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Action of exogenous ascorbic acid on physiological quality of cowpea

Acao do acido ascorbico exogeno na qualidade fisiologica de
sementes de feijao de corda envelhecidas artificialmente

seeds artificially aged

Jean Carlos de Araujo Brilhante'; Alexandre Bosco de Oliveira'’;
José Wendney Lima e Silva?; Joaquim Enéas Filho?

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do pré e pos-tratamento com acido ascorbico na reducao dos
danos ocasionados pelo envelhecimento em sementes de feijao de corda, as quais foram envelhecidas
em camara de envelhecimento artificial (45 °C, 99% U.R., no escuro) por 72 h, sendo submetidas
a quatro tratamentos: T1 — sementes ndo envelhecidas e ndo tratadas com acido ascorbico (AsA);
T2 — sementes envelhecidas e ndo tratadas com AsA; T3 — sementes que antes do envelhecimento
foram submetidas a um tratamento com AsA a 0,85 mM; T4 — sementes que ap6és o envelhecimento
foram submetidas a um tratamento com AsA a 0,85 mM. O envelhecimento das sementes por 72 h
(T2) provocou danos significativos nas membranas celulares das sementes de feijao de corda, como
foi evidenciado pelo aumento no vazamento de eletrolitos, maior nivel de peroxidacdo de lipidios e
menor porcentagem de germinac¢do quando comparado com o controle (T1). O T4 conseguiu igualar aos
resultados apresentados pelo controle, apresentando um menor vazamento de eletrdlitos e peroxidacao
de lipidios, bem como maior germinagdo, quando comparado com o T2. A aplicagdo exdgena de acido
ascorbico a 0,85 mM nas sementes de feijdo de corda apoés o envelhecimento artificial pode atenuar
efeitos deletérios na integridade de membranas e favorecer a qualidade fisiologica das sementes.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of pre-treatment and post-treatment with ascorbic acid
in reducing the damage caused by aging in cowpea seeds, which were aged in artificial accelerated aging
chamber (45°C, 99% relative humidity in the dark) for 72 h and it were subjected to four treatments:
T1 — non-aged seeds were not treated with ascorbic acid (AsA); T2 — non-aged seeds treated with AsA;
T3 — seeds before aging were subjected to a treatment with AsA to 0.85 mM; T4 — seeds after aging
were subjected to a treatment with a 0.85 mM AsA. The aging of seeds for 72 h (T2) caused significant
damage in the cell membranes of cowpea seeds, as evidenced by a increase in electrolyte leakage, higher
level of lipid peroxidation and a lower germination percentage, when compared with the control (T1).
T4 results were like the control treatment, with a lower electrolyte leakage and lipid peroxidation, well
as a higher germination percentage, when compared with T2. The exogenous application of 0.85 mM
ascorbic acid in cowpea seeds after artificial aging can mitigate its detrimental effects on the membranes
integrity and seed physiological quality.
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Introducao

A cultura do feijdo de corda é importante no
nordeste brasileiro, principalmente no aspecto
social, como geradora de empregos e garantia de
reserva de subsisténcia. As sementes de feijao de
corda, principalmente em pequenas propriedades,
sdo armazenadas de forma inadequada, em
condi¢cdes ndo controladas, contribuindo assim,
para a perda da qualidade fisiologica (VIEIRA;

YOKOYAMA, 2000).

Os problemas de armazenamento de produtos
agricolas constituem objeto de estudo permanente,
visando prolongar ao maximo a qualidade e assim
evitar perdas desnecessarias nos graos armazenados
(VIEIRA; YOKOYAMA, 2000). A qualidade
fisiologica de sementes tem sido um dos aspectos
mais pesquisados nos ultimos anos, em decorréncia
das sementes estarem sujeitas a uma série de
mudancas degenerativas de origem bioquimica,
fisiologica e fisica apos a sua maturagdo, sendo todas
associadas com a reducao do vigor (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). Alternativas
pesquisadas

tém sido
visando um melhor desempenho
de lotes de sementes com qualidade fisiologica
inferior, enquanto ainda ndo se tem um método
adequado para a preservagao das sementes durante

0 armazenamento convencional.

Os testes de vigor sdo capazes de avaliar o grau
de deterioracdo das sementes, constituindo uma
ferramenta importante na avaliacdo da qualidade
fisiologica de diferentes lotes de sementes comerciais
(DUTRA; MEDEIROS FILHO; TEOFILO, 2006).
Existem também, testes dirigidos a avaliagao do
comportamento das sementes, quando submetidas
a condi¢des especificas de ambiente, geralmente
estressantes,
acelerado. Na literatura, constata-se que os eventos
rapidos mais estudados estdo relacionados com
0s processos iniciais da sequéncia de deterioracao
como a degradacdo das membranas celulares e a
redugdo das atividades respiratoria ¢ biossintética
(BINOTTI et al., 2008).

como o teste de envelhecimento

As sementes de plantas superiores representam
excelentes modelos para o estudo do envelhecimento,
pois a perda da viabilidade pode ser facilmente
induzida experimentalmente por meiode testes
de vigor (KRANNER et al., 2006). O teste do
envelhecimento acelerado em sementes de feijao de
corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.] constitui um
eficiente teste de vigor para avaliar diferentes lotes
de sementes e predizer sua qualidade fisiologica
durante a exposi¢do ao periodo prolongado de
armazenamento (SALINAS et al., 2001).

Trabalhos
culturas tém sido desenvolvidos no sentido de

com uma grande variedade de

prolongar a armazenabilidade de sementes pela
aplicacao de antioxidantes as sementes (CHHETRI;
RAI; BHATTACHARIJEE, 1993; DE TULIO;
ARRIGONI, 2003). Além disso,
envigoramento de sementes e algumas técnicas de
osmocondicionamento pré-semeadura vém sendo
utilizadas, visando a uniformizacdo do estande e
maior rapidez na emergéncia de plantulas no campo

técnicas de

(CHHETRI; RAI; BHATTACHARIJEE, 1993;
OLIVEIRA; GOMES FILHO, 2010).
O  pré-tratamento das  sementes com

antioxidantes nao enzimaticos aumenta o vigor,
e com isso, o potencial de armazenamento dessas
sementes as condi¢cdes adversas de temperatura e
umidade (MAITY et al., 2000). E sugerido que o
tratamento prévio das sementes com antioxidantes
como o 4cido ascorbico aumenta o vigor e
prolonga a armazenabilidade das sementes devido,
principalmente, a remog¢@o de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (SMIRNOFF, 2000). Entretanto,
sdo escassos na literatura estudos sobre o efeito
da aplicacdo de antioxidantes ndo enzimadticos
na melhoria da viabilidade e do potencial de
armazenamento de sementes de feijao de corda.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do pré e do pos-tratamento com acido ascorbico
na protecdo e reducao dos danos ocasionados pelo
envelhecimento na integridade das membranas de
sementes de feijao de corda.
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Material e Métodos

O material vegetal utilizado foi sementes de
feijdo de corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.],
cultivar EPACE 10, disponibilizadas pelo Banco de
Germoplasmado Laboratoriode Analise de Sementes
(LAS) do Departamento de Fitotecnia do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal
do Ceara (UFC). As sementes de feijao de corda,
cv. EPACE 10, obtidas do banco de germoplasma,
foram selecionadas segundo critérios de tamanho,
aparéncia e sanidade, a fim de homogeneizar
as condi¢cdes experimentais e posteriormente
desinfetadas. Estas foram distribuidas e incubadas
em caixas “gerbox” devidamente colocadas em
camara de envelhecimento artificial acelerado
(45°C, 99% U.R., no escuro) para promover o
envelhecimento das mesmas por 72 h (DELOUCHE;
BASKIN, 1973). As sementes foram submetidas a
quatro tratamentos: T1 — sementes ndo envelhecidas
e nao tratadas com acido ascoérbico (AsA), isto
¢, o tratamento controle (SNE); T2 — sementes
envelhecidas e nao tratadas com AsA (SE); T3
— sementes que antes do envelhecimento foram
submetidas a tratamento com 0,85 mM de AsA (SE-
Pré-T); T4 — sementes que apdés o envelhecimento
foram submetidas a tratamento com 0,85 mM de
AsA (SE-Pos-T).

Os respectivos tratamentos com o AsA, T3 e
T4, foram realizados, através da pré-semeadura das
sementes de feijao-de-corda, em papel germitest,
embebido com solugdo contendo acido L-ascorbico
(PA, Sigma-Aldrich®) a 0,85 mM (150 mg L") num
volume de 2,5 o peso do papel (BRASIL, 2009) por
um periodo de 4h. Apds cada um dos tratamentos
citados foram feitas as seguintes analises:

A) Determinacdo da massa fresca, massa
seca e umidade das sementes: A determinacao da
massa fresca (MF) foi feita logo apos a aplicagdo
dos tratamentos, pela pesagem em balanga analitica,
em seguida o material foi congelado em freezer a
temperatura de —80 °C para posterior liofilizacao.
A massa seca (MS) foi obtida apds a liofilizagdo
das amostras e a umidade (U) das sementes foi
determinada utilizando-se a seguinte relacdo:
U = (MF — MS)/(MF) x 100. Os dados de MF ¢
MS foram expressos em gramas e a umidade das
sementes foi dada em porcentagem.

B) Teste da condutividade elétrica (CE) e a
porcentagem de danos de membranas (DM):
Foram conduzidos conforme a metodologia citada
por Vieira e Krzyzanowski (1999), utilizando-
se quatro repetigdes de 25 sementes de cada
tratamento, onde foram pesadas em balanca analitica
e depois colocadas em copos plasticos contendo 75
mL de agua destilada. Os copos foram colocados
em germinador a 25°C por 24h (Figura 14A) e
logo depois se procedeu a leitura das solugdes
contendo os lixiviados das sementes em aparelho
condutivimetro DIGIMED™ CD 21 previamente
calibrado. Os resultados das leituras foram divididos
pela massa das amostras e¢ a condutividade foi
expressaem uS cm! g'' de semente. Apoés leituraa 25
°C as amostras foram colocadas em Erlenmeyer em
banho maria com agua fervente por 1 h e realizou-
se novas leituras no condutivimetro. A porcentagem
de danos de membranas (%DM) das sementes foi
estimada pelo método de vazamento de eletrdlitos
descrito por Blum e Ebercon (1981) pela seguinte
relagdo: %DM = (L / L)) x 100, onde L, representa
a leitura de condutividade do extrato a 25 °C apo6s
24 h de incubagdo e L, a leitura apds a fervura em
banho maria por 1 h.
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Figura 1. Massa fresca (A), massa seca (B) e umidade (C) das sementes de feijao de corda, cultivar EPACE 10,
submetidas a diferentes tratamentos (SNE = Sementes ndo envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h;
SE-Pré-T = sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA e apds envelhecidas por 72 h e SE-Pds-T = sementes
envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas seguidas pela mesma letra mintscula, nos
diferentes tratamentos nao sdo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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C) Peroxidacao de lipidios: A peroxidagao
de lipidios foi mensurada pelo método de Heath e
Packer (1968). Para tanto, amostras de 50 mg de
tecido liofilizado foram maceradas com 1,5 mL de
acido tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). A suspensao
foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos e o
sobrenadante utilizado para os ensaios. A mistura
contendo 500 pL do extrato mais 2 mL do reagente
contendo acido tiobarbitirico (TBA) a 0,5% (m/v),
dissolvido em TCA a 20% (m/v) foi incubada em
banho maria com agua fervente por 1 hora. As
leituras foram realizadas nas absorbancias de 532 e
660 nm. A segunda leitura foi subtraida da primeira
para obtencdo da leitura especifica e a peroxidacdo
de lipidios foi calculada através do coeficiente de
extingdo molar de 155 mM™' cm™' e expressa em
nmol MDA-TBA g' MS.

D) Teste de germinacio: Foram utilizadas
quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento,
semeadas em rolos de papel germitest, umedecidos
com agua o equivalente a 2,5 vezes a massa do papel
do substrato seco e entdo colocado para germinar
a 25 °C em BOD. As avaliagdes foram realizadas
no 3° e 7° dias apds a semeadura e os resultados
expressos em porcentagem de germinagdo com
base no numero de plantulas normais, segundo
orientacdes das Regras para Analises de Sementes
(RAS) para esta espécie (BRASIL, 2009).

Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro tratamentos,
constando de quatro repetigoes cada. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Os dados apresentados na Figura 1A revelam que
o envelhecimento artificial por 72 h (T2) provocou
reducdo significativa na massa fresca das sementes,
aproximadamente 18% quando se compara com o
controle (T1). No entanto, quando se fez um pré-
tratamento das sementes de feijao de corda com 0,85

mM de AsA, antes do envelhecimento, a redug¢éo foi
somente de 8%, como observado no tratamento T3.
Ja a massa fresca das sementes que foram tratadas
com 0,85 mM de AsA apés o envelhecimento (T4)
foi quase duas vezes superior aquela do tratamento
controle (T1). Resultados semelhantes também
foram observados para a massa seca das sementes,
onde no T4 houve um aumento de aproximadamente
duas vezes em relagdo ao controle (T1), enquanto o
T2 proporcionou reducéo de cerca de 16% na massa
seca das sementes (Figura 1B).

O envelhecimento acelerado tem se mostrado
eficiente para avaliar o vigor de lotes de sementes
de feijoeiro e acompanhar a sua variacao durante o
periodo de armazenamento, principalmente porque
acelera o processo de deterioracdo das sementes
(DELOUCHE; BASKIN, 1973; MARCOS FILHO,
2005). Ja ¢ conhecido na literatura que a umidade
relativa alta combinada a uma temperatura elevada
existente na camara de envelhecimento artificial,
acelera o processo de deterioragdo das sementes,
reduzindo assim sua massa total (ABBA; LOVATO,
1999), como observado neste estudo.

Nao houve modificacdes significativas na
umidade das sementes nos tratamentos T1, T2 e
T4 (Figura 1C). Entretanto foi observado que o
tratamento T3 provocou acentuado aumento no teor
de agua das sementes, o que pode ser explicado
pela natureza higroscopica das sementes que,
dependendo das condi¢gdes ambientais nas quais
sdo submetidas, podem ganhar ou perder agua
facilmente (COPELAND; MCDONALD, 1995). As
condi¢des de umidade elevada e altas temperaturas
existentes na camara de envelhecimento durante o
envelhecimento artificial das sementes, aliado como
o pré-tratamento com AsA do T3, talvez tenham
interferido significativamente no aumento do teor
de agua das sementes do T3, pois esse tratamento
ocasionou uma pré-embebi¢do das sementes € isso
provavelmente tenha acentuado o efeito negativo
do envelhecimento. Além disso, foi observado
visualmente que houve relevante crescimento de

fungos no T3 com o envelhecimento (dados ndo
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apresentados). Os resultados obtidos neste estudo,
confirmam a afirmacdo de Vieira ¢ Yokoyama
(2000), os quais relatam que o armazenamento de
sementes de feijoeiro com teor de agua superior a
13% resultara em danos provocados por mudangas
no metabolismo celular, como o aumento da
atividade enzimatica e respiratoria das sementes,
propiciando o desenvolvimento de fungos, que
serdo favorecidos pela alta temperatura.

O teste da condutividade elétrica (CE) tem
se mostrado eficiente na distingdo entre lotes de
sementes de feijao de corda das cultivares Setentdao
e EPACE 10 (DUTRA; MEDEIROS FILHO;
TEOFILO, 2006). Neste trabalho, conforme se
verifica na Figura 2A, o teste da C.E também
se mostrou eficiente na identificacdo dos danos
provocados pelo envelhecimento nas sementes de
feijdo de corda, cultivar EPACE 10, como também
ja relatado em sementes de soja por Salinas et al.
(2001). O envelhecimento artificial provocou um
maior vazamento de eletrolitos nas sementes do T2
(51,81 uS cm! g' de semente), comparado com o
controle (T1), o qual apresentou valores de 39,96
uS cm! g de semente. Ja o T4 conseguiu igualar-
se aos resultados apresentados pelo controle, ndo
havendo assim diferenca significativa entre esses
tratamentos, apresentando um menor vazamento de
eletrolitos quando comparado com o T2. Entretanto,
o T3 apresentou um vazamento de eletrolitos de
81,81 uS cm g de semente, ou seja, com valores
superiores até mesmo em relacdo ao T2 (51,81 uS
cm! g! de semente). Os resultados obtidos para
CE corroboraram com os dados observados para
o percentual de danos de membranas, que avalia a
integridade das membranas celulares, onde os T2 e
T3 apresentaram os maiores percentuais de danos
nas membranas quando comparado com os demais
tratamentos (Figura 2B). Nesse sentido, Vieira e
Krzyzanowski (1999) reportam que em fungao
da desorganizagdo das membranas celulares, as
sementes tendem a reduzir assim o seu vigor, o que
pode ser verificado pelo aumento do vazamento
de solutos durante o processo de embebicao das

sementes.

O tratamento T4 funcionou como um
revigoramento das sementes de feijdo-de-corda,
pois foi capaz de reduzir os danos provocados
pelo envelhecimento, como mostra os resultados
referentes a integridade de membranas, quando
comparado com o tratamento controle T1 (Figura
2B). Isso justifica, a importancia da aplicagdo desse
tratamento T4, principalmente pelas
condi¢des de armazenamento com que as sementes
de feijao-de-corda estdo sujeitas principalmente nas
regides semiaridas, além do baixo vigor com que
essas sementes chegam as maos dos produtores. Nesse
sentido seria muito importante entdo, a aplicagdo
desse tratamento de revigoramento das sementes, a
fim de que possa melhorar a qualidade fisioldgica

dessas e com isso o seu potencial produtivo.

péssimas

Quando se avaliou a integridade das membranas
celulares, através do nivel de peroxidagao de lipidios,
os resultados mostram que o envelhecimento
artificial provocou aumento de 51% no nivel de
peroxidacdo de lipidios do T2, em relacdo ao
controle (T1). Esse aumento foi ainda maior no
T3, o qual foi 80% superior ao tratamento controle
(Figura 2C). Em estudos com sementes de Ginko
biloba L. foi mostrado um significativo aumento
da peroxidacao de lipidios tanto no embrido quanto
no endosperma durante o aumento do periodo de
armazenamento das sementes (TOMMASI et al.,
2006). Outros estudos demonstram que um dos
eventos iniciais da seqiiéncia de deterioragdo das
sementes durante o processo de envelhecimento ¢
a degradacdo das membranas celulares (BINOTTI
et al., 2008), principalmente devido a peroxidacdo
de lipidios induzida pelo envelhecimento, que
potencialmente danifica as membranas de tecidos
de sementes (SUNG; JENG, 1994). De modo
semelhante ao que foi verificado no presente estudo,
Oliveira et al. (2011), trabalhando com plantulas
de sorgo, também constataram aumento dos teores
malonialdeido, o produto final da peroxidacdo de
lipidios, em fun¢do do envelhecimento acelerado
das sementes.
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Figura 2. Vazamentos de eletrdlitos (A), porcentagem de danos de membranas (B) e peroxidagao de lipidios (C)
das sementes de feijdo de corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes tratamentos (SNE = Sementes ndo
envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T = sementes pré-tratadas com 0,85 mM de AsA ¢ apds
envelhecidas por 72 h e SE-Po6s-T = sementes envelhecidas por 72 h e pos-tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas
seguidas pela mesma letra mintscula, nos diferentes tratamentos no so significativamente diferentes (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
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O envelhecimento artificial (T2) provocou
danos significativos nas membranas celulares das
sementes de feijao de corda, confirmadopor um
aumento significativo no vazamento de eletrdlitos
no teste da condutividade elétrica e no percentual
de danos de membranas, além de maior nivel de
peroxidagdo de lipidios (Figura 2). Entretanto,
o T4 proporcionou uma redug¢do na peroxidacdo
de lipidios, atingindo valores proximos aos do
controle (Figura 2C), resultados estes semelhantes
ao observado com folhas de plantas de milho sob
estresse hidrico pulverizadas com acido ascorbico
(DOLATABADIAN; MODARRES SANVY;
SHARIFI, 2009). Contudo, cabe aqui ressaltar
que embora na literatura existam resultados sobre
o efeito inibitoério do AsA sobre a peroxidagdo de
lipidios, o mecanismo real desse efeito ainda nao
estd esclarecido (DOLATABADIAN; MODARRES
SANAVY, 2008).

Estudos recentes tém mostrado que a presenga
de antioxidantes, como o acido ascorbico, protege
a semente contra a peroxidacdo de lipidios e as
espécies reativas de oxigénio (ERO), induzidas
pelo envelhecimento das sementes (FOYER;
NOCTOR, 2005). Quando as sementes de algodao
foram envelhecidas artificialmente a 40°C e 100%

de umidade relativa tiveram suas membranas
deterioradas, sendo isso correlacionado com a
acumulagdo de peroxidos e redugdo na germinacao
(ANURADHA; KUMAR, 2003). O mesmo foi
observado no experimento aqui apresentado,
com as sementes do T2, onde houve um aumento
significativo da peroxidacao de lipidios em funcao
do envelhecimento artificial por 72 h (Figura 2C).

No teste de germinagdo foi observado que o
envelhecimento (T2) provocou significativa redugao
na porcentagem de germinagdo das sementes de
feijao de corda, de aproximadamente 19%, quando
se comparou com a germinagdo das sementes do T'1
(Figura 3). Essa reducdo foi mais drastica ainda no
T3, equivalente a 35%, enquanto no T4, as sementes
apresentaram uma porcentagem de germinagdo
até mesmo superior a observada no tratamento
controle. Esse comportamento estd de acordo
com o verificado por Dolatabadian ¢ Modarres
Sanavy (2008), onde o tratamento de sementes
de oleaginosas com acido ascorbico melhorou o
potencial de germinacdo dessas sementes quando
submetidas ao armazenamento prolongado. Desse
modo, um importante papel do AsA no controle
da divisdo celular ja foi proposto na literatura
(POTTERS et al., 2002), embora o mecanismo
molecular subjacente a este fenomeno ainda ndo
esteja tao claro.
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Acéo do é4cido ascédrbico exégeno na qualidade fisioldgica de sementes de feijdo de corda envelhecidas artificialmente

Figura 3. Porcentagem de germinagdo das sementes de feijdo de corda, cultivar EPACE 10, submetidas a diferentes
tratamentos (SNE = Sementes nao envelhecidas; SE = Sementes envelhecidas por 72 h; SE-Pré-T = sementes pré-
tratadas com 0,85 mM de AsA e ap6s envelhecidas por 72 h e SE-P6s-T = sementes envelhecidas por 72 h e pos-
tratadas com 0,85 mM de AsA). Colunas seguidas pela mesma letra mintiscula, nos diferentes tratamentos ndo sao

significativamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.
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EPACE 10, ap6s o envelhecimento artificial, atenua
os efeitos deletérios na integridade das membranas,
provocados pelo envelhecimento artificial, e
favorece a qualidade fisiologica das sementes.
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