs, além de participar do movimento
de malato através da membrana mitocondrial em outros compartimentos celulares
(SPINOLA et al., 2000).

Portanto, a finalidade desta pesquisa foi determinar possiveis alteracdes na
atividade respiratéria e enzimatica de sementes e plantulas de arroz da cultivar BRS
7 Taim submetidas a diferentes temperaturas, bem como, relacionar estas variaveis

com a qualidade fisiol6gica da semente.



2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério Didatico e de Pesquisa em
Sementes do Departamento de Botanica e no Laboratério de Bioquimica Vegetal do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram
utilizadas sementes de arroz irrigado (Oryza sativa) da cultivar BRS 7 Taim, da safra
de 2008, obtidas no centro de pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado -CPACT
- EMBRAPA. A atividade respiratoria, enzimatica e a viabilidade e o vigor das
sementes e plantulas de arroz foram determinadas submetendo as sementes as
temperaturas de 15; 25; 30 e 35°C durante 24h.

2.1- EXPERIMENTO 1: Qualidade fisiologica de sementes de arroz submetidas
a diferentes condicoes de temperatura

Os testes de qualidade fisiol6gica (viabilidade e vigor de sementes), foram
realizados apGs a obtencdo das diferentes temperaturas da massa de sementes de
arroz cultivar BRS 7 Taim: 15; 25; 30 e 35°C. As sementes foram armazenadas na
temperatura de estudo por um periodo de 24h e, em seguida, foram submetidas aos

seguintes testes:

2. 1.1- Teste de germinacao

Este teste foi conduzido com 200 sementes (quatro subamostras de 50
sementes) para cada repeticao, totalizando quatro repeticbes. Como substrato foi
utilizado rolos de papel especial para germinacdo. Os substratos foram previamente
umedecidos com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a sua massa inicial e



17

mantidos em germinador a 25°C, conforme as Regras de Analise de Sementes
(BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de germinacao,

evidenciando o numero de plantulas classificadas como normais.

2.1.2 - Primeira contagem de germinacao
Este teste foi conduzido juntamente com o teste de germinacdo, sendo a
primeira contagem para o arroz aos cinco dias apdés a semeadura. Os resultados

foram expressos em porcentagem de plantulas normais;

2.1.3 - indice de velocidade de germinacao

Este teste foi realizado conjuntamente com o teste de germinacdo (BRASIL,
2009). Contagens diarias foram realizadas a partir da protrusdo da radicula pelo
tegumento da semente, até que o numero de plantulas emersas permanecesse
constante e o resultado foi obtido pela média dos indices das repeticdes.

O ultimo dia de contagem para este teste foi 0 mesmo prescrito pelas Regras
para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), para o teste de germinacdo. O calculo
da velocidade de germinacao (IVG) foi efetuado de acordo com Maguire (1962)
utilizando a seguinte férmula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gi/Ti, onde, G1, G2, Gi
referem-se ao numero de plantulas germinadas ocorrida a cada dia, sendo, T1, T2,

Ti o tempo em dias de semeadura da primeira, segunda e ultima contagem.

2.1.4- Comprimento da parte aérea e das raizes das plantulas

Os dados relativos ao comprimento da parte aérea e das raizes foram obtidos
pela média de 40 plantulas por repeticdo ao final do teste de germinacao. A medicao
do comprimento foi obtida com auxilio de uma régua graduada e os resultados

expressos em mm plantula™.

2.1.5 - Massa seca de parte aérea e das raizes das plantulas
Ao final do teste de germinacao foi realizada a determinacdo da massa seca
das plantulas, a qual foi obtida gravimetricamente em estufa a 70 + 1°C até obter

massa constante e os resultados expressos em mg plantula™.
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2.1.6 - Condutividade elétrica

Para este teste foram utilizadas quatro subamostras de 25 sementes por
repeticdo, sendo quatro repeticdes por tratamento, ou seja, para cada temperatura
testada. Primeiramente, foi determinada a massa das sementes secas, as quais
foram colocadas em copos de béquer com 80mL de 4gua deionizada e mantidas em
germinador com temperatura constante de 25°C. ApGs os periodos de trés e 24h, os
recipientes foram retirados do germinador, suavemente agitados e, imediatamente,
realizadas as leituras em condutivimetro de bancada Digimed CD-21. Também, foi
realizada a leitura da agua deionizada.

Para a obtencdo do valor da condutividade elétrica da solugdo contendo as
sementes foi subtraido o valor da condutividade lida no condutivimetro do valor da
leitura da agua deionizada, dividindo-se o valor obtido pela massa seca das 25
sementes, sendo os resultados expressos em pSm’'g' de sementes utilizando a
metodologia descrita por Krzyzanowski, (1991).

2.2 - EXPERIMENTO 2: Atividade respiratoria de sementes de arroz submetidas

a diferentes condicoes de temperatura

2.2.1- Atividade respiratoria (AR)

A atividade respiratéria das sementes de arroz da cultivar BRS 7 Taim foi
determinada no aparelho de Pettenkofer, variando a temperatura da massa das
sementes (15; 25; 30 e 35°C), por um periodo de 24h.

Para a obtencéo das diferentes temperaturas da massa de sementes de arroz
da cultivar BRS 7 Taim (15; 25; 30 e 35 C), e, posterior medicdo da respiragdo, 100
gramas de sementes de arroz foram colocadas em um frasco armazenador de
amostra do aparelho de Pettenkofer, juntamente com um termémetro. Os frascos
com as sementes foram levados para camara tipo BOD na temperatura desejada,
onde permaneceram pelo periodo de 24h.

A metodologia para a medicdo da atividade respiratéria de sementes foi
descrita por Mendes (2008), com modificagdes.
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A liberacdo de CO, pelas sementes foi medida em aparelho de Pettenkofer,
constituido por dois frascos lavadores de gases contendo hidroxido de sddio, cuja
finalidade foi reter o CO, do ar do ambiente; um frasco para armazenamento das
sementes isento de CO, do ar ambiente e um frasco contendo hidréxido de bario,
que reage com o CO, proveniente da atividade respiratéria das sementes resultando
na formacao de carbonato de bario, precipitado branco, formado na amostra que é
quantificado por titulagéo. Os frascos estavam interligados por mangueira de silicone
e esta acoplada a uma trompa aspiradora de ar. O fluxo de ar foi regulado por meio
de uma torneira, de modo que permitiu regular a velocidade do ar por meio da
contagem de bolhas formadas nos frascos.

Apbs o tempo de exposicdo das sementes as temperaturas de 15; 25; 30 e
35°C durante 24h, as sementes foram colocadas para embeber no frasco de
armazenamento por 60min, em banho-maria. Em seguida foi retirado o excesso de
agua e conectou-se o frasco de armazenamento aos demais frascos, o que permitiu
registrar a atividade respiratoria, calculada pela quantidade de diéxido de carbono
liberado por grama de semente por hora (CO; liberado g' semente h™). Apés o
periodo de permanéncia no aparelho, foram coletadas trés aliquotas de BaCO3; em
cada repeticdo. As amostras recém coletadas em erlenmeyer, apds receber duas
gotas de fenolftaleina, foram submetidas a titulacao com acido cloridrico HCI 0,1N.
No ponto de viragem, foi registrado o volume de HCIl gasto em cada uma das
repeticoes, o qual esta diretamente relacionado com a quantidade de CO. fixado
pela solucdo de BaOH, utilizado para a determinagcédo da atividade respiratéria das
sementes, uma vez que o didxido de carbono fixado é proveniente do seu processo
de respiracao.

O calculo final da atividade respiratéria foi realizado com base na média de
quatro repeticoes, cujo resultado foi expresso em quantidade de CO. liberado por
grama de semente por hora (ugCO. liberado g' semente h™), utilizando-se a
seguinte equacao: N X D X 22, sendo, N= normalidade do acido usado (HCI 0,1N); D
a diferenca entre a prova em branco e a amostra e 22 = normalidade do CO..
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2.3 - Experimento 3: Atividade de enzimas respiratorias em plantulas

provenientes de sementes previamente submetidas a

diferentes condicoes de temperatura

Plantulas oriundas de sementes submetidas a diferentes temperaturas,
provenientes do experimento 1, foram utilizadas para a determinacdo das enzimas
malato desidogenase (EC 1.1.1.37) e glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49)
aos cinco e 14 dias apds a semeadura (DAS).

2.3.1- Obtencao do extrato enzimatico bruto

O extrato enzimatico bruto para a determinacdo das atividades da malato
desidogenase (EC 1.1.1.37) e glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) foi
obtido pela homogeneizacao de aproximadamente 0,800g de material vegetal (parte
aérea e raizes das plantulas) em nitrogénio liquido e polivinilpirrolidona (PVPP 1%
p/v), seguida pela adicdo de 10mL de tampao de extracao TRIS 0,1M, pH 7,5,
contendo EDTA 3mM e DTT 1mM. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g, por
20min, a temperatura de 4°C + 1°C, segundo McCUE et al. (2000), com
modificagées. O sobrenadante obtido foi dessalinizado em coluna sephadex G-25
médio (PD 10; Amersham Pharmacia Biotech) para remover possiveis moléculas
como acucares redutores, inibidores, entre outros, que pudessem interferir nas
leituras. O eluido foi em seguida, utilizado nos ensaios para a determinagdo da
atividade das enzimas. Todas as etapas necessdrias ao processo de extracdo foram

executadas a temperatura de 4°C, em camara fria.

2.3.2- Determinacao da atividade da malato desidrogenase (EC 1.1.1.37)

A posicdo de equilibrio da reacdo catalisada pela enzima malato
desidrogenase (MDH) favoreceu a reducdo de oxaloacetato para malato. A
determinacao da atividade foi, entdo, baseada na medida da razdo de oxidacédo de
NADH (decréscimo em densidade Optica a 340nm) na presenca da enzima e de
oxaloacetato. A atividade da malato desidrogenase foi determinada, segundo

metodologia descrita por Ochoa (1955), com modificagdes, pela adicdo de 25uL do
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extrato enzimatico ao meio de reacao constituido de 200uL NADH 0,1mM; 300uL de
oxaloacetato 0,253mM e tamp&o de ensaio TRIS 0,1M, pH 7,5 em um volume final
de 3000uL, a 25°C. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 340nm e os
resultados expressos por pmol de NAD* oxidado g”' MF min™.

2.3.3- Determinacao da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase
(EC1.1.1.49)

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi determinada pela
adicdo de 200uL de extrato enzimatico ao meio de reagdo constituido de 100uL
NADP 0,2mM; 100uL de MgCl, 3,3mM, 100uL glicose-6-fosfato 3,3mM e tampéao de
ensaio TRIS 0,1M, pH 7,5 em um volume total de 3000uL, a 25°C. A atividade da
G6PDH foi determinada por meio do monitoramento do aumento da absorbancia em
340nm como resultado da reducdo de NADP*, sendo os resultados expressos em
umol de NADPH g™' MF min™ (DUKE et al. 1977).

2.4 — Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. Os dados relativos as variaveis mensuradas foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Além dessas anadlises, os dados foram submetidos a analise de
regressao polinomial utilizando-se o software SAS (2002).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia (Tab. 1) mostrou que a temperatura teve efeito
significativo (p<0,05) na porcentagem de germinacdo (G), primeira contagem de
germinagdo (PCG) e no indice de velocidade de germinacdo (IVG), ocorrendo
respostas diferenciadas na G, PCG e IVG em relagdo as temperaturas testadas. O
coeficiente de variagcdo foi baixo, refletindo o adequado controle das técnicas
experimentais, proporcionando confiabilidade nos resultados obtidos.

Tabela 1 - Andlise de variancia para o carater germinacao (G); primeira contagem
de germinacao (PCG) e indice de velocidade de germinacéo (IVG) em
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes
condigcdes de temperatura (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério
de Analise de Sementes do Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas,

RS, 2009
QM
Fonte de variagéo GL G (%) PCG (%) VG
Temperatura (T) 3 195,68* 242 ,52* 83,70*
ERRO 11 5,53 0,60 0,31
Média Geral - 8,84 25,21 15,84
CV (%) - 2,87 3,08 3,52

* Significativo a 5% de probabilidade de erro. GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado Médio; CV = Coeficiente de
variagao, em porcentagem.

Os valores médios obtidos de G, PCG e IVG em resposta as diferentes
temperaturas (15; 25; 30 e 35 C) estdo apresentados na Tab.2.
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Tabela 2 - Valores médios para o carater germinacao (G); primeira contagem de
germinagdo (PCG) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) em
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes
condicdes de temperatura (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério
de Analise de Sementes do Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas,

RS, 2009
Temperatura G (%) PCG (%) IVG
15°C 86,62 A 19,57 C 12,69 C
25°C 87,87 A 33,52 A 20,67 A
30°C 80,26 B 30,11 B 18,76 B
35°C 72,62 C 17,66 D 11,26 D

*Médias seguidas de letras mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A porcentagem de germinacao de sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim, foi
maior e sem diferencas significativas nas sementes submetidas por 24h as
temperaturas de 15 e 25°C, diminuindo significativamente nas temperaturas mais
elevadas de 30 e 35°C (Tab. 2).

Cada espécie apresenta uma temperatura minima, maxima, e étima para a
germinacao, e dentro de cada espécie, podem existir diferencas marcantes entre as
cultivares quanto a germinacao nas diferentes temperaturas (NASCIMENTO, 2000).
Temperaturas muito baixas ou muito altas poderao alterar tanto a velocidade quanto
a porcentagem final de germinacao. Os resultados encontrados por Steiner et al.
(2009), que avaliaram o efeito de diferentes temperaturas sobre a porcentagem de
germinagdo de sementes de rabanete, evidenciaram que a temperatura de 35°C
influenciou negativamente a germinacdo de duas das cinco cultivares testadas. A
qualidade das sementes de coentro, submetidas a varias temperaturas (15; 20; 25;
30 e 35°C), foi melhor entre 15 e 25°C, ocorrendo a porcentagem maxima de
germinagao nesse intervalo de temperatura, sendo praticamente nula a 35°C em
todas as cultivares avaliadas (PEREIRA et al., 2005). Estes resultados corroboram
com os resultados desta pesquisa, onde o0 estresse provocado nas sementes de
arroz da cultivar BRS 7 TAIM evidenciaram o mesmo comportamento com apenas
24h de exposicao dessas sementes nesta temperatura.

Em beterraba, rdcula e salsa baixas temperaturas (10 a 15°C) reduzem a
germinacdo, enquanto a temperatura de 25°C proporciona maior germinacao total
(GOMES et al.,, 2005). Por outro lado, sementes de cenoura expostas a altas
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temperaturas (35 a 40°C) podem atrasar ou inibir a germinacao, comprometendo o
seu estabelecimento no campo (NASCIMENTO ; PEREIRA, 2007a, PEREIRA et al.,
2007). Também, em sementes de almeirdo a germinacao é drasticamente reduzida
em baixas temperaturas (10°C) (PINTO JUNIOR et al., 2009). Embora estes relatos
tenham sido feitos com sementes e condicbes de germinacdo diferentes deste
estudo, € valido ressaltar que independente da espécie e do género, as plantas de
maneira geral, respondem melhor a germinacdo em temperaturas no intervalo de 15
a 25°C, o que pbde também ser comprovado nos resultados deste experimento,
onde as sementes foram estressadas por 24h em diferentes temperaturas e
colocadas para germinar segundo RAS, (2009).

Ao contrario destes resultados, Garcia e Diniz (2003), avaliando o
comportamento germinativo de espécies do género Vellozia sp. em diferentes
temperaturas, verificaram que as menores porcentagens de germinagao ocorreram a
15°C, quando comparadas com temperaturas mais elevadas (20; 25; 30 e 35°C). Do
mesmo modo, ocorre com o efeito de diferentes temperaturas na germinagdo de
sementes de Heliocarpus popayanensis L, onde trés lotes de sementes nao
evidenciaram a germinacdo em temperaturas abaixo de 17,1°C, sendo as
temperaturas 6timas para a analise desses lotes compreendidas no intervalo de
28,1°C e 30,2°C, e, portanto, considerado o ideal para a germinagcao desta espécie
(BRANCALION et al., 2008).

O teste de primeira contagem de germinacgéao, geralmente é utilizado como um
teste de vigor, devido a sua simplicidade e por ser conduzido juntamente com o teste
de germinacdo. A velocidade de germinacdo pode ser utilizada para identificar
cultivares com emergéncia mais rapida em campo ou em estufa, minimizando assim
as condicbes adversas que ocorrem durante a germinacdo e estabelecimento de
plantulas (STEINER et al., 2009).

As sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim germinaram mais rapidamente
quando submetidas a temperatura de 25°C (Tab. 2), o que também foi observado
por Stefanello. (2005), avaliando o efeito de diferentes temperaturas na primeira
contagem de germinacado de sementes de anis (Pimpinella anisum) e funcho (Foeniculum
vulgare), onde obtiveram as germinacées mais rapidas em temperaturas de 20 e
25°C, sendo que para as duas espécies estudadas houve reducdo do numero de
plantulas normais na temperatura de 30°C. Ja as sementes de arroz cultivar BRS 7

Taim mostraram reducao na primeira contagem de germinacao quando as sementes
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foram estressadas por 24h nas temperaturas de 15 e 35°C. A reducdo do poder
germinativo identificado nestas temperaturas possivelmente, decorreu de um
declinio da velocidade do processo, uma vez que o tempo prolongado para o inicio
da germinacgao originou plantulas com tamanho reduzido em relacao as obtidas nas
demais temperaturas de 25 e 30°C. Desse modo, a temperatura influencia no tempo
para o inicio do processo de germinagdo da maioria das sementes, modificando a
velocidade das reacdes quimicas que irdo acionar o desdobramento, o transporte e
a ressintese de substancias para a plantula (BASKIN ; BASKIN, 1988, BEWLEY ;
BLACK, 1994).

Em relacdo ao indice de velocidade de germinacao (Tab. 2), foi possivel
determinar que as sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim apresentaram menor IVG
quando submetidas por 24h as temperaturas de 15 e 35°C. Ao contrario destes
resultados, Carvalho e Nakagawa. (2000), relatam que com temperaturas mais altas
a velocidade de absorcdo de agua e as reacOGes quimicas sao superiores € as
sementes demonstraram maior germinagao. Entretanto, altas temperaturas podem
diminuir o indice de velocidade de germinagdo, causando desorganizacdo do
processo germinativo, sendo que o numero de sementes que conseguem completa-
lo vai diminuindo rapidamente, devido aos efeitos causados sobre atividade de
enzimas e das restricbes de acesso ao oxigénio (MARCOS FILHO, 1986).

A relacao entre as temperaturas e os valores médios das variaveis germinacao
(G), primeira contagem de germinacao (PCG) e indice de velocidade de germinacao
(IVG), sdo apresentados na Fig. 1. A andlise dos dados dessas varidveis permitiu
evidenciar tendéncia quadratica, com altos coeficientes de determinacdo (R?20,89;
p<0,05). A germinagdo mostrou as melhores porcentagens quando as sementes
foram expostas as temperaturas de 20-25°C (Fig. 1A), enquanto a primeira contagem
de germinacao e o indice de velocidade de germinacao atingiram o ponto maximo aos
25°C (Fig. 1B e 1C).
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Figura 1 - Germinagdo (A), primeira contagem de germinagédo (B) e indice de
velocidade de germinacao (C) de sementes de arroz cultivar BRS 7
Taim submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante
24h. Laboratério de Anadlise de Sementes do Departamento de
Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009.
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A analise de variancia (Tab. 3) evidenciou, pelo teste F, efeitos significativos
ao nivel de 5% de probabilidade, para as variaveis comprimento de parte aérea e
das raizes (CPA e CR) e massa seca de parte aérea e das raizes (MSPA e MSR)
das plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim provenientes das sementes submetidas
as temperaturas de 15; 25; 30 e 35°C durante 24h.

Esses resultados mostraram que ocorreram diferencas significativas em
relacdo a estas variaveis de crescimento, quando as sementes de arroz cultivar BRS

7 Taim sao submetidas as temperaturas avaliadas.

Tabela 3 - Analise de variancia para os carateres comprimento de parte area e das
raizes (CPA e CR); massa seca de parte aérea e raizes (MSPA e MSR);
em sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes
temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério de Anélise de
Sementes do Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

QM
Fonte de variacao GL CPA CR MSPA MSR
mmoplantula’  mmoplantula’  mgplantula’  mg plantula’
Temperatura (T) 3 5,45 34,55  0,00031* 0,00021*
ERRO 11 0,09 0,63 0,0000088 0,0000051
Média Geral - 7,64 9,96 0,03 0,02
CV (%) - 4,07 7,97 7,59 8,02

*Significativo a 5% de probabilidade de erro. GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado Médio; CV = Coeficiente de
variagdo, em porcentagem.
O comprimento da parte aérea e de raizes das plantulas de arroz da cultivar
BRS 7 Taim, assim como a massa seca da parte aérea e de raizes (Tab. 4) foram
superiores quando as sementes foram expostas a temperatura de 25°C, durante
24h.
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Tabela 4 - Valores médios do comprimento de parte area e de raizes (CPA e CR) e
da massa seca de parte aérea e de raizes (MSPA e MSR) em sementes
de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes temperaturas (15;
25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério de Analise de Sementes do
Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

Temperatura CPA CR MSPA MSR
mm plantula ™ mm plantula ™ mg plantula’ mg plantula’
15°C 8,12B 9,45B 0,041 B 0,030B
25°C 9,06 A 14,08 A 0,049 A 0,037 A
30°C 6,88 C 9,21 B 0,036 B 0,024 C
35°C 6,51 C 711C 0,028 C 0,020 C

*Médias seguidas de letras mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em contrapartida, essas varidveis foram menores nos tratamentos com
temperaturas de 15; 30 e 35°C, sendo a temperatura de 25°C significativamente
superior tanto no comprimento quanto na massa seca de ambas as partes (Tab. 4).
Estes resultados, de modo geral, estdo de acordo com as demais avaliagcdes da
qualidade de sementes realizadas neste estudo (Tab. 2 e 6).

Diante disso, pode-se inferir que sementes de arroz da cultivar BRS 7 Taim
guando submetidas a temperaturas baixas (15°C) e a temperaturas superiores a 30°C
tém sua qualidade reduzida. Além desta tendéncia observada nas curvas de
regressao, os resultados, relacionando o comprimento e a massa seca da parte aérea
e raiz com diferentes temperaturas, indicam que todas as equagdes apresentadas
permitiram obter estimativas satisfatérias dos dados relativos a estas variaveis, com

coeficientes de determinagdo acima de 0,80 (p<0,05) (Fig. 2).
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Figura 2 - Comprimento de parte aérea (A) e massa seca de parte aérea (B),
comprimento de raiz (C) e massa seca de raiz (D) de plantulas de arroz
cultivar BRS 7 Taim em funcao das temperaturas (15; 25; 30 e 35°C)
durante 24h. Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com sementes de trés
cultivares de alface, submetidas a diferentes temperaturas (20; 25; 30 e 35°C),
sendo 35°C a temperatura menos eficiente, por impedir a germinagcédo das sementes,
enquanto que para duas das trés cultivares avaliadas foi evidenciado maior

comprimento de plantula nas temperaturas de 20 e 25°C (MENEZES et al., 2000).
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Consequentemente, o que demonstra maior vigor dessas sementes, visto que
sementes de alto vigor originam plantulas com maior taxa de crescimento devido a
melhor capacidade de metabolizac&o de reservas (DAN et al., 1987).

A temperatura exerce forte influéncia no desenvolvimento da planta de arroz,
com consequéncia na produtividade de graos. Valores altos de temperatura do ar,
maior que 35°C, concorrem para o aumento da respiracao e, como efeito, diminuem
o crescimento da planta de arroz e a produtividade da cultura (SILVA, 2010).

A anadlise de variancia para a condutividade elétrica (CE) mensurada em
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim € apresentada na Tab. 5. Esta analise
possibilitou identificar a interacdo dupla entre os fatores de tratamento (Temperatura
x Periodo) para o carater mensurado (CE). Isto indica que ha modificacées neste
carater durante os diferentes periodos e em cada temperatura nas quais as

sementes foram submetidas.

Tabela 5 - Anadlise de variancia para o carater condutividade elétrica (CE) em
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes
temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério de Analise
de Sementes do Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

QM

Fonte de Variagdo GL CE (uSm“g")
Temperatura (T) 3 10,89*
Periodo (P) 1 316,33*
TxP 3 3,00*
ERRO 23

Média Geral - 8,39
CV (%) - 6,96

*Significativo a 5% de probabilidade de erro. GL = Graus de liberdade;QM= Quadrado médio.

A condutividade elétrica da solugdo aumentou significativamente (p<0,05%)
com o incremento no tempo de permanéncia das sementes de arroz cultivar BRS 7
Taim na agua deionizada, trés e 24h de incubagao (Tab. 6). O aumento da
temperatura da massa de sementes (25; 30 e 35°C) com trés horas de incubacao
nao tiveram efeito na permeabilidade das membranas celulares, pois ndo ocorreram
diferencas significativas quanto a lixiviacdo de solutos (Tab. 6). Com 24h de

incubacdo observa-se que, com o aumento da temperatura, ocorreu incremento
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significativo na condutividade elétrica, indicando, alteracdes na permeabilidade das

membranas e como conseqléncia maior lixiviagao de eletrélitos (Tab. 6).

Tabela6 - Analise de médias para o carater condutividade elétrica (CE) em
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes
temperaturas (15, 25, 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério de Andlise de
Sementes do Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

CE (uSm-g")
Periodo
Temperatura 3h 24h
15°C 3,92 Bb 9,69 Ca
25°C 5,54 Ab 10,99 Ca
30°C 5,94 Ab 11,81 Ba
35°C 5,53 Ab 13,64 Aa

* Médias seguidas de letra mailscula na coluna e mindsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Estes resultados indicam que maior temperatura de embebi¢cdo provoca
aumento da energia de ativagdo das moléculas, alterando a viscosidade da agua e,
conseqlentemente, aumentando os valores de condutividade elétrica (VIEIRA,
1994). De acordo com Padua e Vieira (2001), a exsudagao de constituintes celulares
esta inversamente associada ao vigor, com base em trés fatores: reflete a perda da
integridade das membranas, representa a conseqlente perda de
compartimentalizagdo dos constituintes celulares e constitui excelente substrato para
o desenvolvimento de microrganismos.

De maneira geral, temperaturas elevadas provocam diminuicdo do suprimento
de aminodacidos livres, da sintese protéica e das reacbes anabdlicas, podendo
desnaturar proteinas e alterar a permeabilidade das membranas (RILEY, 1981).
Enquanto, temperaturas baixas reduzem a velocidade de mobilizacdo das reservas
das sementes, bem como a lixiviagao de solutos para o meio externo.

Os resultados encontrados para o teste de condutividade elétrica podem ser
observados por meio das curvas de regressao para ambos os periodos de avaliacao
na Fig. 3. Em 3h, a curva de regressao ajustada gerada pela resposta das sementes
de arroz cultivar BRS 7 Taim a temperatura apresentou efeito ascendente até 30°C
(Fig. 3A). O valor relativamente elevado obtido para o coeficiente de determinacao
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(R?= 0,95; p<0,05) em 24h de embebicdo das sementes permitiu concluir que o

modelo cubico apresentou um bom ajuste em relacao aos dados observados, com

tendéncia para crescer de forma exponencial com o aumento da temperatura (Fig.

3B).

Condutividade elétrica (uSm™'g™)

Condutividade elétrica (uSm™'g™)
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Figura 3 - Condutividade elétrica (uSm™'g™) em sementes de arroz cultivar BRS 7
Taim, submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C)
durante 24h, nos periodos de 3h (A) e 24h (B) de embebicao.
Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009.
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A andlise de variancia mostra que houve diferencas significativas (p<0,05) na
atividade respiratéria mensurada em sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim em

fungéo das temperaturas a que foram submetidas por 24h (Tab.7).

Tabela 7 - Andlise de variancia da taxa de respiracdo em sementes de arroz
cultivar BRS 7 Taim submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30
e 35°C) durante 24h. Laboratério de Analise de Sementes do
Departamento de Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

QM
o Taxa de respiracao
Fonte de Variagdo ~ GL (LgCO: liberado g de semente h™')
Temperatura (T) 3 732,91
ERRO 11 50,79
Média Geral - 48,53
CV (%) i 14,68

*Significativo a 5% de probabilidade de erro. GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado Médio; CV = Coeficiente de
variagao em porcentagem.

As taxas respiratérias das sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim
aumentaram com o incremento na temperatura a qual foram submetidas durante 24h
(Tab.8). As sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim tiveram menor taxa respiratéria
quando expostas por 24h a temperatura de 15°C e 25°C e maior quando expostas a
30 e 35°C (Tab. 8). Também, neste intervalo de temperatura (15 a 35°C) a taxa
respiratéria cresceu de forma exponencial, ou seja, a medida que aumentou a

temperatura de exposicdo das sementes se verificou aumento da respiragao (Fig. 4).

Tabela 8 - Taxas de respiracdo em sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim
submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h.
Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009

Temperatura Taxa de respiracéo
(g CO, liberado g'semente h™')

15°C 36,727 B*
25°C 38,133 B
30°C 54,388 A
35°C 64,900 A

*Médias seguidas de letras mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura4 - Taxa respiratéria de sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim
submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h.
Laboratério de analise de Sementes do Departamento de
Botanica/UFPel, Pelotas, RS, 2009.

Portanto, pode-se inferir que existe relacao entre atividade respiratéria e os
demais testes de avaliacdo da qualidade fisiol6gica (Tab. 2, 4 e 6), uma vez que
sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim expostas a altas temperaturas (30 e 35°C)
apresentaram menor qualidade. Mendes et al. (2009) avaliando a atividade
respiratéria de sementes de soja cultivar A 8000 RG em temperatura ambiente
(25°C) como método alternativo na diferenciacdo do vigor de lotes de sementes,
evidenciaram relagdo com testes de qualidade fisiologica (germinacdo, primeira
contagem de germinacgao, condutividade elétrica, comprimento de parte aérea e raiz,
massa seca de parte aérea e raiz).

Os resultados verificados para a atividade respiratéria das sementes de arroz
cultivar BRS 7 Taim submetidas as diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C)
podem ser reforcados pelos resultados obtidos pelo teste de condutividade elétrica,
o qual revelou tendéncia a perda de permeabilidade das membranas celulares nas
temperaturas de 30 e 35°C apds 24h de incubacdo, o que evidencia maior
velocidade do processo de deterioracdo dessas sementes.

E importante ressaltar que a deterioracdo das sementes, diminui o vigor das
mesmas e, portanto, resulta em sementes de menor qualidade fisioldégica. No
entanto, a deterioracédo ocorre de forma gradativa, manifestando nas sementes uma
seqUéncia de eventos de origem bioquimica ou fisiologica, tais como danificacao aos

sistemas de permeabilidade das membranas, o que figura entre os primeiros eventos
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da deterioragcdo e tem fortes relacbes com o aumento na taxa respiratoria dos
tecidos, mudancas na atividade enzimatica, reducao de tecidos de reserva, queda na
velocidade e na capacidade de germinagdo e diminuicdo no crescimento de
plantulas normais (DELOUCHE, 2002). Muito embora, esses eventos apresentam
diferentes exigéncias de temperatura.

A deterioracdo e o0 vigor estdo fisiologicamente ligados, e constituem
parametros reciprocos da qualidade das sementes, assim, a medida que a
deterioracdo avanca, o vigor diminui. A deterioracao é o processo de envelhecimento
e morte da semente, enquanto que o vigor € o principal componente da qualidade,
diretamente afetado pelo processo de deterioracdo (DELOUCHE, 2002, MARCOS
FILHO, 2005).

Os resultados submetidos a andlise de varidncia para as atividades das
enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e malato desidrogense (MDH),
mensuradas em plantulas de arroz, mostraram diferencas significativas (p<0,05) na
atividade dessas enzimas no que tange aos tratamentos de temperatura (T) e
periodo (P) e sua interacdo (TXP) (Tab. 9). Isto indica, que houve modificacdes na
acao das enzimas durante os diferentes periodos e em cada temperatura a qual as

sementes foram submetidas.

Tabela 9 - Analise de variancia para a atividade das enzimas malato desidrogenase
(MDH) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em plantulas de
arroz cultivar BRS 7 Taim oriundas de sementes submetidas a
diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratorio
de Bioquimica Vegetal do Departamento de Bioquimica/lnstituto de
Quimica e Geociéncias/UFPel, Pelotas, RS, 2009

QM
Fonte de Variagéo GL MDH G6PDH
Temperatura (T) 3 2034,343* 0,059*
Periodo (P) 1 1157,959* 0,036*
TxP 3 229,305" 0,051*
ERRO 23 18,212 0,005
Média Geral - 36,201 0,415
CV (%) - 11,788 17,308

*Significativo a 5% de probabilidade de erro. GL = Graus de liberdade; QM = Quadrado Médio; CV = Coeficiente de
variagcao, em porcentagem.
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A atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) aumentou
significativamente com o incremento da temperatura tanto aos cinco dias apds a
semeadura (DAS) quanto aos 14 dias apdés a semeadura (DAS). A atividade da
enzima MDH foi maior nas plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim oriundas de
sementes que foram expostas a temperatura de 35°C e menor em 15°C na primeira
contagem de germinacdo, aos 5 DAS, enquanto aos 14 DAS esta enzima

apresentou maior atividade em 30 e 35°C e menor em 15 e 25°C (Tab. 10).

Tabela 10 - Analise de médias para a atividade da enzima malato desidrogenase
(MDH) em plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim oriundas de
sementes submetidas a diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C)
durante 24h. Laboratério de Bioquimica Vegetal do Departamento de
Bioquimica/lnstituto de Quimica e Geociéncias/UFPel, Pelotas, RS,

2009
Atividade da enzima MDH
(umol de NAD* g' MF min™)
Periodos (DAS)
Temperatura 5 dias 14 dias
15°C 14,550 Ca* 16,253 Ba
25°C 45,583 Ba 21,310 Bb
30°C 48,870 Ba 37,572 Aa
35°C 59,864 Aa 45,608 Ab

*Médias seguidas de letra mailscula na coluna e mindsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A atividade da enzima MDH apresentou curvas com comportamento cubico
para ambos os periodos de observagao, cinco e 14 DAS (Fig. 5). De maneira geral,
pela curva de regressao, nota-se tendéncia de maior atividade desta enzima nas
plantulas que tiveram suas sementes previamente expostas a 35°C, indicando, desta
forma, seu ponto maximo na funcdo cubica nesta temperatura para ambos os
periodos analisados (Fig. 5). Os valores relativamente elevados obtidos para os
coeficientes de determinagao, aos cinco DAS (R?= 0,95; p<0,05) e aos 14 DAS (R?=
0,92; p<0,05), permite concluir que o modelo cubico apresentou um bom ajuste dos
dados para atividade desta enzima.



37

70

60 -
Y=-271,5914 + 34,6078x +- 1,2734)(2 +0,0159%°

R% = 0,95
50 A

40 A
30 A

20 A

Atividade enzimatica (umol de NAD* g™ MF min™")

10 A ~——" v_2588302+ - 2y g
— 258,8302+ - 32,2282 + 1,3124x% + - 0,0161x
R% = 0,02
0 T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura5 - Atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) em plantulas de arroz
cultivar BRS 7 Taim aos cinco dias (—) e 14 dias (---) apoés a
semeadura (DAS) de sementes previamente submetidas as
temperaturas de 15; 25; 30 e 35°C durante 24h. Laboratério de
Bioquimica Vegetal do Departamento de Bioquimica/ Instituto de
Quimica e Geociéncias/UFPel, Pelotas, RS, 2009.

A enzima malato desidrogenase catalisa a conversdo de malato a
oxaloacetato, tendo uma importante funcéo de producao de NADH no Ciclo de Krebs
durante o processo de respiracao, além de participar do movimento de malato
através da membrana mitocondrial e outros compartimentos celulares. Geralmente é
de natureza constitutiva com atividade nao limitante em todas as organelas e no
citoplasma (SPINOLA et al., 2000). De maneira geral, o aumento de sua atividade
nas plantulas oriundas de sementes expostas a 35°C pode ser devido ao aumento
de sua atividade em diferentes compartimentos celulares. Isto pode ter ocorrido em
virtude do aumento da respiracdo nas sementes que se encontram em processo
deteriorativo avangado, uma vez que as enzimas envolvidas na respiracdo podem
ser ativadas em sementes de baixa qualidade (SHATTERS et al., 1994). Além disso,
possiveis alteracoes bioquimicas que acompanham a deterioracdo em sementes de
Eucalyptus grandis em resposta ao envelhecimento artificial e natural, indicam que a
atividade da enzima malato desidrogenase aumenta gradualmente com o tempo de
armazenamento, mostrando-se mais alta nas plantulas provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente (submetidas a 42°C por 96 horas) do que nas sementes
armazenadas por 5; 10 e 15 anos (CAMARGO et al., 2000), o que evidencia que a
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temperatura é fator de grande influéncia na deterioragdo das sementes e plantulas.
Semelhantemente, Santos et al., (2005), avaliando modificagbes bioquimicas em
sementes de feijao em condicdes de armazenamento, constataram que as cultivares
mais vigorosas tiveram atividade enzimatica da malato desidrogenase estavel ou
diminuida, o que também foi constatado nesta pesquisa, sendo as plantulas de arroz
mais vigorosas foram as submetidas as temperaturas entre 15 e 25°C (Tab. 4 e 6),
onde ocorreu reduzida atividade da MDH.

Por meio da atividade enzimatica, também pode ser avaliada as
transformacdes degenerativas nas sementes e plantulas. A manifestacéo do vigor da
semente e, consequentemente, de suas plantulas depende da eficiéncia dos
processos metabdlicos de sintese, apoiados por atividade respiratoria eficiente, a
qual depende de disponibilidade adequada de reservas acumuladas. As alteracdes
dos niveis dessas reservas conduzem a limitagdo da disponibilidade de substratos
para a respiracdo, provocando decréscimo da germinagao e do vigor da semente,
com reflexos diretos em suas plantulas (MARCOS FILHO, 2005).

Embora as plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim tenham evidenciado de
maneira geral maior atividade enzimatica em 35°C, isto ndo demonstra que houve
maior eficiéncia da atividade respiratéria nesta temperatura, pois a alta atividade da
MDH ocorrida a 35°C nao favoreceu o crescimento inicial das plantulas, mostrando
nesta temperatura menor crescimento e massa seca de parte aérea e raiz (Tab. 4).
Isto pode ser devido ao rapido consumo das reservas das sementes logo no inicio
do processo de germinacao, o que pode ter diminuido a eficiéncia respiratéria, pois
possiveis alteracdes das substancias de reserva das sementes prejudicam seu
aproveitamento nos processos de sintese e de liberacado de energia para continuar o
processo germinativo eficientemente, evidenciando a deterioracdo das sementes.

Taxas elevadas de respiracdo aceleram o consumo de reservas, levando a
rapida senescéncia dos tecidos (PATANE et al., 2006). Do mesmo modo, sementes
de arroz expostas a 35°C por 24h tiveram o crescimento e o metabolismo das
plantulas afetados negativamente nesta temperatura, tendo menor vigor, em
contrapartida, a menor atividade da enzima malato desidrogenase ocorreu ha menor
temperatura (15°C).

Na menor temperatura a respiragdo aconteceu de forma mais lenta e as
reservas, por sua vez, nao foram utilizadas de forma réapida, o que favoreceu seu

desdobramento e, a consequiente utilizagao pelas plantulas.
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A atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, aos cinco dias apds a
semeadura (DAS) foi superior nas plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim quando as
sementes foram expostas as temperaturas de 25; 30 e 35°C, nao diferindo
significativamente entre si, porém, diferiram na temperatura de 15°C (Tab. 11). Aos
14 DAS, a agéo enzimatica foi diferente, sendo constatada maior atividade quando

as sementes foram expostas a 25 e 30°C (Tab. 11).

Tabela 11 - Atividade média da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
em plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim oriundas de sementes
submetidas a diferentes condicdes de temperatura (15; 25; 30 e 35°C)
durante 24h. Laboratério de Bioquimica Vegetal do Departamento de
Quimica e Geociéncias/UFPel, Pelotas, RS, 2009

Atividade da enzima G6PDH
(umol de NADPH g' MF min™)

Periodos (DAS)

Temperatura 5 dias 14 dias
15°C 0,251 Bb* 0,327 Bb
25°C 0,466 Aa 0,504 Aa
30°C 0,499 Aa 0,388 ABab
35°C 0,579 Aa 0,304 Bb

*Médias seguidas de letra mailscula na coluna e minlsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A representacao das equacgdes de regressao cubica com o devido ajuste do
coeficiente de determinacgdo (R?; p<0,05), geradas pela resposta da atividade da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase em plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim,
para ambos os periodos (cinco e 14 DAS), estdo apresentadas na Fig.6. Com base
na curva referente aos cinco DAS, a variacdo da atividade da enzima G6PDH em
plantulas de arroz, indicou que 0 ponto minimo na curva de regressao mostra que a
enzima G6PDH apresentou menor atividade em 15°C, com tendéncia de maior
atividade nas demais temperaturas, mostrando que a atividade da G6PDH aumentou
de forma ascendente a medida que a temperatura aumentou. A curva referente aos
14 DAS, mostrou tendéncia de maior atividade da enzima G6PDH nas temperaturas
entre 20-25°C, com declinio de sua atividade nas temperaturas extremas de 15 e
35°C (Fig. 6).
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Figura 6 - Atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em
plantulas de arroz cultivar BRS 7 Taim cinco dias (—) e 14 dias (---)
apds a semeadura (DAS) de sementes previamente submetidas a
diferentes temperaturas (15; 25; 30 e 35°C) durante 24h. Laboratério
de Bioquimica Vegetal do Departamento de Bioquimica/lnstituto de
Quimica e Geociéncias/UFPel, Pelotas, RS, 2009.

A resposta das plantas a baixas temperaturas resulta no aumento da
capacidade de ocorrer a rota das pentoses monofosfatadas e, conseqliientemente, a
atividade de sua enzima reguladora G6PDH (van Heerden et al., 2003), porém, isto
nao foi verificado neste trabalho.

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase é de suma importancia para a
sobrevida celular, pois participa da regulagdo do ciclo das pentoses, sendo
responsavel pela manutencao de nivel adequado de NADPH nas células, além de
gerar alguns metabdlitos intermediarios importantes para o metabolismo anabdlico e
reacdes de detoxificacdo (LIN et al., 2005). Também, a maioria das plantas
submetidas a ambientes estressantes, tais como altas ou baixas temperaturas,
mostra diminuicdo da atividade da G6PDH e menor producdo de NADPH,
culminando com um declinio nas atividades de algumas enzimas antioxidantes
NADPH-dependentes (ascorbato peroxidase, dehidroascorbato redutase e glutationa
redutase), o que resulta em graves danos a estrutura da membrana celular (KOCSY
et al. 2001; KEVERS et al. 2004, LIN et al. 2004). Do mesmo modo, os resultados

obtidos neste experimento, especialmente considerando as andlises realizadas aos
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14 DAS, mostraram que a atividade da enzima G6PDH diminuiu na temperatura
maxima testada de 35°C (Tab. 11), o que sugere ser esta temperatura
demasiadamente estressante para o processo de germinagao da cultivar de arroz
BRS 7 Taim, causando reducgao da atividade da enzima G6PDH.

A temperatura é fator de grande influéncia na respiracao, pois acima de 35°C
os tecidos vegetais apresentam diminuicao da eficiéncia respiratéria, em funcao de
danos aos sistemas de membranas e desnaturagdo de enzimas (TAIZ; ZEIGER,
1998). No entanto, o fato da enzima G6PDH ter maior atividade quando exposta a
temperatura de 35°C aos cinco DAS néo significa que a atividade respiratoria fosse
eficiente naquela fase, visto que os testes de vigor por meio da avaliacdo do
comprimento de parte aérea e raiz, massa seca de parte aérea e raiz mostraram que
nesta temperatura as plantulas apresentaram menor qualidade em relacdo as
temperaturas menores testadas (15; 25 e 30°C) (Tab. 4). Diante desses dados,
acredita-se que as sementes expostas a 35°C estejam entrando num processo de
declinio das funcdes metabdlicas, afetando o vigor das plantulas.

Dentre as proteinas, as enzimas desempenham importante papel no processo
de deterioragdo de sementes e a atividade pode ser indicativa da perda de qualidade
(BRANDAO JUNIOR, 1996). Em funcdo da desorganizagdo das membranas
celulares, as sementes através do aumento da quantidade de lixiviados durante o
processo de embebicdo podem diminuir a qualidade (LIN, 1988; MARCOS FILHO et
al., 1990), resultando, por sua vez, em plantulas de menor vigor. Embora, a atividade
da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase ndo tenha sido mensurada nas
sementes, € interessante ressaltar que as sementes submetidas a 35°C tiveram
maior condutividade elétrica (Tab. 6), demonstrando maior desorganizacdo dos
sistemas de membranas e maior liberacdo de exsudatos pelas sementes e,

consequentemente, menor qualidade fisiolégica destas.



4. CONCLUSOES

- As sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim tém melhor qualidade fisiolégica quando

expostas a 25°C, durante 24h;

- As atividades respiratérias e enzimaticas aumentam em funcao da temperatura a

que as sementes sao expostas;

- As atividades respiratérias e enzimaticas apresentam relacdo com a qualidade
fisiolégica das sementes de arroz cultivar BRS 7 Taim expostas a diferentes

temperaturas, durante um periodo de 24h.
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