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RESUMO

PEREIRA, Paulo Artur. Alteragdes bioquimicas e genhinaqﬁo de sementes de
Paspalum paniculatum armazenadas sob diferentes condigSes. UFLA, 1999,
34p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia / Fisiologia Vegetal) *

Este trabatho foi realizado no Departamentoi de Biologia, Setor de
Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras, no periodo de fevereiro a
julho de 1999. O Paspaium paniculatum esta entre as.f&spécies que melhor se
adaptam as areas sujeitas & inundagio temporaria. Entretanto, sio poucos os
estudos relacionados a producio de sementes e sua conservagdo, visto que a
principal via de reproducdio desta espécie ocorre via sexuada. O objetivo deste
trabalho foi avaliar as possiveis alteragdes na germinagio e nos constituintes
de reserva das sementes de Paspalum paniculatum ao longo de um periodo de
ammazenamento. Para isto, foram utilizados trés tipos de embalagens: vidro,
sacos plasticos e sacos de papel. Os tratamentos térmicos foram temperatura
ambiente e cimara fria (10 ° C, U. R. 40 %). Os tempos de armazenamento
foram: 0, 30, 60 e 90 dias. As analises realizadas em cada tratamento foram:
grau de umidade das sementes, percentual de germinagdo, proteinas,
aminodcidos, aglicares redutores, aguicares soliveis totais e amido. Os teores de
agua (11%) e o percentual de germinagsio (80%) mantiveram-se constantes em
todos os tratamentos realizados. As poucas alteragdes nos constituintes de
reserva nio foram determinantes no processo de deterioragdo das sementes. Os
resultados obtidos demonstram que as sementes de Paspalum paniculatum
mantiveram a sua qualidade fisiolégica em todo o peribdo de armazenamento,
independente das condigSes em que as mesmas foram submetidas,

|
Comité Orientador: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA ;(Orientador), José
Donizeti Alves (UFLA). '



ABSTRACT

Pereira, Paulo Artur. Biochemical alterations and germination of Paspalum
paniculatum L. seeds stored under different conditions . UFLA , 1999, 34p.
(Dissertation in Agronomy / Plant Physiology.)

This work was conducted at the Biology Department , Sector of Plant
Physiology of the Federal University of Lavras , over the period of February to
July of 1999. Paspalum paniculatum L. lies among the épeci&s which best adapt
to the areas subject to temporary flooding. However, there are few studies
related to seed production and conservation , since the main via of reproduction
of this species is sexually. The objective of this work was to evaluate possible
alterations in germination and storage components of Ifapalum paniculatum L.
seeds during a storage period . Three types of packages were used: glass, plastic
bag and paper bag. Thermal treatments were room temperature and cold
chamber ( 10C°, RH. 40% ) . Storage periods were 0, 30 , 60 and 90 days . The
analyses conducted in each treatment were: degree of seed moisture,
germination percentage, proteins, aminoacids, reducing sugars, total soluble
sugars and starch. The water content ( 11%) and germination percentage ( 80%)
were kept constant in all treatments. Few alterations in storage components were
not determinant for the seed deterioration process. The results obtained show
that seeds of Paspalum paniculatum L. maintained their physiological quality
throughout the storage period, regardless the conditions to which they were

-submitted.

Guidance committee : Amauri Alves de Alvarenga — UFLA ( Adviser ), José
Donizeti Alves (UFLA) |
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1. INTRODUCAO }

AnTalmeme, vem aumentando o interesse por gramineas adaptadas as
areas umidas ou inundadas temporariamente, visando a recuperacdo de areas
degradadas e de deplegio de reservatorios hldrelétncos e, também, a
preservagio desses mananciais aquaticos. 4

O Paspalum paniculatum esta entre as forrageiras que melhor se
adaptam as areas sujeitas 4 inundagdo temporaria. Entretanto, sdo poucos os
estudos relacionados com a produgdo de sementes, bem como sua conservacio,
visto que a principal via de reproducio desta espécie ocorre por sementes, as
quais desempenham um importante papel na conservaqao da biodiversidade.
Constituem, pois, fonte de material genético para melhoramento de plantas,
funcionam como reservatorio de genes e, em muit!os casos, podem ser
armazenadas e preservadas por décadas. |

Varios autores mencionam que as condi¢des de armazenamento,
embora sejam fatores determinantes na longevidade das  sementes e,
consequentemente, de sua qualidade fisiolégica, quando mal condicionadas,
alteram, via de regra, suas atividades metabdlicas, levando a uma perda rapida
de sua viabilidade.

Durante o processo de armazenamento das 1semtes, devem ser
considerados como fatores de relevéncia, o tipo de embalagens e a composicio
atmosférica do ambiente (temperatura, umidade e concentragdo de gases).

Considerando que sementes de espécies fon'ageiras normalmente, sdo
armazenadas em galpSes comuns (sem controle de temperatura e umidade
relativa do ar), toma-se necessario estudar as condi¢des de armazenamento, bem

como os tipos de embalagens, buscando aliar maior e melhor conservacdo das
mesmas.



Os estudos basicos sobre as alteragGes metabolicas pelas quais passam
as sementes, o conhecimento das bases bioquimicas que regem a perda da
viabilidade ¢ a compreensdo da sua fisiologia sdo essenciais para um melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na manutengdo da viabilidade.

Diante dessas consideragdes e da caréncia de informagGes referentes ao
tempo de viabilidade das sementes de Paspalum paniculatum, procurou-se neste
trabalho estabelecer possiveis relagdes entre tipo de embalagens e condigOes de
armazenamento, associados as mudangas bioquimicas e, no processo
germinativo das sementes, visando o emprego desta espécie na recuperagdo de
areas marginais de reservatorios hidrelétricos.



2. REFERENCIAL TEOGRICO
2.1 AREAS DE DEPLECAO ,

Como conseqiiéncia de um novo estado de co}nsciéncia ambiental que
se observa em muitos paises, o tema recuperacdo de mms ciliares passou a ser
uma preocupacdo recente também aqui no Brasil (Luna, 1989 ¢ Durigan e Dias,
1990). Preocupagio semelhante tem sido direcionada i recuperaqao de areas de
deplegdo e margens de reservatorios hidrelétricos, como o de Camargos, no
municipio de Itutinga, MG. O crescente interesse na recuperaqao destas areas
sinaliza em direcio a um aumento de pesquisas nessa; linha, Muitas questSes
persistem e representam desafios para o pleno desenvolvimento de programas de
recuperacio de areas degradadas, usando a regenerat;ao artificial com espécies
nativas ( Kageyama, Reis e Carpanazzi, 1992).

As éreas ciliares sdio ecossistemas que funcionam como reguladores do
fluxo de 4gua, retendo sedimentos e nutrientes entre osTterrenos mais altos da
bacia hidrogréfica e o ecossistema aquitico. A estabilizagio das ribanceiras do
rio, pelo desenvolvimento e manutengio de um complexo radicular, funciona
como tampdo e filtro entre os terrenos mais altos e o 1ist.emaaquético.Estzls
areas participam do controle do ciclo de mxtrien;.:,sr tanto no escoamento
superficial quanto na sua absorgio, contribuindo pa‘ra a manutencio da
qualidade da agua. Pela sua interagio com a superﬁcle.da agua, proporciona
cobertura e alimentagio para peixes e outros oompon entes da fauna aquética
(Lima, 1989).

As revegetagdes ciliares dos reservatérios das usmas hidrelétricas, via
de regra, tém sido implantadas até os limites da cota maxlma de opera¢do. Em
algumas represas, durante o ciclo anual de variagdo do mvel da agua entre as
cotas maxima e minima, surgem faixas de solo gela]’mente destituidas de



vegetagio, denominadas faixas de deplegdo. Estas faixas, pelas suas
caracteristicas e, dependendo da declividade do temreno, s3o por vezes
submetidas a intensas agdes erosivas provocadas pelo embate de ondas, cujos
efeitos manifestam-se principalmente por meio dos deslizamentos marginais,
que contribuem para o assoreamento do reservatdrio (Salvador, 1986). Nesses
reservatorios, o assoreamento diminui a energia potencial e as particulas em
suspensio aumentam o efeito abrasivo, atuando como um desgaste prematuro
das turbinas (Salvador, 1986). Por outro lado, a agua parada (como nos
reservatorios) causa mais injurias as plantas do que a agua corrente, sendo
necessario plantas com um maior grau de tolerdncia a inundagdo (Gill, 1970).

Em areas que apresentam um certo declive até as margens dos cursos
d’agua, a umidade do solo constitui o gradiente de maior importincia na
determinagdo da adaptagio ou nio das espécies vegetais em areas inundaveis.
Tal adaptaciio pode ser expressa pela tolerdncia ou ndo da vegetagdo a periodos
de hipoxia (Jackson e Drew,1984).

A ecofisiologia das espécies vegetais de ecossistemas inundaveis
possibilita que sua composicio vegetal atue como filtro e, por isso, seja
denominada "sistema-tampao”. A alta condutividade hidrdulica na superficie do
solo sob vegetacdio ciliar reduz o deflivio superficial, diminuindo assim os
riscos de erosao (Reichardt, 1989 e Lombardi Neto, 1993).

Algumas gramineas do género Setaria toleram inundagdes, sendo
freqiientemente encontradas em bidtopos aquaticos (Skerman, 1977 e Souza
Filho, Meirelles ¢ Pimentel, 1985). Essa tolerincia pode ser expressa pela
presenca de estruturas morfo-anatdmicas de escape a anoxia do ambiente
radicular (Kozlowiski, 1984), que podem possibilitar a manuten¢do da atividade
metabolica aerébica mesmo nas partes submersas.

No estado de Minas Gerais, a degradagiio das matas ciliares e das areas
de cerrado provocada pelo desmatamento e construgdes de hidrelétricas tém



contribuido efetivamente para o assoreamento, turbidez das aguas, erosdio das
margens dos rios, riachos e reservatorios, além do empobrecnnento da ictiofauna
destes ecossnstemas aquiticos. A implantagio de programas de revegetacio ciliar
e de areas de deplegiio depende do desenvolvimento de tecnologias, que vio
desde a selecio das espécies até praticas agricolas nla;s apropriadas (Pelacani,
1993). ;:

2.2 Paspalum paniculatum L

De acordo com Kissman (1991), o Paspalumf;: paniculatum L. é uma
espécie nativa da Ameérica do Sul, ocorrendo do ngwo até a Argentina,
incluindo-se as ithas do Caribe. No Brasil, tem ampla; distribuigio, ocorrendo
com maior intensidade na Regiio Centro-Leste, mas, também, com expressdo
nas regides Norte e Sudeste. Ocorre ainda na Africa, Austrilia Nova Guiné e
Polinésia. l;

E uma planta perene, reproduzida por sementg, inicialmente de caule
simples, ocorrendo intensa ramificagdio a partir do desenvolvimento da primeira
inflorescéncia. Prefere locais com boa umidade, ct?m radiagdo difusa ou
sombreamento parcial. Por isso é mais freqiiente nas orlas em clareiras de
matas e em culturas com arbustos ou arvores. ;;

As plantas apresentam paniculas esverdeadas'.[:; formadas por muitos
ricemos, sendo os inferiores mais distanciados. As espngueﬁs sdo pareadas
sobre raque estreita de coloragdo verde, com cerca de 15 mm de comprimento.

Lula (1998), estudando a germinagio das semm dessa espécie,
concluiu que a mesma apresenta uma dorméncia fisica, gm decorréncia de uma
impermeabilidade do tegumento & 4gua, impedindo 2 retomada do crescimento
do eixo embrionario. O mesmo autor conclui que o ﬁlielhor método para a

|
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superagio da dorméncia dessas sementes, é o seu tratamento com acido
sulfiirico concentrado por um periodo de 20 minutos.

2.3 ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

Existe um periodo de tempo entre a colheita da semente e o plantio,
durante 0 qual hi necessidade de armazenamento; faz-se necessario, entdo,
preservar a sua qualidade fisiologica, para minimizar a velocidade de
deterioragio (Delouche et al., 1973).

O armazenamento de sementes requer consideravel atengdo para
manutencdo dos embrides viiveis, sendo particularmente importante se as
sementes forem armazenadas por um periodo superior a um ano. A melhor
condi¢do de armazenamento pode variar de regido para regido, dependendo do
conteudo de umidade e de outras caracteristicas da semente. Durante o
armazenamento, é importante prevenir a perda excessiva de agua da semente,
respira¢do ou atividades bioquimicas indesejaveis (Kramer e Kozlowski, 1960).

Outras importantes fun¢des podem, ainda, ser atribuidas ao
armazenamento, tais como: guardar o produto para obter um preco mais
compensador, regulador de mercado e manutencio de material suficiente para
suprir o mercado em épocas de escassez (Toledo e Marcos Filho, 1977).

Para Abdul-Baki e Anderson (1972), a deterioracdo das sementes
pode ser considerada como toda e qualquer transformacdo degenerativa
irreversivel na sua qualidade, apés terem atingido um nivel maximo da
qualidade fisioldgica. Segundo Delouche, citado por Popinigis (1985), a
deterioragdo é um processo inevitavel e irreversivel, sendo minima na maturac3o
e 0 seu processo é varidvel entre as espécies, entre lotes de sementes da mesma
espécie e entre sementes do mesmo lote. Dentre os fatores que afetam a
velocidade de deterioracio das sementes, estiio incluidos: caracteristicas



genéticas, condigbes climiticas durante a maturagéo ea colheita, manejo pos
colheita, ataque de insetos e fungos e as condu;ﬁes de armazenamento
(Harrington, 1973; Justice e Bass, 1978; Carvallio ¢ Nakagawa, 1983;
Popinigs,1985). i

Virios sdo os fatores relacionados com a man‘utenqao da viabilidade e
do vigor durante o armazenamento: umidade inicial Jdas sementes, umidade
relativa do ar, temperatura de armazenamento, nucrorgamsmos, insetos, tipo de
embalagem e duragdio do periodo de armazenamento (Popinigis ,1985).

Segundo Bewley e Black (1994), as sementes i,podem ser classificadas
em dois grupos, de acordo com o teor de umidade: a) sementos ortodoxas, que
podem ser amazenadas com baixos teores de umidade e b) sementes
recalcitrantes, que durante o armazenamento devem manter um teor de umidade
relativamente alto para manter a viabilidade e o vigor.

As alteragdes na fase imicial do armazenamento de sementes
recalcitrantes sugerem associagdo ao processo de germmat;ao Trabalhando com
Avicennia marina, uma espécie de mangue e recalci Pammenter et al.
(1984) observaram que quando as sementes sdio anrlz:eadas em recipientes
fechados, as modificacSes ultra-estruturais, embora deteriorativas, sio
indicativas do aumento da atividade intracelular a curto prazo. Se a dessecagio
continua, ou se ndo ha disponibilidade adicional deligua, a viabilidade é
perdida. Segundo Bewley e Black (1994), alterages citolégicas e metablicas
sdo os fatores que melhor se associam com a perda da viabilidade. Como causas
citologicas, o autor cita danos ao nicleo, s mitocdndrias, aos plastideos, aos
dictiossomos, aos ribossomos, ao vacuolo, no reticul& endoplasmético e a
membrana celular. i

Modificacdes expressivas nas principais reservas ocorrem quando as
sementes se deterioram. Uma das alteragdes associadas com a deterioracio de
sementes, em geral, e de sementes oleaginosas, em! particular, é a sua

\



acidificagio (Abdul-Baki e Anderson, 1972). Estudos mostram que esta
acidificagdo é o resultado do aumento de acidos graxos livres, de fosfatos acidos
e de aminoacidos, produzidos pela agdo das lipases, fitases e proteases,
respectivamente. Entre esses trés grupos de compostos, 0 maior ¢ o mais rdpido
aumento ocorre nos acidos graxos (Smith e Berjak, 1995).

Abdul-Baki e Anderson (1972) salientaram que a relagdo entre a
redugdo nos compostos poliméricos de armazanagem (lipidios, proteinas e
carboidratos) e o aumento das suas subunidades (4cidos graxos, aminoacidos e
agiicares) nio é equivalente. Em geral, a hidrolise desses compostos ocorre sob
condi¢3es de armazenagem desfavoraveis, apropriadas ao rapido crescimento de
fungos e a alta atividade metabdlica das sementes. Os produtos da hidrolise de
lipidios, proteinas e carboidratos servem como substrato para o crescimento de
microorganismos e para o aumento dos processos metabolicos nas sementes. A
sua utilizagfio explica a perda da estequiometria entre os polimeros perdidos e os
produtos hidrolizados formados.

Ching e Schoolcraft (1968), trabalhando com sementes de Trifolium
incarnatum e Lolium perenne, observaram redugdo no teor de proteinas apenas
depois da perda da viabilidade, tendo sido a reducdo no teor de proteinas, em
ambos os casos, dependente do grau de severidade das condi¢bes de
armazenamento. Abdul-Baki e Anderson (1972) estudaram alteragbes em
proteinas de sementes de Triticum aestivum, armazenadas por 24 meses, e
observaram redugdo da solubilidade das proteinas em agua e redugdo da
digestibilidade por enzimas proteoliticas. Pereira (1980) niio encontrou uma
tendéncia definida no comportamento de proteinas durante o armazenamento de
sementes de Hevea brasiliensis, tendo sido observada uma variagdo descontinua
entre e dentro dos tratamentos. Basavarajapa et al. (1991) observaram que,
durante o envelhecimento, as proteinases das sementes estio ativas,
provavelmente contribuindo para elevar o contetido de aminoéacidos. Smith e



Berjak (1995) salientam que, considerando que enzimas sio também proteinas,
essa degradagio poderia levar a um distirbio geral no funcionamento da célula.
Taylor et é‘l (1995), trabalhando com cinco espécies de olericolas, observaram
aumento significante de aminoacidos, concomitante & queda da qualidade em
todas as espécies estudadas, tendo esse aumento sido nfals acentuado quando as
sementes envelheceram e perderam a viabilidade.

Ching e Schoolcraft (1968) investigaram alteragdes do amido em
sementes de Oriza sativa, Trifolium incarnatum e Lolium perene, e observaram
pouca ou nenhuma alteragiio nesse constituinte, do as sementes se
deterioravam. Koster e Leopold (1988) verificaram que, em sementes
armazenadas de Zea mays, ocorreu o desaparecimento de sacarose e rafinose e o
aumento de glicose e frutose, quando estas sement&s‘l:tomaram-se inviaveis.
Zeleny (1954) salienta que, durante a deterioragiio de sementes, embora o
contetido de agiicares ndo redutores tende a diminuir, o conteido de agucares
redutores aumenta. Bernal-Lugo e Leopold (1992) : . observaram que, em
sementes de Zea mays, a perda do vigor foi assoéiada com a perda de
carboidratos soliveis ¢ que o conteiido de monossa "deos foi reduzido nos
primeiros 30 dias de armazenamento. Segundo os autores, o desaparecimento
desses monossacarideos pode ser devido a participagdo desses agticares nas
reagdes de Amadori e de Maillard. Wettlaufer e Leopéld (1991), trabalhando
com sementes de Glycine max, concluiram que agucares redutores presentes em
sementes estariam envolvidos nessas reagdes e associaram o acimulo dos
produtos de Maillard a perda da viabilidade. De acordofcom esses autores, tais
reacdes envolvem o ataque ndo-enzimitico ao grupamento amina de
aminoicidos e de proteinas pelos agiicares redutoresL formando derivados
frutosil ou glicosilamina (reagiio de Amadori), com a“subsequente interagdo
entre esses produtos, formando compostos polimériéos, responsaveis pela
chamada “rea¢3o de escurecimento"” (reacdo de Malllard)‘



As alteragdes no sistema de membranas das células tdm sido avaliadas
por meio de observagdes da lixiviagdo de solutos na embebicdo de sementes. De
acordo com Bewley e Black (1994), a desestrutura¢iio de membranas em virtude
do envelhecimento pode levar a diversas alteragdes metabolicas, que contribuem
para a deterioragdo de sementes e a perda do vigor e da viabilidade. Os autores
explicam que, nos primeiros minutos de absorgdo de agua, mesmo por sementes
viaveis, hd um rapido efluxo de compostos organicos e inorgdnicos para o meio
de embebigdo, pois a integridade da membrana plasmatica é incompleta. A
situagdo ¢ invertida no decorrer da embebigdo, quando a membrana adquire uma
configuragio mais estivel ou tora-se reparada por algum mecanismo
enzimatico ainda nio identificado. Segundo esses autores, em sementes de baixa
viabilidade ou néo-vidveis, tais mecanismos de reparo podem estar ausentes ou
ineficientes, ou, ainda, as membranas podem estar tdo danificadas que os reparos
tomam-se impossiveis. )

Segundo Dias e Marcos Filho (1995), a desestruturagdo e a perda de
integridade do sistema de membranas celulares sfo causadas, principalmente,
pela oxidagio de lipideos, que promove o descontrole do metabolismo e das
trocas de agua e solutos entre as células e 0 meio exterior, tendo reflexos diretos
sobre a qualidade fisiologica das sementes.

Ressaltando o indice de germinagio em sementes de gramineas
durante 0 armazenamento, Condé e Garcia (1985a) colheram sementes de
Brachiaria decumbens cv. IPEAN, que foram secas até 10 - 11 % de umidade e
embaladas em sacos de tecido de algodio. As sementes foram armazenadas sob
condi¢des de ambiente ndio controladas e analisadas a cada quatro meses. Os
autores observaram que ndo houve perda de germinagdo durante 8 meses de
armazenamento.

Condé e Garcia (1985b) conduziram experimento semelhante ao

anterior, armazenando sementes de Panicum maximum cv. Colonido,
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constataram que sementes colhidas na maturidade fisiologica apresentaram
germinacdo de 26,9 %, 16 meses apds a colheita. Os mesmos autores,
trabalhando com sementes de Hyparrhenia rufa, conseguiram um indice de
germinacdo de 90 % dessas sementes mesmo apds 16 meses de armazenamento,
sob condigGes ambientais e embaladas em sacos de teciqo de algodio.
Mastrocola (1982) estudou durante 5 anos. o comportamento das
sementes de 6 espécies de gramineas forrageiras: Agropyrum intermedium,
Dactylus glomerata, Phleum pratense, Bromus inermis, Arrhenatherum elatius e
Alopecurus pratensis, quando submetidas ao 1 ento sob 4 diferentes
temperaturas (5, 10, 15 e 21° C). Nio se observou redug3o de germinagio para
todas as espécies quando mantidas a 5°C. Phleum pratense e Arrehenatherum
elatius tiveram a mesma germinagdio apés 5 anos, independente da condi¢fio de
armazenamento. Dactylis glomerata e Alopecurus pratensis ndo perderam o
poder germinativo quando armazenadas a 21°C, mas isto ocorreu quando as
sementes foram armazenadas sob temperaturas de 10 e 15°C. As sementes de
Bromus inermis e de Agropyrum intermedium aprfesentaram germinacgdes
reduzidas quando armazenadas a 10, 15 e 21°C. Na seqﬁéncia do experimento, o
mesmo autor verificou que, apés 10 anos de armazenamento a 5°C, somente as
sementes de Dactylis glomerata e Bromus inermis apresentaram reducdo no
percentual germinativo. |

I
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3.0 MATERIAL E METODOS
3.1 Consideragdes gerais:

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratdrios de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas e Biologia Molecular ¢ Metabolismo, Setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, Estado de Minas Gerais.

As sementes utilizadas foram coletadas manualmente de plantas
provenientes de painéis de gramineas do prdprio Campus Universitario, em
fevereiro de 1999 e, posteriormente, beneficiadas no laboratdrio.

Nas sementes recém-cothidas, procedeu-se a determinagdo do teor de
umidade e teste de germinagdio. Nesta oportunidade, tomou-se uma amostra
destas sementes, a qual foi congelada em freezer a -86°C, para posteriores
analises bioquimicas.

O delineamento experimental empregado para todas as avaliagdes foi
o inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x3x4, ou seja, 2
temperaturas, 3 embalagens e 4 tempos de armazenamento, com 3 repeticdes
cada. As médias dos experimentos foram comparadas pelo teste de Tukey ( 5%
de probabilidade). Para cada tempo de armazenamento foram determinados o
percentual de germinagdo, grau de umidade das sementes e anélise quantitativa
de proteinas, aminoacidos, agiicares redutores, agiicares soluveis totais e amido.

12



3.2 Armazenamento ‘ j

Iogo apos o beneficiamento e, estando as sementes com umidade de
11%, foram acondicionadas em trés tipos de embalags: potes de vidro, sacos
de papel e sacos plasticos de polietileno. Os periodos de armazenamento foram:
0 (semente recém-colhida), 30, 60 e 90 dias. As condicdes de armazenamento
foram: condicdio ambiente de laboratério e cimara fria g 10°Ce U.R. de 40% ).
|
3.3 Grau de umidade das sementes I

Para 3 determinacdo do grau de umidade, foi | empregado o método da
estufa a 70° C por 72 horas ou peso constante, em que amostras de 0,3g das
sementes de cada tratamento eram levadas 3 estufa, aoondlclonadas em sacos de
papel para facilitar a liberag3o da umidade. i

l
3.4 Teste de germinacio ’

Para a determinagio do percentual de genniné@io, as sementes foram
inicialmente submetidas a um processo de esmriﬁca‘gﬁo quimica em acido
sulfiirico concentrado (H,SO; - 98% ), durante “20 minutos, segundo
recomendacio de Lula (1998) para esta espécie, | As sementes, apds a
escarificagdo, foram lavadas em dgua corrente por 5 mmutos, a fim de se retirar
todo o residuo acido. Apds a lavagem, foram colowdas 50 sementes em placas
de Petri, dispostas sobre duas camadas de papel tipo germm e transferidas para
uma cimara de germinagio modelo TE - 400 'I'ECNAL a uma temperatura de

25°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas oontagens didrias e a protusdo
da radicula foi o critério para considerar as sementes ger{nmadas.

1
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3.5 Anilises Bioquimicas
3.5.1 Obtengfio do extrato bruto

As amostras das sementes de cada tempo de armazenamento foram
congeladas em freezer a -86°C até o momento da realizagio das anslises. A
obtengdo dos extratos brutos baseou-se na metodologia descrita por Lemos
(1996). Uma amostra de 500 mg de sementes foi homogeneizada em 10 ml de
um meio de extragdo composto de tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,5,
MgCL, 6H,0 0,5 M (100 puL), EDTA 0.1 M (50 pL), DDT 1,0 M (10 pL),
PMSF 04 M (10 pL), PVPP (100 mg ). Para todas as amostras, a
homogeneizagdo se deu por maceragio em graal de porcelana a 4°C. Em seguida
procedeu-se a centrifugacdo a 5.000 g durante 30 minutos. O extrato obtido foi
utilizado para as quantificagdes dos agicares soliveis totais, agicares redutores,
proteinas e aminoacidos. O pellet foi utilizado para a quantificacdo de amido.

3.5.2 Aciicares soliaveis totais

Os agicares soliveis totais foram quantificados, segundo metodologia
descrita por Yemm e Willis (1954), utilizando-se aliquotas de 30 uL do extrato,
970 pL de agua destilada e 2,0 mL do reagente antrona, composto de 20 mg de
antrona, 0,5 mL de H,O destilada e 10 mL de H,SO, concentrado. Apds a
homogeneizagio as amostras foram aquecidas em banho-maria a 100°C por §
minutos e ao atingirem a temperatura ambiente, lidas espectrofotdmetro a
620 nm. A quantificacdo dos agucares baseou-se na curva padrdo obtida a partir
de diferentes concentra¢des de glicose.

14



3.5.3 Aqiicares redutores t

A metodologia utilizada para a quantificagiio @e agicares redutores foi
descrita por Miller (1959), na qual se utiliza o acido 3,5 - dinitrosalicilico (DNS)
para a oxidagdo destes compostos.

A aliquota utilizada foi de 200 uL do extrato Pmto, sendo adicionados
1300 pL de dgua destilada e 1000 puL de DNS. Apés a homogeneizagio, as
amostras foram aquecidas em banho-maria a 100°C Por 5 minutos e, apés
atingirem a temperatura ambiente, levadas para leituraéém espectrofotémetro a
540nm. A quantificagdo dos agiicares baseou-se na cur‘va padréo obtida a partir
de diferentes concentragdes de glicose. *

3.5.4 Proteinas "
I
A determinaglio de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se aliquotas de 100 1L do extrato bruto em 5 mL do reagente
de Comassie, composto de 0,01% de Comassie Blue G-250, 8,5% de acido
fosférico e 4,7% de etanol. Apés a homogeneizagio, as ;amostras foram levadas
para leitura em espectrofotSmetro a 595 nm. As quantxﬁcaqoes das proteinas
foram baseadas numa curva padréio obtida a partir de dxferentes concentragdes
de BSA ( soro albumina bovina).

3.5.5 Aminodcido

A determinacio dos aminoacidos foi realizada segundo o método de
Yemm e Cocking (1955). Em aliquotas de 100 pL de extrato 1 foram adicionados
1,7 mL do reagente composto por 0,5 deetampaoctttatodesodm 02Me
pH 5,0), 0,2 mL do reagente de ninhidrina e 1,0 ml‘. de KCN ( 2% em
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espectrofotometro a 570 nm. Os resultados foram calculados com base na curva
padrio obtida a partir de diferentes concentragdes de glicina.

3.5.6 Amido

Apés os processos de homogeneizagio e centrifugacdo do tecido
vegetal , ja descritos anteriormente, o pellet resultante foi resuspenso em 4 mL
de acido tricloroacético 10% (TCA) e submetido a3 centrifugacdo a 10.000 g
durante 20 minutos a uma temperatura de 10°C. Esta operagdo foi repetida por
duas vezes, descartando-se o sobrenadante. Ao residuo em TCA foi, finalmente,
resuspenso em acido perclérico 30% (PCA) e centrifugado a 10.000 g por 30
minutos, a uma temperatura de 20°C.

A quantificagio do amido foi realizada na fragio sobrenadante,
empregando-se a metodologia descrita para agucares soluveis totais (Yemm &
Willis, 1954), tomando-se para tal, aliquotas de 50 pL.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAQO ¥

4.1 Grau de umidade das sementes
L
Os resultados dos teores de gua das sementes de Paspalum paniculatum
permaneceram inalterados em todos os tratamentos mhndos As sementes
recém colhidas que apresentaram um percentual de 11 % de umidade sofreram
pequenas alteracSes ao longo do tempo de armazenamento, sendo que estas
alteragies no foram estatisticamente diferentes. Dentro dos tratamentos
referentes ao tipo de embalagens e condigdes de armazeﬂamento estas alteragGes
foram praticamente nulas (FIGURA 1). G
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FIGURA 1: Grau de umidade das sementes de Paspalum paniculatum
submetidas a diferentes periodos de armazenamento, tipos de
embalagens e diferentes condigdes: (A) - Cimara fiia /10°C e (B)
- condigo ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999.
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Este tipo de comportamento pode caracterizar a presenga de dorméncia
tegumentar, associada 3 impermeabilidade sobretudo a& agua (Lula 1998).
Resultados semelhantes foram observados por Jesus (1995), trabalhando com
sementes de capim colonido (Pamicum maximun Jacq). O autor observou
pequenas alteragOes nos teores de agua em fungdo do tempo de armazenamento
e dos diferentes tipos de embalagens utilizadas.

4.2 Teste de germinagéo

Os resultados dos testes de germinagdio das sementes de Paspalum
paniculatum também nio sofreram grandes alteragdes durante o armazenamento.
Observa-se, pela figura 2, que foram obtidos percentuais relativamente altos, na
ordem de 80 %, para as sementes recém colhidas, os quais mantiveram-se
praticamente inalterados durante todo o periodo de armazenamento, nas
diferente condigOes e embalagens empregadas.
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FIGURA 2: Percentual de germinacio de sementes de Paspalum paniculatum
nos diferentes periodos de armazenamento, tipos de embalagens e
diferentes condigdes: (A) - Camara fria /10°C e (B) - condigdo
ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999,
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Algumas inferéncias podem ser feitas para explicar as altas percentagens
de germinacio destas sementes durante o armazenamento. Uma delas estd
relacionada com o teor de umidade das sementes, como mostrado
anteriormente, cujos teores mantiveram-se inalteradcls. O teor de umidade,
como se sabe, estd estreitamente relacionado i viabilidade e qualidade
fisiologica das sementes, sendo que, se as sementes pe}derem o seu equilibrio
higroscépio, durante um certo periodo de tempo, os embnoes poderdo sofrer
alteracdes nos seus constituintes celulares, vindo a perder sua viabilidade por
completo (Baskin e Baskin, 1998).

De acordo com o comportamento apresentado pelas sementes de
Paspalum paniculatum durante o armazenamento e com 6ase nos teores de dgua,
germinacdo e alteragBes metabélicas, que serdo discutidos posteriormente, e,
enfocando a classificagio apresentada por Bewley e ﬁlack (1994), podemos
sugerir que estas sementes podem ser enquadradas no grupo das sementes
ortodoxas, que s3o sementes que podem ser armazenadas com baixos teores de
umidade e, mantendo, consequentemente, a sua vzablhdade por um periodo mais

longo.
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4.3 Acucares redutores

Os resultados mostram uma queda nos teores de agucares redutores
durante o periodo de armazenamento, sendo essa queda pouco expressiva dentro
dos tratamentos de embalagens. Considerando ao locais de armazenamento,
pbde-se observar uma queda mais uniforme quando as sementes foram
armazenadas em temperatura ambiente (FIGURA 3).

&~ 100 — Al ~ 100 — B
v w2
= 80— = 80 )
w0 = 7 =R
] —_ — _ AN
3 g N[ =8
i T 7 INIAIN|A
g cl N A A
= 20— = - N IN [N
& & N AN A
< < AN AN [N
0 0 D N g
0 30 60 9 0 30 60 9
DIASDE ARMAZENAMENTO DIASDE ARMAZENAMENTO

(] vibro PLASTICO Y PAPEL

FIGURA 3: Acicares redutores em sementes de Paspalum paniculatum
submetidas a diferentes periodos de armazenamento, tipos de
embalagens e diferentes condigdes: (A) - Cimara fria /10°C e (B)
- condi¢io ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999.

Conforme ja comentado, Wettlaufer e Leopold (1991) mencionaram que
a presenca de agicares redutores em sementes pode ameagar a sua viabilidade
por meio de reagdes de Amadori e Maillard. Esses autores relatam que, durante
o envelhecimento, ocorre a liberagfio gradual desses agucares, ressaltando que as
enzimas que poderiam promover tal liberagdo, como a invertase ¢ a «-
galactosidase, requerem niveis de hidratagdo relativamente altos para sua
atividade. Considerando que as sementes aqui utilizadas continham um baixo
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nivel de hidratagio, em média 11 % , pode-se supor que a participagdo destes
agucares nas reagSes de Amadori ¢ Maillard foram baixas, uma vez que a
viabilidade das sementes foi mantida até os 90 dias de armazenamento. Os
autores acreditam que a velocidade das reacdes seja maior: sob condicdes de
temperatura ¢ umidade relativa mais altas, podendo explicar a queda mais
acentuada dos agiicares redutores quando as sementes foram armazenadas em
condigSes ambiente. |

4.4 Agiicares soldveis totais

Analisando a figura 4, podemos verificar umal queda nos teores de
agucares soliveis pas duas temperaturas e no dscorrer dos dias de
armazenamento, sendo que estas alteragdes ndo foram significativas dentro das
embalagens testadas.

~ 5000 . 5000
- T Al + B
@ 4000 — g§ @ 4000 -
7 I
-] AN N -] YN
. N TN . N
w0 NNz fe | 5 ™ A
N [N N A N [N =8
= NIANIATAN | N N A
E™ ININ IR [ 227 [N (A [
4 N N | N | U N
S ININININ | 2 oo NI A
7 ININ N | 1000 NI
N N N |7 5 N [N | N
0 N N [N | N 0 AN AN A
0 30 60 9% 0 30 6 %
DIAS DE ARMAZENAMENTO DIAS DE ARMAZENAMENTO

1 vmro PLASTICO PAPEL
FIGURA 4: Agiicares sohiveis totais em sementes de }Taspalum paniculatum
submetidas a diferentes periodos de armazenamento, tipos de
embalagens e diferentes condigdes: (A) - Camara fria /10°C e (B)
- condi¢do ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999.
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A utilizagiio desses agucares durante o periodo de armazenamento,
provavelmente esteja relacionada a manutencdo da viabilidade das sementes,
uma vez que, mesmo se mantendo dormentes, elas continuam suas atividades
metabolicas, sobretudo a respiraciio, mesmo que em taxas reduzidas.

Silver e Karen (1981) relatam que os carboidratos soliveis em sua
maioria s3o sacarose, e s3o hidrolizados pela enzima invertase em glucose e
frutose, os quais participardio do metabolismo respiratorio. Os autores ressaltam,
ainda, que esta enzima tem uma maior atividade em sementes quando possuem
um teor de umidade préximo a 16 %, mas podem atuar perfeitamente quando o
teor de umidade estiver em torno de 12 %, umidade esta contida nas sementes
usadas neste trabalho. Para termos certeza da participagio destes agucares no
metabolismo respiratério das sementes, durante o armazenamento, teriamos de
medir o consumo de oxigénio, ou seja, as trocas gasosas destas sementes e/ou a
atividade da invertase no pericdo em que elas foram armazenadas ( Vertucci e
Leopold, 1986).
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4.5 Amido h

Nota-se, pela figura 5, que o teor de amido apresgntou-se em queda até
os 30 dias de armazenamento, mantendo-se inalterado r” os 90 dias. Pode-se
supor, portanto, que alteragdes no teor de amido ndo sejam determinantes do

processo de deterioragdo dessas sementes. h
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FIGURA 5. Amido em sementes de Paspalum pamiculatum submetidas a
diferentes tempos de armazenamento, ﬁﬂos de embalagens e
diferentes condigdes: (A) - Camara fria /10°C e (B) - condigdo
ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999,

Os resultados obtidos concordam com aqueles méonmdos por Ching e
Schoolcraft (1968), em sementes de Trifolium incarnatum e Lolium perene, em
que o amido apresentou pouca 6u nenhuma alteragio.

A principal rota de degradagiio do amido é mediada pela enzima o
amilase, a qual é sintetizada "de novo”, durante o processo de germinacdo, apés
a hidratagio da semente. Entretanto, nota-se pelos dados da figura 5, uma
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reducdo nos teores de amido até os 30 dias de armazenamento, seguido de uma
estabilizacdo desses teores. Essa queda pode ser devido a outras enzimas
responsaveis pela sua degradagdo, como a B amilase que, embora tenha um
papel pouco expressivo na hidrolise do amido, € uma enzima pré-existente e
pode ter contribuido para estas alteragdes (Goodwin, 1982).

Vale ressaltar que os teores de amido foram obtidos provenientes de uma
ressuspensdo do "pellet” do extrato bruto em acido perclérico 30 %, sendo que a
exposicao deste substrato ao acido foi por um periodo de tempo relativamente
curto (2-3 minutos). Suspeitando-se de uma hidrolise parcial do amido, foram
testados varios tempos de hidrélise, em alguns extratos de sementes, e pode-se
verificar que os teores de amido aumentam em até 3 vezes, quando este substrato
¢ hidrolisado por 5 horas.
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4.6 Proteinas

Observou-se, nas condiges de armazenamento, uma pequena queda nos
teores de proteinas, 3 medida que as sementes se detefioravam (FIGURA 6).
Esses resultados concordam com o relatado por Smith e Berjak (1995), segundo
0s quais, nos processos de envelhecimento, ocorre reducio no conteddo de
proteinas, em conseqiiéncia da ativaciio de enzimas prote&liticas.
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FIGURA 6: Proteinas em sementes de Paspalum paniculatum submetidas a
diferentes tempos de armazenamento, tipos de embalagens e
diferentes condigdes: (A) - Cimara fria /10°C e (B) - condigiio
ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999,

As proteinas das sementes sdo classificadas pela sua solubilidade

e as principais sfo: albuminas, soliveis em 4gua e solugdes diluidas de sais;

globulinas, insoliiveis em dgua, mas soliveis em solugdes ]‘diluidas de certos sais;

prolaminas, soliveis em alcool etilico entre 70-80 %; glutelinas, soliveis em
|

bases e acidos diluidos.
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As proteinas aqui quantificadas foram extraidas de uma solugio tampéo
fosfato de potassio pH 7,5 , portanto, vale ressaltar que estas estdo enquadradas,
na sua maioria, dentro das albuminas e possivelmente uma fragio de globulinas,
que sio as proteinas de reserva mais importante. Para termos um resultado de
proteinas totais, ou seja, todas as classes das proteinas de reserva, teriamos de
realizar um fracionamento destas proteinas em seus respectivos solventes.
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4.7 Aminodcidos

j
Os teores de aminoacidos das sementes soﬁ'emJn uma queda até os 60
dias de armazenamento em todas as condigBes de armazenagem (FIGURA 7).
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FIGURA 7: Aminoécidos em sementes de Paspalum paniculatum submetidas a
diferentes tempos de armazenamento, tipos de embalagens e
diferentes condigdes: (A) - Camara fria /10°C e (B) - condigdo
ambiente. UFLA, Lavras - MG, outubro - 1999.

Esta queda pode estar associada a destruicio dos aminoacidos pelas
reagdes de Amadori e Maillard, relatado por Wettlaufer e Leopold (1991). Essas
reagSes sio caracterizadas pelo ataque nio enzimético a:os grupos amina pelos
agucares redutores. Comparando estes dados com os de aglcares redutores,
podemos supor que o comportamento de ambos estejam de alguma forma
associados. ‘

Apds os 60 dias de armazenamento, houve um Qumento nos teores de
aminodcidos. Este aumento pode ser justificado pela provavel ativagio de
enzimas proteoliticas, pois, segundo Smith e Berjak (1995), com o
envelhecimento das sementes, h4 um acréscimo no conteido de aminoacidos
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livres. Como as sementes se mantiveram vivas por este periodo, a sintese de
novos aminoacidos também pode ter contribuido para este aumento. Resultados
semelhantes foram encontrados por Paula (1997), trabalhando com sementes de

seringueira.
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5.0 Conclusio

* As sementes de Paspalum paniculatum se mantlveram vidveis, em
4
todo o periodo de armazenamento. I

* As embalagens e condicdes de annaze?amento testadas nio
influenciaram a qualidade das sementes. I

® As anilises bioquimicas utilizadas durante o periodo de

armazenamento ndo revelaram alteragdes no processo de
deterioracio das sementes. f ‘
;
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