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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar as modificagbes bioguimicas e
fisiolégicas com énfase nas atividades da enzima afa-galactosidase ocorrendo
durante a embebicéo de sementes Platymiscium pubescens (Micheli), Tachigalia
multijuga (Benth) e Caesalpinia peltophoroides (Benth) submetidas a diferentes
tratamentos. Sementes osmocondicionadas de Platymiscium pubescens foram
osmocondicionadas em solucdo de polietilenoglicol (PEG 6.000), sendo
analisadas as alteracfes no teor de &gua, no crescimento do eixo embrionério, na
germinacdo, as alteragdes na parede celular, a mobilizagdo de carboidratos e
proteinas e a atividade de afagaactosidase. Observou-se que a umidade das
sementes mantidas em égua estabilizou a posteriori as daguelas mantidas em
solugdo de PEG6000. A germinagdo das sementes mantidas em &gua,
consideradas como testemunha, acancaram 30% em 120 horas. Enquanto a
massa fresca e 0 comprimento do eixo embrionario aumentaram
significativamente durante a permanéncia na solucéo de PEG, a massa fresca néo
foi dterada significativamente. A arabinose € o principal aglcar constituinte da
membrana que recobre o embrido, tendo ela e a xilose, decréscimos significativos
durante a permanéncia em solugdo de PEG6000. A dividade da dfa
galactosidase do embrido apresentou alteracbes significativas durante o periodo

de 120 horas em que esteve na solucdo de PEG. Os teores de ramnose, arabinose



e xilose foram alterados significativamente na fracdo péctica, enquanto a
ramnose foi a unica na fragdo hemicelulésica, da parede do eixo embriondrio. Os
teores de glicose foram reduzidos significativamente, tanto no eixo embrionério,
guanto nos cotilédones durante o osmocondicionamento. Os teores de estagquiose
e de rafinose ndo apresentaram ateracdes significativas nos cotilédones,
enquanto o de sacarose foi reduzido significativamente. Os teores de proteinas
decresceram significativamente nas 120 horas de osmocondicionamento.
Concluirse que o osmocondicionamento potencializou a germinagdo das
sementes durante o processo de embebicdo, resultando em modificagdes da
parede celular pela deposicdo de monossacarideos. Tendo em vista as alteracdes
significativas observadas na atividade de afa-galactosidase em sementes de P.
pubescens durante o osmocondicionamento e a sua possivel participacdo na
germinagao, este trabalho foi desenvolvido para caracterizar a enzima no embrido
e nos cotilédones das sementes dessa espécie. As sementes foram colocadas para
embeber em agua, sendo retiradas amostras para as caracterizagdes biogquimicas e
cinéticas da enzima do eixo embrion&rio e cotilédones. Enquanto a atividade
especifica no eixo aumentou durante 96 horas, a dos cotilédones mostrou
pequeno incremento. A atividade da afagalactosidase do eixo foi maxima no
intervalo de pH de 4,5 a 6,0 e a dos cotilédones em 6,0. A temperatura de 55°C
foi a que mais estimulou a atividade das enzimas de ambos compartimentos. As
termoestabilidades das enzimas do eixo e dos cotilédones foram mantidas por
1.500 horas na temperatura de 40°C. A atividade da alfagalactosidase do eixo
embrionério foi inibida por melibiose, CuSO, e SDS, enquanto a dos cotilédones
por todos os efetores, com excegdo de galactose, SDS e CuSO,. Osvaloresde Ky
para 0 embrido e para os cotilédones foram 3,37 e 0,26 mM, respectivamente,
indicando que as afagalactosidases séo diferentes e com atividades em tempos
diferentes durante a embebicdo. Da mesma forma, caracterizowse a afa
galactosidase de embrido e cotilédones de sementes de Caesalpinia
peltophoroides e procurou-se estabelecer a relacdo entre a sua atividade e as
alteracBes na parede celular da micropila nas sementes. Durante 144 horas de
embebicdo foram retiradas amostras para quantificacdo da atividade de alfa
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galactosidase, de proteina e de aclcares. A germinagéo ocorreu com 96 horas de
embebicdo, sem que houvesse modificagdes na parede celular da micropila
Nesta, observou-se maior proporcdo de arabinose gque mostrou tendéncia de
aumento com o decorrer da embebicdo. A atividade da enzima foi detectada tanto
em sementes secas, tanto no eixo embriondrio, quanto nos cotilédones,
aumentando no primeiro a partir de 24 horas de embebicéo. O teor de proteina
decresceu continuamente no eixo embrionario a partir de 24 horas de embebicéo,
enguanto se manteve estavel nos cotilédones. A atividade da alfa-galactosidase
foi maxima nas temperaturas de 55°C para 0 eixo embriondrio e 50°C para 0s
cotilédones. A faixa de pH que mais estimulou a atividade da enzima foi de 5,5 a
6,0 para 0 eixo embrionario e de 4,5 a 5,0 para os cotilédones. As dfa
galactosidases do eixo embrionario e dos cotilédones foram inibidas por
melibiose, CuSO,, SDS e galactose. Por outro lado, o mercaptoetanol estimulou a
atividade dos cotilédones. A termoestabilidade também mostrou-se dta na

temperatura de 50°C. Os Ky, para o substrato r -NPGal para a afagalactosidase

do embrido e dos cotilédontes foram 1,74 e 2,64, respectivamente. Percebe-se
que as afagalactosidases das duas espécies sdo também diferentes entre si,
denotando-se especificidade, com atuacdes distintas, proprias do ecotipo de cada
espécie. Com o objetivo de estudar o efeito de tratamentos pré-germinativos nas
atividades das enzimas afagalactosidase e da beta-mananase, na porcentagem de
embebicdo, na porcentagem e velocidade de germinacdo, na sintese de proteinas
e na ateracdo na membrana que recobre o embri&do em sementes de Tachigalia
multijuga, foram coletadas sementes de trés matrizes aplicando-se tratamentos de
&cido sulfarico, da agua fervente e do desponte. N&do houve germinagdo nas
sementes tratadas com agua quente. Com excegdo do &cido sulfarico por 10
minutos, todos os demais tratamentos resultaram em porcentagem de germinagao
superior a0 da testemunha. Por outro lado, a velocidade de germinagao dos
diversos tratamentos foi diferente da testemunha somente em uma das matrizes.
As porcentagens de &gua das sementes tratadas com &cido por 20 minutos e por
adgua quente por 60 segundos diferiram estatisticamente da testemunha. As

dividades das enzimas e teores de proteinas durante a embebicdo foram
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diferentes estatisticamente entre os tratamentos com agua e &cido. Enquanto a
alfagalactosidase no tratamento com &gua quente permaneceu constante durante
a embebicdo, aguelas do é&cido sulfdrico aumentaram durante o periodo de 96
horas, decrescendo em seguida. Por outro lado, a atividade da beta-mananase néo
foi detectada apO6s 96 horas no tratamento com &gua quente e aumentou
significativamente no de &cido sulfarico. Verificou-se que, de modo gral, os
teores de todos os aglUcares componentes do tegumento das sementes da
testemunha foram significativamente inferiores aos daqueles dos dois
tratamentos pré-germinativos, especialmente em 144 horas de embebicdo.
Conclui-se que ndo ha relagdo entre a atividade de ambas enzimas e as alteragdes
ocorridas nos tegumentos das sementes, devendo essas enzimas, estarem atuando
na mobilizac&o de reservas e ndo no enfraguecimento do tegumento na fase pré-

germinativa



GENERAL ABSTRACT

This work amed to study the biochemical and physiological changes, with
emphasis on alpha-galactosidase enzyme, which occur during the germination of
Platymiscium pubescens, Tachigalia multijuga and Caesalpinia peltophoroides
seeds submitted to different treatments. Platymiscium pubescens seeds were
osmoconditioned in polyethilenoglycol (PEG, m.w. 6,000) and the alterations in
water content, embryonic axis growth, germination, cellular wall, protein
carbohydrate mobilization and apha-galactosidase were analyzed. Moisture of
seeds maintained in water stabilized after the moisture of those maintained in
PEG. The germination of water-maintained seeds, which were regarded as
control, reached 30% in 120 h. While the fresh mass and embryonic axis length
increased significantly during permanence in the PEG solution, fresh mass did
not alter significantly. Arabinose was found to be the main constituent of the
membrane surrounding the embryo and, together with xylose, showed significant
decreases during permanence in the PEG lution. Alpha-galactosidase activity
underwent significant changes during the 120 h period in the PEG solution.
Rhamnose, arabinose and xylose contents altered significantly in the pectic
fraction, while rhamnose was the only one found in the hemicellulosic fraction of
the embryonic axis wall. Glucose contents reduced significantly both in the

embryonic axis and in the cotyledons during osmocondioning. Stachyose and



raffinose contents had no significant aterations in the cotyledons while sucrose
content reduced significantly. Protein contents decreased significantly during the
120h osmoconditioning. It was concluded that osmoconditioning potentialized
seed germination during the imbibing process, resulting in cellular wall changes
due to the deposition of reducing sugars. In view of the significant alterations
observed in aphagaactosidase activity in P. pubescens seeds during
osmoconditioning and its likely involvement in the germination process, this
work was developed to characterize the enzyme in the embryo and in the
cotyledons of seeds of this species. The seeds were placed to imbibe in water and
samples withdrawn for biochemical and kinetic characterization in the embryonic
axis and cotyledons. While the specific activity in the axis increased during 96 h,
cotyledon activity showed a small increase. Alpha-galactosidase activity in the
axis was maximal during the pH interval from 4.5 to 6.0 and cotyledon activity at
6.0. The 55°C temperature stimulated enzyme activity the most in both
compartments. The thermo-stabilities of the axis and cotyledon enzymes were
maintained for 1,500 h at 40°C. The Alpha-gaactosidase activity in the
embryonic axis was inhibited by melibiosis, CuSO, and SDS whereas that of the
cotyledons was inhibited by all the effectors. Ky, values for the embryo and
cotyledons were 3.37 and 0.26 mM, respectively, showing that the alpha-
galactosidases are different and have activities at different times during
imbibition. Similarly, the alpha-galactosidase of the embryo and cotyledons of
Caesalpinia peltophoroides seeds was characterized, aiming to establish the
relationship between its activity and the aterations in the cellular wall of the
micropyle in the seeds. During the 114 h imbibition, samples were withdrawn for
guantification of apha-galactosidase activity, protein and sugars. Germination
took place after 96 h imbibition, without any changes occurring in the cellular
wall of the micropyle, where a greater proportion of arabinose, with a tendency
to increase during imbibition, was observed. Enzyme activity was detected in dry
seeds, in the embryonic axis and in the cotyledons, increasing in the first after
24 h imbibition. Protein content decreased continuously in the embryonic axis,
after 24 h imbibition, while maintaining itself stable in the cotyledons. Alpha



galactosidase activity was maximal at temperatures of 55 °C for the embryonic
axis and 50 °C for the cotyledons. The pH that stimulated enzyme activity the
most was in the range of 5.5 - 6.0 for the embryonic axis and 4.5 - 5.0 for the
cotyledons. Meélibiosis, CuSO,, SDS and gaactose inhibited the apha
galactosidases of the embryonic axis and cotyledons. On the other hand,
mercaptoethanol stimulated the activity of the cotyledons. Thermo stability was
also shown to be high at the temperature of 50 °C. The Ky, for the substrate r -

NPGal for the apha-galactosidase of the embryo and cotyledons was 1.74 and
2.64, respectively. The apha-galactosidases of the two species were also found
to be different from each other, with specificities and distinct behaviors
characteristic of the ecotype of each species. Aiming to study the effect of the
pre-germinating treatments on the activities of the enzymes alpha-galactosidase
and betamannanase, in the imbibition percentage, germination percentage and
velocity, protein synthesis and alteration of the membrane surrounding the
embryo in seeds of Tachigalia multijuga, seeds of three selected trees were
collected and sulphuric acid, snipped of seeds testa at micropyle end or at the
other end and boiling water treatments were applied. No seed germination
occurred in the boiling water treatment. Except for the sulphuric acid for 10 min,
al the other treatments resulted in germination percentage greater than the
control. On te other hand, germination velocity in the various treatments was
different from that of the control only in one of the trees. Seeds water percentage
of the ones treated in acid for 20 min. and boiling water for 60 sec differed
statistically from the control. The enzyme activities and protein contents during
imbibition were statisticaly different between the water and acid treatments.
While the alpha-galactosidase remained constant in the boiling water treatment,
during imbibition, those in the sulphuric aid increased during the 96 h period,
followed by a decrease. In contrast, beta-mannanase activity was not detected
after 96 h. in the hot water treatment, increasing significantly in the sulphuric
acid treatment. It was verified that, overal, the contents of al the sugar
components of the seed teguments in the control, were significantly lower than

those in the two pre-germinating treatments, especially during 144 h imbibition.
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It was concluded that there is no relation between the activity of either enzyme
and the alterations in the seed teguments, with the likelihood of both enzymes
acting on mobilization of reserves rather than on the weakening of the tegument

in the pre-germinating phase.
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1. INTRODUCAO GERAL

O estabelecimento de uma dada espécie na regeneracdo de povoamentos
florestais esta ligado a capacidade de suas sementes germinarem rapido e
uniformemente, a fim de vencer a concorréncia com outras espécies presentes no
local, ou pela capacidade de se manterem viavels por periodos mais longos, até
gue as condigdes ambientais sgjam propicias ao desenvolvimento das plantulas.
Para tanto, cada espécie lanca mado de adaptacbes como a dorméncia, o0
osmocondicionamento ou a mobilizacdo de determinadas reservas que serdo Uteis
para formacdo de estruturas fisicas, como a parede celular, ou para respiracao,
sintetizando intermediarios metabolicos com finalidades diversas.

A dorméncia tem sido definida como a incapacidade de uma semente
germinar sob condicbes adequadas de luz, temperatura e umidade, por
caracteristicas intrinsecas, sendo, portanto, uma determinacdo genética, que,
segundo FOLEY & FENNIMORE (1998), em sementes de Avena fatua, a
herdabilidade é de, aproximadamente, 0,50, enquanto os valores para Hordeum
vulgare estéo entre 0,69 e 0,80 (BURAAS & SKINNES, 1984). Ta afirmativa é
confirmada por McDONALD (2000) cujos dados obtidos com 12 espécies
mostraram variagdes no limite de temperatura e nas taxas de superacdo da
dorméncia entre os lotes de um mesmo cultivar e entre espécies. Os dois
cultivares de Leucaena leucocephala, cunningham e tarramba, tiveram a

quantidade de sementes dormentes decrescendo continuamente por varios meses.



Dentre as diversas formas de dorméncia com que as sementes se
apresentam, a tegumentar predomina entre as leguminosas. Segundo
CARVALHO & NAKAGAWA (2001), a dorméncia tegumentar caracteriza-se,
por diversos aspectos como a presenca de inibidores, impermeabilidade a agua e
a gases, resisténcia fisica a expansdo do eixo embrionario, alteracdo na
composicdo da luz, entre outras. Segundo LUSH & EVANS (1980), ha
aparentemente, associacdo entre a espessura do tegumento e o grau de
domesticacdo da espécie. Aquelas selvagens apresentam tegumentos mais
espessos. O tegumento é formado pelo tecido maternal e, segundo SOUZA &
MARCOS-FILHO (2001), o ambiente provoca alteracbes na sua espessura e
composicdo. Revisando vérios autores, SOUZA & MARCOS-FILHO (2001),
mostram que a absor¢cdo de agua pela semente depende das caracteristicas do
tegumento como a sua hatureza hidrofobica, ligada a composicdo quimica das
células do tegumento, pela cor, grau de enrugamento e escurecimento. Estudando
a estrutura dos tegumentos de Caesalpinia ferrea, C. pyramidalis, Senna
martiana e S. spectabilis, var. excelsa, MELO-PINNA et a. (2001) observaram
que eles eram compostos de uma camada de macroesclereideos revestida de
cuticula e subcuticula, seguida de camadas de osteoesclereideos, parénguima
esclerificado e outra camada mais interna de osteosclereideos. Segundo os
autores, a impermeabilidade € devida, provavelmente, a regido de
macroesclereideos, uma vez gue nas sementes ndo escarificadas o corante ndo
ultrapassou a porcdo conica dos macroesclereideos, diferentes daguelas
escarificadas em que o corante azul de metileno alcangou 0 endosperma. Dessa
forma, a compreensdo das caracteristicas fisicas e anatdmicas do tegumento
permite aplicagdo do melhor tratamento na superagdo da dorméncia ou a
manipulagdo por meio de cruzamento entre espécimens de diferentes
procedéncias.

O estabelecimento do método de superacdo da dorméncia € variave,
dependente da espécie, hgja vista as variagbes dos métodos utilizados para as
diferentes espécies. LEDO (1977) verificou que a agua fervente era mais

adequada para superar a dorméncia de Schizolobium parahybum e o &cido



sulfarico para Enterolobium contortisiliguum, enquanto DUARTE (1978)
utilizou o desponte para Delonix regia.

O é&cido sulfarico tem sido utilizado com sucesso por diversos autores
como, por exemplo, HASHIM (1990) para Dichrostachys cinerea, JELLER &
PEREZ (1999) para sementes de Cassia excelsa, ARAUJO-NETO & AGUIAR
(2000) para Guazuma ulmifoliae ALVES et a. (2000) para Bauhinia monandra.

Segundo Rolston, citado por MARTINS-CORDER et a. (1999), o &cido
atua no enfraguecimento do tegumento pela remocéo da cuticula e dissolucdo das
células macroesclereidicas. Entretanto, a utilizacdo de acido sulfurico, &cido
cloridrico e imersdo em &gua quente por FRANCO & FERREIRA (2002)
resultaram em morte das sementes de Didymopanax morototoni, enquanto o
picote por toda a semente ou a escarificagdo resultou em 25 e 16% de
germinagdo, respectivamente. Como houve embebicdo daquelas sementes sem
tratamento pré-germinativo, é de se supor que a utilizacdo do acido é mais
adequada no caso em que ha impermeabilidade a agua e ndo naquelas com
dorméncia em que haresisténcia ao crescimento do embri&o.

O melhor tratamento para superar a dorméncia de sementes de Bauhinia
ungulata, segundo ALVES et a. (2000), foi a escarificagdo mecanica, do mesmo
modo que se mostrou 0 mais indicado para Acacia mearnsii (MARTINS
CONDER et al., 1999). A utilizacdo de agua fervente ndo se mostrou adequada
para Acacia mearnsii (MARTINS-CONDER et al., 1999) e nem para Cassia
excelsa (JELLER & PEREZ, 1999). A reducdo da germinabilidade para esses
ultimos autores se deveu a danos as estruturas internas, devido ao
extravasamento de exsudatos.

A germinacdo € um processo que se inicia com a embebicdo das sementes,
estimulando a sintese de enzima ou a ativacdo daquelas pré-formadas, resultando
na mobilizacdo de reservas ou na digestdo de parede celular, enfraguecendo-a e
permitindo que araiz rompa o tegumento.

Trabalho readlizado por GROOT & KARSSEN (1987) demonstrou que a
acao da endo-b-mananase enfragueceu o tegumento de sementes de Lycopersicon

esculentum e tornou possivel o seu rompimento pela radicula. Por outro lado,



NONOGAKI & MOROHASHI (1996) demonstraram que a forma de endo-beta
mananase responsavel pela digestdo de reservas € diferente daguela presente no
tegumento. NONOGAKI, GEE & BRADFORD (2000) verificaram a expressao
dos genes LeMANZ2, que codificam a betamananase, no endosperma junto a
ponta da radicula de sementes de Lycopersicon esculentum antes da protrusdo da
radicula, enquanto LeMANL1 foi expresso somente no endosperma lateral apos a
protrusdo da radicula. Acreditam os autores que a mananase LeMAN2 estg,
provavelmente, associada com o enfraguecimento do endosperma, enquanto
LeMANL1 relaciona-se a mobilizacdo de galactomanano, no crescimento pos-
germinativo. SANCHEZ & MIGUEL (1997) mostraram que em sementes de
Datura ferox as atividades de betamananase e betamanosidase, envolvida na
degradacdo de manose na regido da micropila, aumentam bastante antes da
protrusdo da radicula. Segundo os autores, ha necessidade da presenca do eixo
embrionario para que tal fenémeno ocorra.

BEWLEY (1997) propdem gue a dorméncia de sementes de determinadas
espécies se deva a fata de atividade de betamananase, o que dificultaria o
enfraguecimento do tegumento. Segundo o autor, este pode ser 0 caso de Datura
ferox, mas 0 mesmo n&o poderia ocorrer com as sementes de Apium graveolens,
Capsicume Cucumis melo.

DOWNIE, HILHORST & BEWLEY (1997) observaram que a beta
mananase esta presente no embrido, no megagametofito e na nucela de sementes
de Picea glauca antes e durante a embebicdo. Os autores verificaram aumento na
atividade de endo betamananase na regido micropilar antes da protrusdo da
radicula, declinando apds a germinacdo, em parte pela exsudacdo da mesma para
0 ambiente externo.

Entretanto, PEETAMBAR, NEVINS, BRADFORD & DAHAL (1997)
ndo verificaram relacéo entre a atividade da betamananase e a germinagdo em
sementes de Lycopersicon esculentum pois, ndo foram observadas correlactes
entre as alteracBes nas quantidades de agUcares da parede celular na regido da
ponta da radicula e a atividade da enzima, com a taxa de germinacdo. Segundo 0s

autores, muito embora tenha havido aumento na atividade da beta-mananase nas



sementes, antes da protrusdo da radicula, quando colocadas em temperaturas sub-
Gtimas, a reducéo do potencial hidrico atrasou ou evitou a emergéncia da radicula
mas aumentou a atividade da enzima. H4, aparentemente, o efeito especifico
governando a relagdo da atividade da enzima e a germinacdo, pois DUTTA,
BRADFORD & NEVINS (1997) verificaram em sementes de Lactuca sativa, cv.
Pacific, que a termoinibi¢do ou tratamento com &cido abscisico em temperatura
Otima suprimiram tanto a germinacdo, quanto a atividade da betamananase na
parede celular do endosperma. Concluem os autores, que a atividade da enzima é
expressa antes da germinacdo e é regulada pelas mesmas condicbes que
governam a germinagao.

Da mesma forma, NASCIMENTO et al. (2000) verificaram que sementes
de gendtipos termotolerantes como Everglades e Pl 251245 tiveram maior
atividade de betamananase antes da protrusdo da radicula do que termosensiveis
como Dark Green Boston, Vamaine e Floricos 83.

A confirmagdo dessa pressuposicdo € feita por CANTLIFFE,
NASCIMENTO, SUNG et a. (2000) que trabalharam com sementes de Lactuca
sativa, verificando que havia menor necessidade de forca para a raiz penetrar o
endosperma nas sementes de gendtipo termotolerantes. Em temperaturas altas os
gendtipos termotolerantes aumentaram a atividade de mananase e germinaram
melhor do que gendtipos termosensitivos. Também TOOROP et a. (2000)
encontraram menor forga necessaria para romper o tecido envoltorio de sementes
de Lycopersicon esculentum durante as primeiras 38 horas de embebicdo. Nos
primeiros dois dias de embebicdo houve correlacéo entre a atividade da enzima e
o decréscimo naforca necessaria pararomper o tecido envoltorio.

BEWLEY (1997) acredita que seja necesséria a presenca de hidrolases em
sementes de tomate e aface, para que ocorra a germinagao, como observado por
REN & KERMONDE (2000), que estudando o papel da enzima pectina metil
esterase em sementes de Chamaecyparis nootkatensis ndo verificaram atividade
em sementes dormentes, mas aumento gradua nagquelas submetidas a

estratificacdo e durante a germinacéo.



SITRIT et d. (1999) verificaram que a protrusdo da radicula em sementes
de Lycopersicon esculentum cv. Moneymaker requer a presenca da
poligal acturonase para o enfraquecimento do endosperma.

Por outro lado, CHEN & BRADFORD (2000) verificaram a presenca de
genes ligados as expansinas no endosperma de sementes de Lycopersicon
esculentum envolvidos na regulagem da germinacdo pela desagregacao da parede
celular do endosperma durante a protrusdo da radicula. Por outro lado, WU et al.
(2001) estudando a relacéo entre as atividades das enzimas beta-glicanase e
quitinase e a germinagéo de sementes de Lycopersicon esculentum constataram
gue muito embora houvesse atividade de ambas as enzimas antes da protrusdo da
radicula, e que ambas fossem expressas no tecido do endosperma no local de
protrusdo da radicula, ndo houve evidéncias suficientes do envolvimento direto
de ambas na modificacdo da parede celular ou enfraguecimento da mesma.

A mobilizagdo de reservas constitui outra caracteristica da germinacgéo de
sementes, envolvendo também a degradacdo de parede, como observado por
WANG et al. (1998) em sementes de Hordeum vulgare.

BUCKERIDGE et a. (1995) constataram que antes da protrusdo da
radicula em sementes de Dimor phandra mollis houve degradacdo da estaquiose, da
rafinose e dasacarose com producéo de gal actose, glicose e frutose, noendospermae
cotilédones. Somente apds protrusdo da radicula houve mobilizacdo de
galactomanano do endosperma. A degradacdo de reservas da familia da rafinose
é feita pela a-galactosidase, conforme constatado por GUIMARAES et al. (2001)
em sementes de Glycine max. Segundo os autores, houve decréscimo no teor de
rafinose durante a germinagdo e aumento substancial na atividade da enzima.

FEURTADO et a. (2001) detectaram a presenca de afa-galactosidase no
embrido, micropila e endosperma de sementes de Lycopersicon esculentum,
verificando que a atividade durante e ap0s a germinacdo, ndo havendo alteractes
na atividade mesmo em presenca de osmoticum.

Por outro lado, WILLIAMS et al. (2001) acompanharam a germinacdo de
sementes de Asparagus officinalis, constatando a mobilizagdo de reservas nas

células do endosperma apds a germinacdo. Diferentemente de outros autores,



esses observaram que ndo houve alteracbes na parede celular na regido da
micrépila, o que, segundo 0os mesmos, funcionaria como uma barreira viva contra
a perda de hidrolisados para 0 meio. Esses autores verificaram que houve
participacdo das enzimas betamanosidase e betamananase durante a digestdo
das reservas. Enguanto a primeira aumenta continuamente a atividade no
endosperma e embrido apdés a germinagdo, a betamananase aumenta
consideravelmente no endosperma até a metade da mobilizagdo das reservas. Por
outro lado, CARVALHO et a. (2001) somente detectaram alteracbes na
atividade da mesma enzima em sementes de Sesamum indicum ap0s a
germinacao.

Para a grande maioria das espécies florestais nativas ndo existem
disponiveis na literatura informagdes a respeito dos mecanismos envolvidos na
germinacdo, especidmente quando se trata das ateracbes fisiologicas e
bioquimicas das sementes como, por exemplo, as modificacbes no eixo
embriondrio e tegumento durante a embebicdo. As espécies escolhidas neste
estudo sdo nativas da mata Atlantica, que sofrem continuo desmatamento ao
longo do tempo, levando a uma grande restri¢éo em sua base genética.

Este trabalho teve como objetivo estudar as modificagbes bioguimicas e
fisiologicas, com énfase nas atividades das enzimas afagaactosidase, que
ocorrem durante a embebicdo de sementes de Platymiscium pubescens,
Tachigalia multijuga e Caesalpinia peltophoroides submetidas a diferentes

tratamentos pré-germinativos.



1.1. Consider acdes sobr e as espécies

1.1.1. Platymiscium pubescens (Micheli) var. pubescens (Leguminosae

Papilionoideae)

Segundo KLITGAARD (1995) o Platymiscium pubescens var. pubescens
ocorre nos estados da Bahia, Espirito Santo, Distrito Federal e Minas Gerais.
Neste, foi identificada a presenca da espécie nas cidades de Carangola,
Vespasiano, Coronel Pacheco, Jequitiba, Paraopeba, Lagoa Santa, Caratinga,
Ipatinga Vicosa e nas rodovias VicosaCauri e Belo Horizonte-Brasilia. A
espécie é conhecida pelos nomes de timburi, timburil e jacaranda-branco. Ainda
segundo a autora, o0 habitat da espécie € o cerrado, embora MARANGON (1999)
aidentifique como de floresta estacional semidecidual, ocorrendo em altitudes de
300 a 750 m. De acordo com KLITGAARD (1995) a espécie € de vegetacdo
secundéria e sua madeira é usada para construcdo de moirdo de cerca, aém de
sua utilizaggo como planta ornamental e de reflorestamento e, segundo

LORENZI (1992), pode ser usada na recuperacdo de areas degradadas.



1.1.2. Tachigalia multijuga (Benth) (L eguminosae Caesalpinioideae)

Segundo LORENZI (1998), a espécie ocorre nos estados de Sao Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro, na matapluvial da encosta Atlantica. Sua madeira
€ moderadamente pesada, muito dura ao corte, textura média, altamente
resistente e muito duravel. Ainda segundo o autor, a madeira € empregada na
forma bruta para obras externas, como dormentes, esteios, vigas de currras,
poste, moirdes e como arvore ornamental, podendo ser usada para arborizagdo. O
mesmo autor a classifica como planta perenifdlia, heliéfita ou de luz difusa,
climax, indiferente as condi¢bes de umidade do solo, na mata pluvial Atlantica, é
rara ou ocasiona. Ocorre preferencialmente no interior da mata priméria
localizada em vérzeas auviais e inicio de encostas, onde o solo é fértil e

profundo.



1.1.3. Caesalpinia peltophoroides (Benth) (L eguminosae Caesal pinioideae)

Segundo LORENZI (1992), a Caesalpinia peltophoroides € uma espécie
florestal tipica de mata atlantica, ocorrendo nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, S80 Paulo e Espirito Santo, sendo utilizada para diversas finalidades
como construcdo civil, de moveis, caixotaria em geral, adém do uso em
arborizagdo urbana. E também recomendada para plantios mistos em &reas
degradadas de preservaciio permanente. E uma érvore semidicidua, helidfila,
caracteristica de mata pluvia atléantica indiferente as condicdes fisicas do solo.

Ocorre no interior de matas primarias e em formagdes abertas.
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Resumo: O objetivo desse trabalho foi investigar alteracdes fisiologicas e
bioquimicas em  sementes osmocondicionadas de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens Micheli). Foram analisados o crescimento do eixo
embrionario, a germinacdo, as ateracbes na parede celular, a mobilizacéo de
carboidratos e proteinas e a atividade de a-galactosidase. Observou-se que o teor
de &gua das sementes da testemunha aumentou continuamente até 96 horas de
embebicdo, enquanto as mantidas nas solucdes de PEG estabilizaram a partir de
48 horas. A germinacdo ocorreu somente nas sementes mantidas em &gua,
alcancando 30% em 120 horas. As sementes mantidas em solucéo -0,4 MPa de
PEG por 120 horas tiveram 66% de germinacdo quando transferidas para agua,
sendo a maior em relacdo aos demais potenciais. A massa fresca e o
comprimento do embrido aumentaram sgnificativamente durante o periodo de
120 horas em solugdo de PEG (-0,4 MPa/120 horas). Entretanto, a massa seca
teve incremento ndo significativo. Os teores de arabinose e xilose em membranas
lavadas com é&gua decresceram significativamente durante o osmocondicio-
namento. A galactose ndo foi detectada na membrana em 120 horas. A arabinose
mostrou ser a principal constituinte da membrana. A atividade de a-galactosidase
mostrou diferenca significativa durante o periodo de 120 horas. Os teores de
ramnose, arabinose e xilose ateraram-se significativamente na fracdo péctica,
enguanto a ramnose foi a Unica na fracdo hemicelulosica. A glicose foi detectada
somente nessa Ultima fracdo. Os teores de glicose no embri&o e cotilédones
alteraram-se significativamente durante o osmocondicionamento. Os teores de
estaquiose e de rafinose ndo tiveram alteraces significativas nos cotilédones,
enquanto o de sacarose reduziu significativamente, mantendo-se mais alto do que
os dos outros dois oligossacarideos. O teor de proteina decresceu
significativamente nas 120 horas de osmocondicionamento. Conclui-se que o
osmocondicionamento potencializou a germinacdo das sementes durante o
processo de embebicdo, resultando em modificagbes da parede celular pela
deposicdo de monossacarideos.

Pdavras-chaves. germinacdo, Platymiscium pubescens, carboidrato, proteina,
parede celular.
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Summary: The objective of this study was to investigate physiological and
biochemical aterations in tamboril-damata (Platymiscium pubescens)
osmoconditioned seeds. It was analyzed embryonic axis growth, germination,
changes in the cell wall, carbohydrate and protein content and a-galactosidase
activity. It was observed that the seed water content for the control seed
increased continuously for as long as 96 hours of imbibition, while those
maintained in the PEG solutions stabilized at 48 hours. The germination occurred
only in seeds maintained in water, reaching 30% in 120 hours. The seeds
maintained in -0.4 MPa PEG solution for 120 hours showed 66% of germination
when transferred to water, and had the greatest potential. Fresh matter and length
increased significantly during the 120 hours period in PEG solution
(-0.4 MPa/120 hours). However, the dry matter showed no significant increment.
Arabinose and xilose contents in water washed membranes decreased
significantly during the osmopriming. Galactose was not detected until 120
hours. Arabinose had the largest concentration. The a-galactosidase activity
showed significant activity during the 120 hours period. Ramnose, arabinose and
xilose contents changed significantly in the pectic fraction, while ramnose was
the only one in the hemicellulose fraction that showed significant change.
Glucose contents changed significantly during the osmopriming. Staquiose and
raffinose contents showed no significant changes, while sucrose content was
reduced dignificantly though was maintained higher than the other
oligossacharides during the entire period. Protein contents decreased significantly
after 120 hours of osmopriming. It was concluded that priming potentiated seed
germination by reducing sugars deposition in cell wall.

Key words. germination, Platymiscium pubescens, carbohydrate, protein, cellular
wall.
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1. INTRODUCAO

A germinacdo de sementes € um processo complexo e 0s mecanismos
variam entre espécies ou mesmo entre populacdes de mesma espécie (KHATRI,
SETHI & KAUSHIK, 1991). O osmocondicionamento de semente tem sido
empregado, para que 0S mecanismos envolvidos na germinacdo de diversas
espécies sgjam entendidos. Solucéo de polietilenoglicol (PEG) tem sido usada
como meio osmotico para simular o estresse hidrico que ocorre no campo e que,
segundo BASKIN & BASKIN (1998), poderia induzir dorméncia secundaria.
Ha, porém, necessidade de gue a semente alcance determinado nivel de umidade,
cujo teor € varidvel com a espécie. KHAN & KARSSEN (1980), trabahando
com Chenopodium bonnes-hericus e SAMIMY & KHAN (1983), com Rumex
crispus, induziram dorméncia secundaria quando as sementes foram submetidas
ao estresse hidrico de -0,86 MPa e -1,57 MPa, respectivamente. A condicéo
hidrica e temperatura sdo dois fatores que exercem influéncia decisiva na
manutencdo do banco de sementes no solo. A absor¢éo de agua pelas sementes
de espécies pioneiras, por exemplo, em quantidade suficiente para acancar nivel
minimo, poderia estimular 0 metabolismo. Entretanto, a baixa temperatura no
solo floresta n&o seria adequada para que ocorra a germinacdo, levando as
sementes a dorméncia secundaria. Assim, elas teriam a potenciagdo para

germinar, mas teriam que aguardar condi¢des térmicas propicias, gue viriam em
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outra estacdo ou a queda de alguma &rvore, para que isso ocorresse. A dorméncia
secundéria asseguraria a sobrevivéncia nesse periodo. Por outro lado, o periodo
de dta temperatura poderia encontrar as sementes com baixo teor de agua, mas
com o estimulo metabdlico pronto para que ocorra a germinacdo em curto espaco
de tempo, adequado para vencer a concorréncia com as demais espécies, pelo
osmocondicionamento ocorrido na estagdo anterior.

A germinacdo de sementes de fedegoso (Senna macranthera) ocorre pela
expansdo celular, segundo BORGES et a. (2001), que verificaram ndo haver
ateracOes significativas nas reservas. Resultados semelhantes a esses foram
encontrados por ARMSTRONG e McDONALD (1992) em sementes de soja,
Ccujos comprimentos e a matéria seca da radicula e da plumula aumentaram apos
0 osmocondicionamento.

TOOROP et a. (2000) concluiram que a germinacdo de sementes de
tomate (Lycopersicon esculentum) ocorria devido ao enfraquecimento mecanico
do endosperma, permitindo que a radicula o rompesse. Muito embora aguns
autores tenham tentado relacionar o enfraguecimento mecénico de tegumento
com a atividade de enzimas, em poucas espécies tem havido essa associagcdo com
aparede celular (BEWLEY, 1997).

SPYROPOULOS & LAMBIRIS (1980) observaram em sementes de
Ceratonia siliqua L. que o crescimento do eixo embrionario, 0 decréscimo da
matéria secatotal e aformagdo de amido correlacionaram-se com o decréscimo de
gaactomanano. Entretanto, a atividade de a-galactosidase embrionaria ndo foi
af etada significativamente. Teores de aclcares solUveis nos cotilédones foram altos
guando as sementes estiveram sob estresse hidrico, especialmente devido ao ato
teor de galactose e manose.

HULBERT et a. (1988) observaram a ndo incorporagao de metionina em
proteina durante o estresse hidrico de sementes de Pinus taeda. Damesmaforma,
os resultados obtidos por DELL’AQUILLA (1992), com sementes de trigo
(Triticum aestivum), evidenciaram que a sintese de proteina no eixo embrionério
€ reduzida quando o embrido é submetido ao estresse hidrico. Entretanto, o

bloqueio da germinacéo sob estresse e subsequiente recuperacéo em agua nédo esta
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associado ao blogueio ou estimul o a sintese de determinada proteina.

Tendo em vista a caréncia de informagfes fisioldgicas e bioquimicas
concernentes a germinacdo das sementes de grande parte das espécies florestais
arboreas nativas, foi desenvolvido o presente trabalho, com o objetivo de
verificar o efeito do osmocondicionamento nos mecanismo fisioldgico envolvido

na germinacao de sementes de Platymiscium pubescens (tamboril-da-mata).
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2. MATERIAL E METODOS

Sementes colhidas de quatro arvores, foram colocadas para embeber em
solucédo de polietilenoglicol (PEG, p.m. 6.000) nos potenciais de -0,2 MPa,
-0,4 MPa e -0,6 MPA e atestemunhaonde se utilizou somente &dgua destilada, por
120 horas, na temperatura constante de 25°C, colhendo-se amostras a cada 24
horas para determinacéo de umidade. Esta determinacéo foi feita diariamente, em
estufa a 105°C por 24 horas. Foram utilizadas trés repeticdes de 20 sementes
cada. Durante a retirada de amostras procurou-se verificar a ocorréncia de
sementes germinadas em cada potencial. N&o se detectando germinacdo em -0,4
MPa e -0,6 MPa, colocou-se, entdo, as sementes para embeber nesses potenciais
por 96 e 120 horas, a temperatura de 25°C. Foram, entdo, lavadas ao final de cada
tempo e colocadas para germinar a mesma temperatura, sob iluminagéo
constante, proporcionada por oito lampadas fluorescentes OSRAM, de 40 W,
tipo luz do dia especial. A cada hora era feita contagem de sementes germinadas.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentavam protrusdo de
radicula. Utilizaram-se cinco repeticdes com 20 sementes cada, para cada
tratamento.

O comprimento, as massas dos embrides frescos e secos de sementes
colocadas em solucéo de PEG -0,4 MPa foram avaliados em amostras colhidas

com tempos zero, 72 e 120 horas de embebicdo. As avaliagbes dos comprimentos
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dos embrides foram feitas antes de serem levados para a estufa, utilizando-se um
ampliador fotografico e curvimetro. As matérias secas foram avaiadas apos
secagem dos embrifes em estufa a 45°C, por 48 horas. Todas as quantificacoes
foram feitas em cinco repeti¢des de 20 sementes.

A extracdo de proteina foi feita em embrides mantidos em solucdo de PEG
-0,4 MPa, pelo periodo de zero a 120 horas, segundo ALFENAS et a. (1991).
Utilizou-se o tampd TRIS-HCI, 0,1 M, pH 7,5 como ®lugdo de extragdo. A
quantificacdo foi feita conforme BRADFORD (1976), utilizando-se a albumina
de serum bovina (BSA) como padréo de proteina. Foram feitas cinco repeticoes,
cada umaem duplicata.

A extragdo e a determinagdo de atividade de a-galactosidadase foram
feitas segundo REZENDE (1998), com modificagdes. O extrato foi obtido
macerando-se 50 mg de embrides mantidos em PEG -0,4 MPa pelo periodo de 72
a 120 horas em 1,5mL de tampdo acetato de sédio 100mM pH 50 e
centrifugado sob refrigeracdo a, aproximadamente, 21.000 x g por 60 s A
quantificagdo de a-galactosidadase foi feita com adicdo de r -nitrofenil
galactopiranosideo (r -NPGal) 2,0mM ao extrato enzimético, seguida de
incubacdo em banho-maria, a 37°C, por 30 min. Acrescentou-se 1,0 mL de
carbonato de sodio 0,5M para paradlisar a reacdo. A leitura foi feita no
comprimento de onda de 410nm. Os vaores de absorbancia foram
transformados em micromoles de r -NP formados, utilizando-se uma curva-
padrédo. Uma unidade da atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima
necess&ria para produzir um 1,0 mmol de r -NP, por minuto, nas condi¢fes do
ensaio. Foram realizadas trés repeticdes de medidas de atividade de cada enzima.

Embrides originados de sementes mantidas em solugéo de PEG -0,4 MPa
por zero, 72 e 120 horas tiveram a membrana que os recobre retirada e submetida
ou ndo a lavagem com agua desionizada, quantificando-se a sua composicao apos
preparacao dos alditois acetatos.

A extracdo de parede celular e a separacdo de pectina e hemicelulose
foram feitas conforme descrito por CARPITA e GILBEAUT (1993), sendo
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preparados alditdis acetatos para analise de monossacarideos em cromatografia
gasosa. Foram feitas quatro repeticoes de cada extragao e quantificagao.

As extragGes de monossacarideos e de oligossacarideos do embrido e dos
cotilédones foram feitas conforme metodologia descrita por BLACK et al.
(1996), com modificagdes. o material seco e moido foi homogeneizado com
etanol 80% a 75°C, por 30 min, apds o qual foi centrifugado a 12.000 x g por
10 min. O sobrenadante foi separado e homogeneizou-se 0 precipitado com
etanol 80% por mais cinco vezes. Os sobrenadantes foram misturados e secados
totalmente, ressuspendendo-se com 1,0 mL de agua ultrapura. Retirou-se 0,5 mL
gue foi usado para preparo do alditol acetato. O restante da amostra foi utilizado
para quantificacéo dos oligossacarideos.

As digestbes da membrana, da hemicelulose e da pectina foram feitas
conforme metodologia descrita em BORGES et a. (2000) e a quantificacdo dos
monossacarideos conforme ENGLYST e CUMMINGS (1984). Utilizou-se
cromatografo a gas Shimadzu GC14-A, equipado com detector de ionizagdo de
chama (FID), acoplado a um registrador e integrador C-R6A chromatopac.
Utilizorse coluna moderadamente polar, 50% de cianopropilfenil-
dimetilsiloxane. O fluxo de gés foi de 0,25 mL.min™. As temperaturas do injetor,
do detector e da coluna foram 250°, 220° e 275°C, respectivamente. A razéo de
divisdo foi de 1/40, tendo sido injetado 1,0 ni. de alditol acetato.

Os oligossacarideos foram quantificados apds passagem das amostras em
coluna sep-pak C-18 e, apls reducdo de volume, injetados 20Nk em
cromatografia liquida de dta performance (HPLC) Shimadzu, equipado com
coluna aminex HPX-42C,de 300 mm X 7,8 mm, tendo a &gua como fase moével,
com fluxo de 0,6 mL/min. O aparelho esta equipado com detetor de indice de
refracéo.

Todos os experimentos foram estabel ecidos no delineamento inteiramente
casuaizado. As determinacdes de teor de agua e atividade da alfa-galactosidase
tiveram trés repeticdes, enquanto aqueles correspondentes a massas fresca e seca
e comprimento do eixo embrionério tiveram cinco repetices. As caracteristicas

avaliadas foram submetidas aos testes de normaidade dos dados e de
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homogeneidade de variancia e posteriormente submetidas a andlise de variancia e
teste F, a 1% de probabilidade. Os experimentos de membrana foram instalados
no esquema fatorial 2 X 3 (sem e com lavagem e trés tempos: 0, 72 e 120 horas),
com quatro repeticbes. Os dados de monossacarideos foram submetidos ao teste
de homogeneidade e normalidade e, em seguida, procedeuse a andise de
variancia e teste F, a 1% de probabilidade. Todas as andlises foram realizadas
utilizando-se o Sistema de Andlise Estatistica (SAEG, versdo 8.X, Universidade
Federal de Vigosa).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Observa-se no Quadro 1 que houve rdpida embebicéo das sementes, tanto
na agua, quanto nas solugdes de PEG, nas primeiras 24 horas. Enquanto a
estabilizacdo da umidade das sementes mantidas em agua ocorre em 96 horas,
aquelas mantidas nos potenciais -0,4 e -0,6 MPa o fizeram em 24 horas e, no
potencial de -0,2 MPa, em 48 horas. Houve 30% de germinagdo nas sementes
mantidas em &gua por 120 horas, alcancando 67% em 144 horas, indicando que
elas alcangaram nivel critico de umidade, o que Ihes permitiu germinar. Por outro
lado, ndo se observou germinacdo das sementes mantidas em solucdes de PEG,
em todos os potenciais. Verificase pela Figura 1 que as sementes acangaram
teor de &gua gque as permitiram germinar somente quando transferidas para agua.
O potencia de -0,4 MPa por 120 horas estimulou claramente a germinacdo em
relacdo aos demais, 0 que permitiu acancar, aproximadamente, 60% de
germinacdo em 300 minutos. Quando o osmocondicionamento em -0,4 e -0,6
MPa foi feito por 120 horas, asimilaridade da porcentagem de germinacéo foi
somente verificada nos primeiros 180 minutos, com incremento superior aos
demais tratamentos. O tratamento no potencia de -0,6 MPa/120 horas
representou maior incremento na germinagdo nos primeiros 180 minutos.

As sementes mantidas em solucdes de potencia -0,4 MPa por 120 horas,

tiveram a matéria fresca dobrada nas primeiras 72 horas de germinacéo,
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Quadro 1 — Teor de agua (%) em sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium
pubescens Micheli) em solugbes com diferentes potenciais

osmoticos.
Potencial Tempo (h)
(MPa) 0 24 48 72 96 120
Agua 12,68+1,59 58,16+7,90 63,30+0,27 68,83+0,71 72,88+1,28 69,26+0,16
-0,2 12,68+1,59 58,37+1,00 62,39+0,06 63,31+1,03 62,99+1,42 57,73+0,22
-04 12,68+1,59 59,64+504 61,63+0,15 60,06+0,51 60,48+0,91 59,39+0,53
-0,6 12,68+1,59 57,65+0,15 58,66+1,00 57,01+0,63 57,72+0,78 56,23+0,15
70

. a

X 60

g

E 50 A

E 401

3 b

& 30

g

(]

O 10 A

0 . . .
1 2 3 4 5
Tempo em agua (h)

Figural—Germinagdo acumulada de sementes de tamboril-damata
(Platymiscium Pubescens) apos osmocondicionamento em solugdo de
PEG. Concentracdo/tempo de permanéncia em solugdo de PEG:
-0,4 MPa/96h: O; -0,4 MPa/120h: m; -0,6 MPa/96h: O;-0,6 MPa/120h: @
As médias no tempo de 300 minutos seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente pel o teste de Tuckey (P<0,01).

estabilizando-se em seguida (Figura 2). Houve alteracbes significativas no
comprimento e massa fresca de embribes entre os diferentes tempos de
osmocondicionamento, ao passo que para a massa seca de embrides as alteragoes
foram n&o significativas (Quadro 2). Assim, a germinagdo observada quando as
sementes sdo transferidas para agua se deve a pré-expansdo do embrido, em parte
ocasionada pela agua absorvida. BORGES et a. (2001) estudando sementes de
fedegoso (Senna macranthera) durante o periodo inicia de germinacéo
verificaram que a massa fresca apresentou pequeno aumento, enquanto o

comprimento do embri&o aumentou nas primeiras 24 horas, estabilizando-se em

26



0,140 0,780
o AS
< 0,120 + + 0,760
o 0,100 T 10740 ¢
8 5]
2 S
£ 0,080 T 10,720 £
%) (4]
© £
é 0,060 T ?:/ 0 —O T 0,700 E_
(o]
3 0,040 T + 0,680 °©
8
3 0,020 + + 0,660
2o, ,
0,000 = = 0,640
0 72 120
Tempo em solugao de PEG (h)

Figura 2 — Comprimento e massas fresca e seca de embrides de tamboril-da-mata
Platymi scium pubescens) durante o osmocondiciomento em solucéo de

PEG (-0,4 MP4). Massa fresca: [0; massa seca: O; comprimento: D..

Quadro 2 —Resumo da andlise de variancia de massas fresca e seca e do
comprimento de embrides de tamboril-da-mata (Platymiscium

pubescens)
iy oL Quadrado Médio
Peso Fresco Peso Seco Comprimento
Tempo 2 0,6732.10%** 0,1447.10"ns 0,9706.10 *
Residuo 12 0,2151.10* 0,6533.10° 0,7019.10°3
CV (%) - 442 4,46 362

** F significativo a 1% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade

seguida. Houve pequena reducdo na massa seca. Trabalhos realizados com
sementes de milho (Zea mays) por GARCIA et a. (1995) ndo permitiram
observar sina de divisdo celular durante o osmocondicionamento. Entretanto, ao
serem transferidos para agua, houve aumento de divisdo celular e de sintese de
ADN, supondo-se que ambas atividades sdo eventos especificos da germinacéo
dagquela espécie.

A andlise das adteracBes na composicdo da membrana que recobre o
embrido mostra que os teores dos aglcares arabinose e xilose, reduziram

significativamente quando as sementes mantidas por 120 horas em solugdo de
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PEG, foram lavadas (Quadro 3). Somente galactose ndo foi detectada naquele
tempo. A arabinose mostrase como a principa constituinte da membrana. E
interessante ressaltar a diferenca na composicdo da membrana com e sem
lavagem em agua antes das analises. Foram observados maiores teores para todos
0s acUcares analisados nas membranas sem lavagem enquanto no PEG, indicando
erradamente aumento nos seus teores como deposicdo na membrana. Esses
resultados permitem depreender que durante o periodo de embebicédo ha remocéo
de aclcares do eixo embriondrio ou dos cotilédones, que ficam retidos na
membrana. Comparando-se esses dados com aqueles da Figura 3, percebe-se que
a aividade da enzima a-galactosidase no embrido, quando no PEG, mantém-se
constante nas primeiras 96 horas, aumentando em seguida. A andlise estatistica
mostrou que houve diferenca significativa, a 1% de probabilidade, na atividade
da enzima, entre os tempos de avaliacdo. Entretanto, a atividade da enzima néo
parece ser 0 provavel componente metabdlico que justificaria a reducdo na
gaactose da membrana. E interessante ressaltar que testes reaizados n&o
indicaram a presenca da enzima na membrana, havendo a necessidade da
presenca do embrido para essa atividade ou mesmo a sintese de uma isoenzima

de a-galactosidase especifica para atuar na membrana.

Quadro 3 — Teores de monossacarideos (mg/g matéria seca) em membrana de
sementes de tamboril-damata (Platymiscium pubescens) em
solucao de PEG (-0,4 MPa)

AcUlcares Tempo (horas) Sem Lavagem Com Lavagem
0 16,9A 1242B
Ramnose 72 16,14 A 1319B
120 2253A 10,63B
0 3A68A 3518A
Arabinose 72 40,71 A 371,22A
120 5547 A 3063B
0 1207A 1158A
Xilose 72 1250A 11,13B
120 1516 A 1031B
0 13,63 1250 (3)
Galactose 72 14,23 1281 (2)

120 1864

Mesmas | etras nas linhas ndo diferem estatisticamente pel o teste F (P<0,05).
Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de repeticoes.
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Figura3 — Atividades de a-galactosidase em embrides de tamboril-damata
(Platymiscium pubescens) mantidos em solucéo de PEG (-0,4 MPa).

Considerando-se os valores dos monossacarideos da parede celular do
embrido (Quadros 4 e 5) conclui-se que a ativagcdo de a-galactosidase (Figura 3),
muito embora tenha mostrado diferenca significativa ao longo de 120 horas de
observacdo, ndo parece ser em nivel de parede celular, pois a andlise estatistica
ndo detectou diferenca significativa entre os trés tempos de avaiacdo de
galactose na fragdo péctica ou hemicelulésica. Observa-se que houve aumentos
significativos para a ramnose, arabinose e xilose na fracéo péctica, percebendo-se
gue h& deposicdo de monossacarideos com a permanéncia em solucéo de PEG,
especialmente em relagcdo a arabinose que apresentou aumento mais que dobrado
nas primeiras 72 horas. Também chama a atencdo a auséncia da glicose na fracéo
péctica. O comportamento desse agucar na hemicelulose é semelhante aos
demais, na mesma fracdo, cujas variagdes ao longo do tempo ndo diferiram
significativamente (Quadro 4), com excegdo da ramnose, que apresentou
decréscimo significativo em seu contedo, em PEG. A manose apareceu na
fracdo hemicelulose somente com 120 horas de embebicéo em solucéo de PEG,
com valor de 0,15 mg.g"* de massa seca. Assim, conclui-se que ha deposicéo de
acucares na parede celular (Quadro 5), apesar de ndo se perceber aumento
significativo na mesma (Figura 2). Resultados obtidos por QOUTA et al. (1999)
com sementes de Brassica oleracea mostraram que houve pequeno aumento de

acUcar depositado na parede somente apos aretirada do meio osmético.
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Quadro 4 — Resumo da andlise de variancia de teores de monossacarideos (mg/g
massa seca) na pectina e hemicelulose de parede celular de embriGes
de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidas em solucéo
de PEG (-0,4 MPa)

Quadrados M édios

FV GL

Ramnose Arabinose Xilose Galactose Glicose
Tempo 2 0,2861.10%*  0,1143* 0,4780.10%*  0,7707.10%ns
Residuo 9  Pectina  0,5033.10°3 0,0239 0,8589.10° 0,2622.10°2
CV (%) - 24,29 36,99 25,07 32,11 -
Tempo ) 0,1286.10%*  0,1120.10Tns 0,1117.10°ns 0,1264.10ns  0,0499ns
Residuo Hemi- 41872103 0,8263.102 0,4008.10°2 0,8508.102 0,0318

oV (% - ceuose g5y 20,18 17,98 35,10 37,70

* F significativo a5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Quadro 5 — Teores médios de monossacarideos (mg/g massa seca) na pectina e
na hemicelulose da parede celular de embrides de sementes de
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidas em solucéo de
PEG (-0,4 MPa)

Componentes ~ Tempo (h) Ramnose  Arabinose Xilose Galactose Glicose
0 0,062 0,224 0,077 0,109 -
Pectina 72 0,104 0,494 0,133 0,186 -
120 0,111 0,535 0,141 0,184 -
0 0,159 0,485 0,357 0,286 0,468
Hemicelulose 72 0,150 0,390 0334 0,199 0,346
120 0,124 0477 0,366 0,304 0,569

Anaisando-se 0s monossacarideos nos cotilédones e no eixo embrionério
ndo se detectou a presenca de nenhum outro aclicar que ndo a glicose (Figura 4).
Esta, por sua vez, decresceu significativamente em ambos 0s compartimentos nas
primeiras 96 horas no PEG, com tendéncia de aumento em seguida. Como a
utilizacdo desse aglcar pela deposicdo na parede celular ndo foi proporciona a
sua degradacéo, pode-se supor que ele foi utilizado em outras fungdes, como a
respiracdo, por exemplo, ndo havendo a sua retencédo pela membrana (Quadro 3).
N&o deixa de ser intrigante o fato de se detectar a presenca de um Unico agucar
redutor em ambos compartimentos. Provavelmente ele exerce fungéo osmotica,

permitindo maior absor¢do de &gua nafaseinicia de embebicao.
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Figura 4 — Teores de glicose (mg/g massa seca) em sementes de tamboril-da
mata (Platymiscium pubescens) em solucdo de PEG (-0,4 MPa).

Os teores de oligossacarideos nos cotilédones sGo mostrados na Figura 5.
Vé-se que a sacarose € 0 maior componente entre os demais, apresentando
reducdo significativa durante o periodo em que as sementes estiveram na solucéo
do PEG. N&o se observaram maiores variagbes na concentragdo da rafinose,
durante as primeiras 96 horas, sendo, contudo, inteiramente consumida em 120
horas. O seu destino € desconhecido, tendo em vista que a frutose ndo foi
detectada em nenhuma amostra de qualquer tempo de embebicéo. A glicose, por
sua vez, teve sua concentracdo reduzida a partir das primeiras 24 horas
(Figura4). A galactose poderia ter sido incorporada, em parte, na parede celular,
onde ndo se detectaram variagbes significativas nem na pectina e nem na
hemicelulose (Quadro 4), mas apresentou tendéncia de aumento na membrana
(Quadro 3), nagquelas ndo lavadas, em 120 horas, e desapareceu nas lavadas, no
mesmo tempo, mostrando que foi eliminada durante o tempo de embebicdo. Os
valores de estaquiose decresceram significativamente durante a o periodo em que
esteve no PEG. Dessa forma, a estaguiose e a sacarose mostraram Ser 0S
primeiros oligossacarideos a serem utilizados durante a pré-emergéncia da
radicula. Observa-se que ndo existe um padrdo de comportamento entre as
diferentes espécies, quanto ao consumo de oligossacarideos e de monossacarideos.

Diferentemente do tamboril da mata, sementes de Brassica napus (BALERONI et
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Figura5 — Teores de oligossacarideos (mg/g massa seca) em cotilédones de
sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em solucéo
de PEG (-0,4 MPa).
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a., 1997) e de Dimorphandra mollis (BUCKERIDGE et a., 1995) degradam
sacarose, rafinose e estaquiose antes da protrusdo da radicula. Em sementes de
Pinus lambertiana observou-se que no inicio da embebicdo a sacarose aumentou
50%, a estaquiose decresceu e a glicose aumentou. A rafinose decresceu somente
apos a germinacdo (MURPHY & HAMMER, 1988). Em sementes de Senna
macranthera, a concentragdo de monossacarideos permaneceu constante,
enquanto o teor de amido reduziu (BORGES et a., 2001).Uma parte do
desaparecimento dos acUcares pode ser explicada pela suposicdo de JENSEN
(1985), segundo o qua a rota da biossintese de aminoécidos aromaticos e de
fendis depende do metabolismo do carboidrato como fonte inicial de substrato.
Apesar de o0 autor ndo apresentar dados de tais conversbes em sementes, O
mesmo levanta a possibilidade dessa ocorréncia no cloroplasto de folha
Aparentemente ndo houve interconversdo acentuada entre agUcares e proteinas,

tendo em vista decréscimo significativo das segundas (Figura6).

Y = 79874 - 001770 **T  R? =0,65

0 24 48 72 96 120

Tempo (h)

Figura6 — Teor de proteina (mg/g massa fresca) em embrides de sementes de
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidos em solucao de
PEG (-0,4 MPa).

Diferentemente, SMITH & COOB (1992) verificaram aumento significativo
no teor de proteina durante 0 osmocondicionamento de sementes de Capsicum

annuum. Por outro lado, QOUTA et a. (1999) somente observaram queda no
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teor de proteinas apos dois dias do final da embebicdo, com o que concordam
GARCIA et a. (1995) segundo os quais os embrides de Zea mays sintetizam
ADN, ARN e proteinas em maiores quantidades apds remocdo da solucéo
osmotica. Segundo BRAY (1995), o tipo de proteina formada e ndo a taxa de sua
formacdo seria responsavel pela germinacdo, o que foi confirmado por BORGES
& BORGES (1996) com samentes de Dalbergia nigra, durante 0 asmocondicionamento,
guando ndo encontraram correlacdo entre o teor de proteina e germinacdo das
sementes. Por outro lado, FUJIKURA & KARSSEN (1992) verificaram que
proteinas relacionadas a0 vigor expressam-se mais em  sementes
osmocondicionadas, havendo correlacdo entre essa expresséo e taxa de

germinagao.



4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, chegou-se as seguintes conclusoes:

1. O osmocondicionamento das sementes de Platysmiscium pubescens
provoca entumescimento e expansdo do eixo embrionario, associados a
alteracbes de monossacarideos na parede celular resultando em aumento do
comprimento do eixo embrionario.

2. N&@o se detectou clara participagdo de proteinas e modificacdes em
mono e oligossacarideos nas alteragdes fisicas observadas durante o
osmocondicionamento.

3.A dividade de a-galactosidase ndo se mostrou responsavel pelas
alteragbes na composi¢do da parede celular ou nos teores dos agucares.

4. Estaquiose e sacarose mostraram ser 0s primeiros oligossacarideos a

serem degradados durante a protrusdo daradicula
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CAPITULO I

ALTERACOESFISIOLOGICASEM SEMENTES DE Tachigalia
multijuga (BENTH) (MAMONEIRA) RELACIONADAS A

SUPERACAO DA DORMENCIA

40



Resumo: Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos de métodos de
guebra da dorméncia em sementes de Tachigalia multijuga (Benth) provenientes
de trés matrizes (Cachoeira, Araponga 1 e 2) e as suas respostas fisiologicas.
Compararam-se os efeitos do &cido sulfurico, da agua fervente e do desponte na
porcentagem de embebicdo, na porcentagem e velocidade de germinacdo, na
atividade de afagalactosidase e betamananase, na sintese de proteina e na
alteracdo na membrana que recobre o embrido. Nado houve germinacdo em
sementes tratadas com é&gua quente. Todos o0s tratamentos resultaram em
porcentagem de germinacao superior (P<0,05) ao da testemunha, com excecao
das sementes de Cachoeira, onde o tratamento com é&cido sulfarico por 10
minutos foi semelhante. Por outro lado, a velocidade de germinacdo da
testemunha foi diferente (P<0,05) de todos os tratamentos somente em sementes
de Araponga 2. A porcentagem de umidade das sementes tratadas com agua
quente por 60 segundos foi semelhante aquelas da testemunha e diferente
(P<0,05) das tratadas com égua quente por 30 minutos e acido por 20 minutos.
As atividades das enzimas e teores de proteinas durante a germinagdo foram
diferentes (P<0,05) entre os tratamentos com agua e acido. Discutem-se as
alteracbes dos teores de aclcares da membrana que recobre o embrido das
sementes.

Pdavras-chave: dorméncia, Tachigalia multijuga, semente, carboidrato.
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Summary: This work had the aim to study the effects of methods to overcome
the dormancy of Tachigalia multijuga (Benth) seeds of three selected trees
(Cachoeira, Aragponga 1 and 2) and its physiologic response. It was compared the
effects of the sulfuric acid, of the boiling water and of the it blunts in the
embibition percentage, in the percentage and speed of germination, in the activity
of alpha galactosidase and beta mananase, in the protein synthesis and in the
alteration in the membrane that recovers the embryo. There was no germination
in seeds treated with hot water. All the treatments resulted in germination
percentage superior (P<0.05) to the control, except for the seeds of Cachoeira,
where the treatment with sulfuric acid for 10 minutes was the same. On the other
hand, the speed of germination of the control was only different (P<0.05) from
al the treatments in seeds of Araponga 2. The water percentage of the seeds
treated with hot water by 60 seconds went the same to those of the control and
different (P<0.05) from the treated with hot water by 30 minutes and by acid for
20 minutes. The activities of the enzymes and proteins content during the
germination were different (P<0.05) among the treatments with water and acid. It
is discussed the aterations of the membrane sugars content that recovers the
embryo seeds.

Key word: dormancy, Tachigalia multijuga, seed, carbohydrate.
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1. INTRODUCAO

A dorméncia tegumentar caracteriza-se pela dificuldade de absorcéo de
agua pelas sementes, 0 que aimpede de iniciar a hidratacdo e, conseqlientemente,
restringe 0s processos fisicos e as reacdes metabolicas bésicas de germinagdo. As
especies florestais sdo especialmente ricas em exempl os desse tipo de dorméncia.
Trabalhos realizados por FONSECA (1982) mostraram que a dorméncia
tegumentar sofre influéncia genética, dentre outras interferéncias, determinando
variacfes entre locais bem como em uma Unica arvore.

Os métodos de superacdo da dorméncia tém sido investigados por diversos
autores, demonstrando a eficiéncia de um e outro, dependendo da espécie em
guestdo. Assim, SOUZA et a. (1980) mostraram que o desponte na regido
proximal da radicula em sementes de Piptadenia obliqua resultou na
porcentagem de germinacdo significativamente maior que imersdo em éagua
quente ou fria e escarificacdo com &cido sulfdrico. Quanto as sementes de
Pithecell obium parvifolium, os mesmos autores observaram que o tratamento de
desponte na regido de emergéncia da radicula foi 0 mais eficiente na quebra da
dorméncia. Segundo ainda os mesmos autores, sementes de Cassia excelsa com

desponte em ambas as extremidades ndo diferiram entre si na porcentagem de

germinaco.
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O tratamento com &cido sulfdrico tem sido utilizado com sucesso na
superacdo da dorméncia de Schizolobium parahybum (CANDIDO et al., 1981),
de Peltophorum dubium (PEREZ & FANTI, 1995), de Adenanthera parvonina
(ZPEVAC et d., 1995), de Bowdichia virgilioides (LOUREIRO et d., 1995) e de
Guazuma ulmifolia (ARAUJO NETO & AGUIAR, 2000). Obsarva-se que o
sucesso do tratamento esta relacionado ao tempo de exposicdo ao acido, alem,
naturalmente, da espécie. O uso de acido sulfurico durante 15 ou 20 minutos em
sementes de Leucaena leucocephala resultou em porcentagem de germinacgéo
acimade 90% (TELES et al., 2000).

Tratando sementes de Dimorphandra mollis com acido sulfarico durante
45-90 minutos HERMANSEN et al. (2000) conseguiram porcentagem de
germinacdo maior do que 90%. Entretanto, tempos superiores a 90 minutos
resultaram em decréscimo marcante na viabilidade.

Segundo BOSCAGLI & SETTE (2001), a escarificagdo acida de sementes
de Satureja montana foi inefetiva na promocdo da germinagdo quando aplicada
por 60 segundos e torna-se prejudicial se por mais que cinco minutos. O mais
ato valor de germinacdo de sementes de Cassia fistula foi obtida por
SREERAMA et a. (2000) com tratamento com é&cido sulfurico por 30 minutos,
enguanto que para Delonix regia o mesmo ocorreu no tempo de 15 minutos e,
para Enterolobium contortisiliqguum, segundo MENEGUELLO et a. (2000), o
tratamento por 10 minutos resultou no aumento da porcentagem de germinacéo,
melhora na uniformidade de emergéncia das mudas e maior comprimento das
raizes.

Outro método utilizado na quebra da dorméncia € a &gua fervente, que
demonstrou seu efeito benéfico em sementes de Acacia sp., segundo BROWN &
BOOYSEN (1969), que observaram que o tratamento com agua em ebulicdo
causou perda da rigidez da camada palicadica e a sua separacdo do mesofilo,
resultando em rachaduras no tegumento.

Da mesma forma, MARTINS-ORDER, BORGES & JUNIOR (1999)
verificaram aumento significativo da porcentagem e velocidade de germinacdo

em sementes de Acacia mearnsii submetidas a agua quente. Por outro lado, a



agua quente ndo mostrou melhoria significativa da germinacdo de sementes de
Cassia excelsa em relagdo a testemunha (SOUZA et a., 1980). A imersdo de
sementes de Leucaena leucocephala em égua na temperatura de 80°C por mais
de cinco minutos resultou em porcentagem de germinacdo acima de 90%
(TELES et al., 2000). Por outro lado, 0 mesmo tratamento em sementes de
Satureja montana foi danoso a qualidade da semente (BOSCAGLI & SETTE,
2001). Quando sementes de Pueraria lobata foram submetidas a agua nas
temperaturas de cinco e 300 segundos a germinacdo foi de 30 e 80%,
respectivamente (SUSKO et al., 2001).

O presente trabalho teve como objetivo estudar métodos para superacéo da
dorméncia de sementes de mamoneira (Tachigalia multijuga) e as suas
consequiéncias na germinacdo, uma vez que ndo se encontra na literatura qual quer

informacé&o a esse respeito.
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2. MATERIAL E METODOS

Os frutos de mamoneira (Tachigalia multijuga, Benth) foram colhidos em
trés arvores, denominadas Cachoeira e Araponga 1 e 2. Esses foram secadas ao
sol e as sementes foram retiradas dos mesmos manualmente. Em seguida foram
separadas amostras de 60 sementes de cada uma delas, onde foram feitas medidas
do comprimento, dalargura e da espessura.

Testes de embebicdo demonstraram a presenca de dorméncia tegumentar,
razdo pela qual as sementes foram submetidas aos seguintes tratamentos. acido
sulfurico concentrado durante 10 e 20 minutos, desponte na area proximal e na
distal em relacdo ao local de protrusdo da radicula e dgua na temperatura de 90°C
por 60 segundos e 30 minutos. Apds cada tempo de exposi¢ao as sementes foram
lavadas em agua corrente. No tratamento com agua quente manteve-se a fonte de
aquecimento ligada durante todo o tempo em que as sementes ficaram
submersas. As sementes foram tratadas com solucdo de captan 0,5% por 60
segundos e, em seguida, colocadas para germinar sobre duas folhas de papel
germitest umedecidas com &gua, em placa de Petri plastica, que foram mantidas
em temperatura de 25°C constante e sob luz continua, proporcionada por seis
l&mpadas fluorescentes de 40 Watts, tipo luz do dia, por nove dias. Foram feitas
contagens did&rias de sementes germinadas, sendo consideradas como tal todas

aquelas que apresentaram a protrusdo da radicula. A velocidade de germinagdo
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foi calculada pelo indice de velocidade de germinacdo (IVG), conforme
NAKAGAWA (1994). Cada tratamento foi repetido cinco vezes, com 20
sementes por repeticdo, no delineamento inteiramente casualizado, de um
experimento fatorial 3 X 5. As médias dos niveis dos fatores foram testadas pelo
teste de Tukey, adotando-se a = 5%, de acordo com o resultado de significancia
dainteracéo entre os dois fatores.

Foram feitas determinacBes da umidade nas sementes tratadas com é&cido
sulfdrico por 20 minutos e agua quente por 30 e 60 segundos, além daquelas da
testemunha, no nono dia de teste. Utilizou-se 0 método de estufa a 105°C durante
24 horas. Foram realizadas trés repeticdes de 20 sementes por repeticdo, no
delineamento inteiramente casualizado, sendo as médias comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Foram determinados o teor de proteina solUvel, as atividades das enzimas
alfa-galactosidase e beta-mananase nos tratamentos com agua quente e acido por
20 min para as sementes de Araponga 1, apos zero, 48, 96, 144 e 192 h de
embebicdo. Esse experimento foi conduzido no delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas para tempo de embebicdo, com cinco
repeticoes. Foram gjustadas as equacdes de regressdo em funcdo do tempo de
embebicao, as quais foram testadas pelo teste F e seus coeficientes pelo teste de
“t”, aos niveis de 5 e 1% de probabilidade. A diferenca entre os dois tratamentos
para superacdo da dorméncia, em cada periodo de embebicdo, foi testada pelo
teste Tuckey a 5%. As comparacOes entre os dois tratamentos (&gua e acido) com
a testemunha foram realizadas pelo teste de Dunnett a 5%, de acordo com o
resultado de significancia dainteracéo.

A proteina foi extraida com tampédo acetato de sodio, 0,1 M, pH 5,0 e
quantificada pelo méodo BRADFORD (1976). As enzimas foram quantificadas
usando-se 0 mesmo tampdo. A aividade de afagalactosidase foi medida
conforme REZENDE (1998), utilizando-se como substrato r -NPGal, tendo-se a

mistura de reagdo 200 i de tampéo acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, 250 ni
de de solucéo de r-NPGal, 2 mM e 50 nL. de solugdo de enzima. A reagdo foi

conduzida por 15 min. em banho maria a 37°C e interrompida pela adicdo de
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1,0 mL de solucdo de NaCO; 0,5 mol.L . O extrato enziméico de beta
mananase foi feito pela trituracdo de 45 embrides em nitrogénio liquido, em
cadinho gelado, seguido de liofilizagdo. Foram pesados 100 mg de pd seco e
adicionados 1,0 mL de tampéo acetato de sodio, 0,1M, pH 5,0 em substituicéo ao
tampd usado por GIORGINI e COMOLI (1996). A atvidade foi avaliada
utilizando-se 650 ni. do tampéo de extragdo, 300 ni de solugdo de goma guar
1% e 50 nbL de extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 37°C por 30 min,
adicionou-se 1,0 mL de reativo de acido dinitro salicilico (DNS) e feita a leitura
em 540 nm, em substituicdo ao procedimento de GIORGINI e COMOLI (1996),
sendo cal culado a atividade relativa com base no teor de proteina.

No teste de tetrazdlio utilizou-se solucdo 1% de cloreto de 2, 3, 5 trifenil
cloreto de tetrazdlio mantendo-se os embrides no escuro, na temperatura
constante de 25°C por 120 minutos, sendo, em seguida, lavadas e avaliadas
quanto ao padréo de distribuicdo de coloragéo, conforme testes preliminares
realizados no laboratério.

Extrairam-se os 3,0 mm da membrana que recobre o embrido, a partir da
ponta da radicula, digerindo-a com &cido trifluoracético, 2 M. Em seguida a
solucéo foi neutralizada com hidroxido de amonia e preparado o alditol acetato
para quantificacdo de monossacarideos em cromatégrafo a gés, conforme
metodologia descrita por ENGLY ST & CUMMINGS (1984), sendo injetados em
cromatografo a gas, conforme descrito por BORGES et al. (2000). Para estas
determinagdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
discriminando as médias dos tratamentos em relacdo a testemunha pelo teste de
Dunnett e gustando-se as equacdes de regressdo para cada tratamento (&gua e

acido) em funcédo do periodo de embebicao.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

As dimensdes das sementes das trés matrizes mostraram-se semel hantes,
como visto na Figura 1. As sementes possuem maior comprimento gque largura e

espessura, sendo a Ultima amenor das trés dimensdes.

25,0 1
19,38+1,4
20,04 18620 18,76+1,5
g
~ 15,0 1
[%]
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lie)
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c
g 10,0 T 8,86+0,5
a 7,05£0,5 6.18+10
5,0 1
Losso1 202 228002
00 = [
compimento largura espessura
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Figural —Dimensdes de sementes (médias + erro padrdo) de Tachigalia
multijuga de diferentes matrizes. Cachoeira , Arapongal @ ,

Araponga 2 1.
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Sementes pré-tratadas com agua a 90°C por 60 s e 30 min. néo
germinaram e, por isto, os tratamentos foram desconsiderados das andlises
estatisticas.

Verificase pelo Quadro 1 que os melhores tratamentos para superar a
dorméncia de sementes da matriz Cachoeira foram o écido sulfdrico durante 20
minutos e os despontes para as sementes oriundas de Araponga 1 (P<0,05).
Quando se usou o &cido por 20 minutos obteve-se a melhor germinacdo para a
matriz Araponga 2, que diferiu (P<0,05) de todos os outros tratamentos. E
interessante ressaltar a maior sensibilidade das sementes de Araponga 2 que

tiveram a germinagdo decrescida (P<0,05) quando se utilizou o desponte.

Quadro 1 — Médias das porcentagens de germinacdo de sementes de Tachigalia
multijuga provenientes de diferentes matrizes e submetidas a
métodos de superacdo da dorméncia

Matrizes
Tratamentos
Cachoeira Araponga 1 Araponga 2

Controle 3,0bA 2,0cA 3,0dA
Acido 10 min 16,0bB 24,0bB 40,0 cA
Acido 20 min 90,0 aA 87,0aA 80,0 aA
Desponte proximal 83,0aB 97,0aA 59,0bC
Desponte distal 82,0aA 85,0aA 40,0cB

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na coluna e por uma mesma letra maiUscula na linha,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Quando se compara a procedéncia das sementes, observa-se que as
sementes de Araponga 2 foram mais sensiveis ao &cido por 10 min e que as
sementes de Araponga 1 foram mais sensiveis ao desponte proximal e dista
(P<0,05), sendo estes ultimos tratamentos também eficientes para a germinagdo
das sementes de Cachoeira. Tais respostas concordam com resultados de
HERMANSEN, DURYEA & WHITE (2000) que concluiram que ha alto
controle genético na capacidade de germinacdo e moderado controle genético na
taxa de germinag@o em sementes de Dimor phandra mollis. Observam também os

autores que os diferentes microclimas em que as arvores crescem também tém

influéncia nessa variabilidade.
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Notase pelo Quadro 2 que, para a matriz Cachoeira, os melhores
tratamentos foram acido por 20 min, despontes proximal e distal (P<0,05). Para
Araponga 1, somente o0 acido por 20 min e o desponte proximal e, para Araponga
2, somente acido por 20 min (P<0,05). O uso de agua quente nos dois tempos de
exposicdo ndo resultou em morte das sementes, embora ndo tenha sido
constatada germinagdo durante o periodo de observacdo. Considerando-se 0s

dados obtidos conclui -se que o0 uso de é&cido sulfarico por 20 minutos € viavel.

Quadro 2 — Médias dos indices de velocidade de germinacéo (IVG) de sementes
de Tachigalia multijuga provenientes de diferentes matrizes e
submetidas a métodos de superacéo da dorméncia

Matrizes
Tratamentos
Cachoeira Araponga 1 Araponga 2

Controle 0,08 bA 0,07 cA 0,08 cA
Acido 10 min 0,44 bB 0,63 cAB 1,09 bA
Acido 20 min 2,67 aA 2,67 aA 2,18aA
Desponte proximal 2,05aB 2,65aA 1,19bC
Desponte distal 2,218A 1,93bA 0,98 bB

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na coluna e por uma mesma letra maidscula na linha,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Percebe-se pela Figura 2 que os tratamentos com &cido durante 20 minutos
e agua quente durante 30 minutos resultaram em graus diferenciados de
hidratacdo pelas sementes (P<0,05), comparativamente aos demais tratamentos.
Enquanto as sementes da testemunha e aquelas submetidas a &gua quente durante
60 segundos n&o diferiram entre si no teor de &gua, o fizeram em relagdo ao
&cido durante 20 minutos e &gua gquente durante 30 minutos, que ndo diferiram
entre si. E possivel estabelecer que a &gua quente por 60 segundos ndo superou a
dorméncia adequadamente, resultando em menor velocidade de germinacéo,
muito embora em tempo mais longo esta se processasse adequadamente. O uso
de agua quente por tempo mais longo facilita a hidratacéo de forma semelhante
ao acido. Por outro lado, causa danos ao embrido ou inibe aguma atividade
metabdlica, necessitando de tempo maior para a devida recuperacéo. Testes

usando o tetrazolio mostraram a presenca de poucos embrides mortos quando se
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Figura2 — Médias das porcentagens dos teores de agua em sementes de
Tachigalia multijuga da matriz Araponga 1 sob efeito de é&cido
sulfarico por 20 min e agua quente por 60 seg e 30 min. Médias
seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

usou a &gua guente, 0 mesmo ndo ocorrendo naguelas submetidas ao acido.
Trabalho realizado por GUPTA (2001) mostrou que a escarificagdo com é&cido
sulfarico e tratamento com &gua fervente resultaram em 100% e 96% de
germinacdo em sementes dormentes. Aquelas tratadas com acido a 25% de
concentracdo tiveram alteracbes principalmente nas regidées micropilar e hilar,
havendo total desintegracdo do tecido da regi&o micropilar em Argyreia nervosa
e Urena lobata. Em concentracBes mais elevadas apareceram também rachaduras
na testa, permitindo que o acido alcancasse o tecido embrionario, matando-o. No
tratamento com &gua a 100°C houve ruptura da testa, préximo do hilo em U. lobata.

Os dados da atvidade da enzima afagalactosidase encontram-se na
Figura 3 e no Quadro 3. Observa-se que elafoi constante no tratamento com agua
guente, sendo inclusive, maior (P<0,05) nas sementes tratadas com acido em 96 e
192 horas, que, por sua vez, aumentou a atividade até atingir 0 seu maximo
(1,69 micromol r-NP.min*.mL™) em 81,57 horas e, posteriormente, reduzindo a

sua atividade, a qual foi menor (P<0,05) que no tratamento com agua em
192 horas.
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Figura 3 — Estimativas das atividades de alfa galactosidase em eixo embrionario
de Tachigalia multijuga da matriz Araponga 1 sob efeito de &cido
sulfarico e &gua quente por diferentes tempos (T) de embebicao.
Agua&; &cido l. ** Significativo pelo teste t (P<0,01).

Quadro 3 — Médias de atividade de alfagalactosidase (micromol r -NP.min*.mL™)
em sementes de Tachigalia multijuga sob efeito de acido sulfurico e
agua quente por diferentes tempos de embebicéo

Tempo (h)
Tratamento
0 48 96 144 192
Agua quente 154a 168a 2,08a 157a 1,70a
Acido sulfarico 137a 165a 159b 159a 105b

CV(%) = 1313

M édias seguidas por uma mesmaletrana coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey (P>0,05).

Vé-se no Quadro 4 e na Figura 4 que a atividade de betamananase nas
sementes tratadas com &cido permaneceu constante por até 96 horas, quando,
entdo, ndo foi detectada sua atividade nos tempos posteriores. Quando se observa
a atividade em é&gua, percebe-se que houve um ligeiro decréscimo até as 47
horas, tendo a partir dai, uma elevacéo de atividade bastante rgpida.

Conclui-se que o tratamento com agua quente tem interferéncia na
atividade de ambas as enzimas, percebendo-se que a alfagalactosidase tem sua
atividade em fase decrescente quando a betamananase tem aumento na sua,

indicando uma sequiéncia de atividade de ambas na degradacéo de reservas.
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Quadro 4 — Médias de atividade de beta-mananase (micromol AR.min*.mL™) em
sementes de Tachigalia multijuga sob efeito de acido sulfurico e &gua
guente por diferentes tempos de embebicéo

Tempo (h)
Tratamento
0 48 96 144 192
Aguaquente 016a 015a 02la 0,20 041
Acido sulfarico 0,18a 017 a 020a - -
CV(%) =893

M édias seguidas por umamesma letra nacoluna, ndo diferem entre si pelo teste F (P>0,05).
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E 0,1 Y = 0,170286 - 0,0010619**T + 0,0000114335*T> R® = 87,90
04
0 48 % 144 192

Figura 4 — Estimativas das atividades de b-mananase em eixo embrionério de
Tachigalia multijuga da matriz Araponga 1 sob efeito de acido
sulfurico e &gua quente por diferentes tempos (T) de embebicao.
Agua®; &cido M. Significativo pelo testet (P<0,01).

Os dados de teores de proteina no eixo embrionario encontram-se na
Figura5 e Quadros 5 e 6. Os aumentos nos teores nas sementes submetidas a agua
nos tempos de 96 e 144 horas diferiram (P<0,05) dos teores encontrados nas
sementes da testemunha, vindo a decrescer em seguida, mas ndo diferindo da
testemunha. Por outro lado, osteores de proteina nas sementes submetidas ao &cido
mostraram tendéncia de queda, com val ores diferentes da testemunha(P<0,05), com
excecdo do tempo de 96 horas. Nota-se pelo Quadro 6 que os teores de proteina

diferem (P<0,05) entre sementes submetidas a agua quente e ao acido.
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Figura 5 — Estimativas dos teores de proteina em eixo embrionario de sementes
de Tachigalia multijuga da matriz Araponga 1 sob efeito de acido
sulfdrico por 20 min e agua quente por 30 min por diferentes tempos
(T) de embebicio. Agua¢; &cidol. ** Significativo pelo teste t
(P<0,01).

Quadro 5 — Médias de teores de proteina em embrides de sementes de Tachigalia
multijuga relativas as comparagdes entre os tratamentos com agua e
acido sulfurico e a testemunha durante diferentes tempos de

embebicdo
Tratamentos Médias
Agua
48 horas 086b
96 horas 0,97 a
144 horas 102a
168 horas 088b
Acido Sulfdrico

48 horas 0,95a
96 horas 087b
144 horas 094 a
168 horas 0,56 a

Testemunha 086b

CV(%) =564
M édias seguidas da mesma |l etra da testemunha nado diferem da mesma pelo teste de Dunnett (P>0,05).
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Quadro 6 — Médias de teores de proteina em embrides de sementes de Tachigalia
multijuga sob efeito de &cido sulfarico e agua quente por diferentes
tempos de embebicéo

Tempo (h)
Tratamento
48 96 144 192
Agua gquente 086b 097 a 1,02a 088a
Acido 20 min 09a 087b 094b 056b
CV(%) = 5,64

M édias seguidas por uma mesmaletra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F (P>0,05).

Assim, a sintese de proteinas solUveis pode ser estimulada no tratamento
com &gua quente, pela possivel inibicdo de proteases, enquanto permanece
constante ou € consumida no tratamento com &cido.

As médias dos teores de monossacarideos presentes na membrana sdo
mostradas no Quadro 7. Comparando-se os valores de monossacarideos percebe-
se que ha, de modo gera, valores significativamente maiores do que os da
testemunha, com excegdo dos de xilose e glicose em agua quente, em 144 horas
de embebicdo cujos decréscimos alcangam valores semelhantes ao da testemunha
e da galactose, onde os valores em acido foram superiores (P<0,05) ao da
testemunha apds 24 horas de embebi ¢éo.

Ao se comparar os valores dos acucares (Quadros 6 e 7) com os das
atividades de afagalactosidase e beta-mananase (Figuras 3 e 4) percebe-se que
s80 eventos independentes, pois enquanto valores de afagalactosidase em
tratamento com agua guente sdo estaveis por 192 horas de embebicéo, os teores de
galactose permanecem superiores (P<0,05) ao da testemunha, mas estaveis e
lineares com a atividade da enzima. Por outro lado, se os teores da galactose em
tratamento com écido permanecem superiores ao da testemunha (P<0,05), com
excecdo do teor no tempo de 24 horas, 0 aumento seria significativamente linear
e continuo, enquanto a atividade da enzima alcancaria 0 seu méximo em 81,57

horas, decrescendo em seguida.
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Quadro 7 — Médias de teores de monossacarideos de membrana em semente de
Tachigalia multijuga nos tratamentos com acido e agua e a
testemunha durante diferentes tempos de embebicéo

Tratamentos Ram Ara Xil Man Gal Gli

(mg/g peso seco)

Agua
24 horas 6,53a 46,86a 859 569,97a 127,87a 16,12a
72 horas 6,30a 4761a 7,70a 870,59 186,81a 16,64a
144 horas 2,76a 25,34a 457b 741,90a 148,%4a 13,05b
Acido
24 horas 6,75a 4942a 9,39 42841a 98,88b 13,09b
72 horas 4.64a 36,34a 6,30a 718,03a 156,59a 13,43b
144 horas 4,10a 35,65a 6,42a 789,34a 17251a 14,88a
Testemunha 1,52b 20,190 4,200 212,14b 100,15b 12,80b
CV(%) 27,88 21,31 18,66 20,72 20,94 16,09

M édias seguidas pela mesma letra na coluna da testemunha ndo diferem da mesma, pelo teste de Dunnett
(P>0,05).

Comparando-se os valores da atividade de betamananase com os teores
de manose nas sementes tratadas com &gua, percebe-se que a atividade da enzima
aumentou significativamente apds as 48 horas (Figura 4) e os valores do agUcar
tém um comportamento constante em fungcdo do tempo (Quadro 8). Em
tratamento com acido vé-se que ha estabilidade na atividade da enzima (Figura 4)
e aumento linear (P<0,01) no teor de aglcar (Quadro 8), embora esse aumento
continue apesar do desaparecimento da enzima do meio.

Depreende-se desses fatos que a atividade das enzimas se faz nos tecidos
de reserva s cotilédones ou embrido e movimentacdo desses aclcares para o
meio exterior, conduzido pela agua de hidratacdo e acumulando na parte interna
da membrana, dando a falsa impressdo de aumento da a&rea da membrana pela
deposicdo dos agucares.

A dorméncia é mais um componente na garantia de sobrevivéncia das
sementes, pois a ativacéo do embrido se faria concomitante com a hidratagdo do
embrido e tecidos envoltérios, assegurando que houve suficiente &gua para que a
espécie se estabeleca. Entretanto, permanece questionavel como o fendbmeno
ocorre na natureza. TIEU & EGERTON-WARBURTON (2000) observaram
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Quadro 8 — Médias e equacbes de regressdo para 0S monossacarideos presentes
em membrana de sementes Tachigalia multijuga apds quebra de
dorméncia, em diferentes tempos de embebicdo (T), para 0s

tratamentos égua e acido
i Tempo (horas) . B )
Monossacarideos Tratamento Equacdes de Regresséo R< (%)
24 72 144
RamNose Agua 653 630 276 v =78241-0,0328107**T 88,02
Acido 675 464 410 ¥ =684052-0,0209878** T 81,44
Arabinose Agua 4686 4761 2534y =551017-0,189574**T 82,00
Acido 49,42 36,34 35,65 v = 48,9878 —0,106465* T 68,64
Xilose Agua 859 770 457 ¥ =969766-0,0343078**T 96,21
Acido 939 630 642 ¥ =918379-0,0226674**T 61,16
" Agua 56997 87059 74190 ¢ =72749 )
anose Acdo 40841 71803 78934 ¢ = 417383+ 284845+ T 8101
Agua 127,87 18681 14894 < — )
Galactose - g Y =15454
Acido 98,88 156,59 172,51 Y =96,054+0,582567+*T 82,50
_ Agua 1612 1664 1305 ¢ =174709—0,0274944**T 7345
Glicose Acdo 1309 1343 148 ¢ =1380 )

** Gignificativo pelo testet (P<0,01).
* Significativo pelo testet (P<0,05).

gque em especies como A. manglesii e L. conostephioides a germinacéo
correlacionou significativamente com a deterioragdo do tegumento, com aumento
da permeabilidade a agua, apds as sementes serem mantidas enterradas no solo.
Estudando o efeito das queimadas no banco de sementes no solo, FERRANDIS,
HERRANZ & MARTINEZ (1999) concluiram que outros fatores ndo associados
a0 fogo estariam enfraquecendo o tegumento das sementes de Halimium
ocymoides, Cistus ladanifer e C. salvifolius. Tais consideragcdes aliadas a de
outros autores levaram BASKIN & BASKIN (2000) a procurarem evidéncias a
respeito da atividade de microorganismos na decomposicdo do tegumento de
sementes dormentes que as auxiliassem na germinacdo quando no banco de
sementes. Segundo os autores, ha poucas evidéncias na literatura cientifica que
atestem a agéo de microorganismos no o0lo na reducéo da dorméncia tegumentar
e nenhum dado confirmando o efeito abrasivo com mesmo resultado, sendo mais

suposi¢ao dos diversos autores arespeito do que poderia ocorrer.
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4. CONCLUSOES

1. As sementes de mamoneira possuem dorméncia tegumentar.

2. O tratamento com acido sulfarico concentrado no tempo de 20 minutos
aumentou significativamente a permeabilidade do tegumento das sementes das
trés matrizes.

3. O tratamento com agua fervente por 30 minutos atrasa a germinagao.

4. A dividade de alfagalactosidase manteve-se estavel em tratamentos
com agua quente e variou a atividade quando em acido sulfurico por 20 minutos.

5. A presenca de betamananase foi detectada somente por 96 horas de
embebicdo em sementes tratadas com é&cido e naquelas sementes tratadas com
&gua quente houve aumento na atividade apds 48 horas de embebi ¢ao.

6. Os teores de monossacarideos na membrana e de proteina variaram

significativamente nas sementes tratadas com &cido ou com agua.
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CAPITULO 111

CARACTERIZACAO DE ALFA-GALACTOSIDASE EM EMBRIAO E
COTILEDONES DE SEMENTES DE Platymiscium pubescens
(TAMBORIL-DA-MATA)
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Resumo: Sementes de Platymiscium pubescens foram colocadas para embeber
em agua, sendo retiradas amostras para as caracterizagdes bioquimica e cinética
da enzima afagalactosidase do eixo embrionario e dos cotilédones. A atividade
especifica no eixo embrionario aumenta de zero @€ o tempo de 96 horas de
embebicdo, estabilizando em seguida. A atividade da enzima dos cotilédones
mostrou pequeno incremento durante esse mesmo tempo. A alfagalactosidase do
eixo embrionario apresentou atividade maxima no intervalo de pH de 4,5 a 6,0.
Por outro lado, para a enzima proveniente dos cotilédones, a maior atividade foi
detectada na faixa de 4,0 a 6,0. A temperatura de 55°C foi a que mais estimulou
as atividades da afagalactosidase do eixo embriondrio e dos cotilédones. A
enzimas do eixo embriondrio e dos cotilédones mostraram-se termotolerantes,
ndo se alcancando a meia vida na temperatura de 40°C, no periodo de 1.500
minutos. A atividade da afagalactosidase do eixo embrionario foi inibida por
melibiose, CuSO, e SDS, enquanto a dos cotilédones foi por todos os efetores,
SDS, CuSO, e galactose tiveram efeito neutro na atividade de alfa-galactosidase
dos cotilédones. Os valores de Ky, para as afa-galactosidases do embri&o e para
o cotilédone foram 3,37 e 0,26 mM, respectivamente.

Paavras-chaves: alfa-gal actosidase, sementes, Platymiscium pubescens.



Summary: Platymiscium pubescens seeds were placed to soak in water, being
sampled for biochemistry and kinetic characterizations of embryonic axis and of
the cotyledons enzyme of afagalactosidase. The specific activity in the
embryonic axis increases of zero to 96 hours of imbibition, stabilizing soon after.
The activity of the enzyme cotyledons showed small increment for that same
time. The afagalactosidase of the embryonic axis presented its maximum
activity in the interval of pH 4.5 to 6.0. On the other hand, for the enzyme of the
cotyledons, the biggest activity was detected in the interval of 4.0 to 6.0. The
temperature of 55°C stimulated more the activities of the alfa-galactosidase of the
embryonic axis and of the cotyledons. Enzymes of the embryonic axis and of the
cotyledons were termotolerants, not reaching the half life at 40°C, in 1.500
minutes. The embryonic axis afagalactosidase activity was inhibited by
melibiose, CuSO, and SDS, while that of cotyledons was for all the effectors
SDS, CuSO, and galactose had neutral effect. The values of Ky for the embryo
and for the cotyledon alfa-gal actosidases were 3.37 and 0.26 mM, respectively.

Key words: alfa-galactosidase, seeds, Platymicium pubescens
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1. INTRODUCAO

A mobilizacdo de reservas em sementes € importante passo ha
disponibilizacdo de substrato para manutencdo do crescimento de plantulas.
Segundo Dey, citado por REZENDE (1998), a rafinose é armazenada nos 0rgaos
de reserva, sendo usada como precursora para sintese de outros oligossacarideos
ou ser hidrolisado por afa-galactosidases.

CAMACHO et d. (1992) observaram a reducéo de oligossacarideos em
sementes germinadas de varias espécies, reducdo esta explicada pelo aumento na
atividade de alfa-galactosidase.

Segundo FEURTADO et d. (2001), esta enzima esta presente no
endosperma e no embrido de sementes de Lycopersicon esculentum durante e
apls a germinacdo e em sementes secas e mantém a atividade mesmo naquelas
sementes cuja germinacdo foi bloqueada. A alfagalactosidase esta presente em
sementes germinadas de Tachigalia multijuga (FIALHO et a., 2002), em
sementes de Platymiscium pubescens (OLIVEIRA et a., 2002), em bactéria
Cladosporium cladosporoides onde promove a liberacdo de galactose dos
oligossacarideos da familia rafinose (CRUZ et a., 1981), no caule de Colocasia
esculenta (CHEN & LIN-CHU, 1991) e em raiz de Verbascum thapsus (BOM et
al., 1998).
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Segundo OLIVEIRA et a. (2002) a enzima se apresenta em trés
isoformas, em sementes de Platymiscium pubescens enquanto FEURTADO et al.
(2001) encontraram trés isoformas em sementes de Lycopersicon esculentum
FIALHO e a. (2002a) investigando a presenca de afagaactosidase em
sementes de diversas leguminosas concluiram que a atividade da enzima em
Platymiscium pubescens foi de 0,93 U/mL e 0,73 U/mL em extrato de Tachigalia
multijuga.

Segundo BORGES et al. (2002) embrides de sementes de Platymiscium
pubescens apresentaram diferencas dignificativas na atividade de dfa
galactosidase em 120 horas de embebicdo, muito embora ndo se observassem
alteracOes significativas no teor de galactose nas fracOes pécticas e
hemicelul6sicas da parede celular no mesmo periodo. Dessa forma, aatividade
dessa enzima nessas sementes estaria ligada a degradacdo de reservas de
estaquiose, cuja concentragcao decresceu a partir de 96 horas, e rafinose, cuja
presenca ndo foi detectada em 120 horas de embebicéo.

A utilizacdo da enzima como catalisadora em processos industriais como
na hidrolise enziméatica da hemicelulose na industria de papel (ZEILINGER et
al., 1993) ou para melhorar a qualidade gélica de polissacarideos (BULPIN et al.,
1990) torna-a util naindustria em niveis econdmicos.

Tendo em vista que os conhecimentos da presenca e da atividade da afa
galactosidase sdo bastante conhecidos em sementes da espécie em estudo, 0
objetivo da presente investigacdo foi de aprofundar a pesquisa a respeito da
enzima em compartimentos das sementes de Platymiscium pubescens, tendo em
vista a importancia da mobilizacdo de carboidratos durante a germinacdo de

sementes.
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2. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratorio de Andise de Sementes
Florestais (LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa. Sementes de Platymiscium pubescens foram colocadas sobre
duas folhas de papel Germitest embebidas com égua, colocadas em placa de
Petri, em temperatura de 30°C, no escuro, pelo periodo de 120 horas.
Diaiamente foram retiradas amostras, quando as sementes foram dissecadas em
cotilédones e eixo embriondrio. Determinaram-se os teores de égua e de proteina
e (quantificorse a dividade da enzima dfagaactosidase de ambos
compartimentos da semente. A extragdo e quantificacdo da atividade da enzima
foram feitas segundo metodologia descrita por VIANA (2002a). Para tanto,
foram tomados 10 embrides ou cinco cotilédones e macerados separadamente em
gral de porcelana com 1,0 e 2,0 mL, respectivamente, de tampéo acetato de sodio
100 mM, pH 5,0 e centrifugadas a 24.000 x g por 30 min, a 4°C. O sobrenadante
foi usado para quantificagdo da atividade da enzima e para determinagdo do teor
de proteina.

Foi utilizado o substrato para-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (r -NPGal)
como substrato na avaliagdo da atividade da afagalactosidase. A mistura de
reac@o constou de 750 nL de tampéo acetato de sddio 100 mM, pH 5,0, 250 nL

de solucéo 2 mM de r-NPGal e 10 ni. do extrato enzimatico. Os tubos contendo
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a solugdo foram mantidos em banho maria a 37°C por 15 min, sendo
interrompida a reacéo pela adicéo de 1,0 mL de solucdo de 0,5 M de Na,COs. Os
valores de absorbancia medidos no comprimento de onda de 410 nm foram

transformados em mmoles de r -nitrofenolato (r -NP), utilizando uma curva
padrdo construida com 0-0,20 mmoles de r -NP. A unidade de enzima foi

definida como sendo a quantidade de proteina necesséria para produzir um mmol
der -NP por minuto nas condig¢des do ensaio.

Para a determinacdo do pH étimo da enzima foram conduzidas reaces em
solucéo tampédo com pHsvariando de 4,0 a8,0 utilizando-se tampdes (citrato/ fofao)
Mcllvine (McILVAINE, 1921), mantendo-se as mesmas condi¢des de ensaio
descritas anteriormente.

Os ensaios de temperatura foram feitos em 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e
60°C, utilizando-se tampé&o Mcllvaine pH 5,0.

A termoestabilidade foi testada pela pré-incubacdo da mistura enzima +
tamp&o por véarios tempos na temperatura de 50°C, no pH 5,0. Apds a pre-
incubacdo o substrato foi adicionado e o ensaio foi conduzido como ja descrito.

Os efeitos de ions, agentes redutores e agUcares foram avaliados
utilizando-se 200 . de solugBes 10 mM de MgCl,, CaCl,, KCI, CuSO,, NaCl,
sodio dodecil sulfato (SDS), 3-mercaptoetanol, lactose, D-galactose, D-glicose,
sacarose, rafinose, melibiose, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e
iodoacetamida. A mistura contendo tamp&o, enzima e efetor foi pré-incubada por
15 min., a 40°C e, em seguida, foram acrescentados 250 niL de solugdo de 2 mM

de r -NPGal, sendo conduzido o restante do ensaio da mesma maneira ja descrita.

O ensaio controle utiliza apenas o substrato r -NPGal sem adi¢do de nenhum efetor.

Os ensaios para determinacéo de Ky, e V. aparentes foram realizados com
utilizacdo de diferentes concentragcdes der -NPGal. As concentractes usadasforam
0,032, 0,064, 0,118, 0,192, 0,32, 0,64, 0,8,1,28 1,6 mM. OsvaoresdeK y eV
aparentes foram cal culados por meio da curva de vel ocidade e pela equacéo do duplo
reciproco LINEWEAVER & BURKE, 1934). Foi utilizado o programa Curve Expert,
versdo 1.3 para Windows (HY AMS, 1997).
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A extragdo de proteinas soluveis foi realizada pelo método descrito por
ALFENAS et a. (1991), a qual consistiu em moer os embrides em tampao
fosfato de sddio, 0,05M e pH 7,0. A quantificacdo foi feita conforme descrito por
BRADFORD (1976).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Verificase na Figura 1 a atividade da enzima alfagalactosidase durante o
periodo de 120 horas de embebicdo. Ha um nitido aumento da atividade no
embrido durante todo o tempo de observacdo, mas em especial a partir de 48
horas, quando ha acdleracdo da atividade, estabilizando-se a partir de 96 horas.
BORGES et a. (2001) observaram, em sementes dessa mesma espécie, quando
submetidas a estresse hidrico, que a atividade se manifesta mais claramente em
120 horas de embebicdo, estando o fator, aparentemente, ligado ao nivel de
embebicdo, uma vez que no segundo caso a hidratacdo € mais lenta. Por outro
lado, observa-se aumento lento da atividade nos cotilédones durante esse tempo,
0 que permite concluir que a mobilizacdo de reservas ligadas a galactomanano
ocorre primeiro no embrido, gerando substrato para a respiragdo e formacéo de
estruturas de carbono para o crescimento do embri&o.

Os dados relativos a atividade da enzima em relacéo a variagdo do pH
encontram-se na Figura 2. Percebe-se que as atividades das enzimas do embri&o e
do cotilédone sdo maiores na faixa de pH entre 4,5 e 6,0, muito embora as
diferencas nas atividades em funcéo do pH para a afagalactosidase do embri&o
sgjam mais acentuadas. Trabalhando com sementes de soja, VIANA (2002b)
obteve valor maximo de atividade no pH 6,0, muito embora os valores nos pHs
50 a 6,0 fossem bastante proximos. GUIMARAES (2001) trabalhando com
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Figura 1 — Atividades das adfagalactosidases do embri&o e dos cotilédones de
sementes de Platymiscium pubescens durante o periodo de
embebicdo.Embri&o: |, cotilédones: A.
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Figura 2 — Atividades das alfagalactosidase do embrido e dos cotilédones de
sementes de Platymiscium pubescens em diferentes pHs. Embridol,
cotilédones: A .

72



sementes de soja identificaram a faixa de pH entre 5,0-5,5 como adequada. DEY
(1981) encontrou valores 6timos de atividade de a-galactosidase em sementes de
Castanea sativa em pHs 4,5 em umafragéo e 6,0 em outra.

Observa-se na Figura 3 que as dividades das afagalactosidases do
embrido e dos cotilédones aumentam com o aumento nos valores de temperatura.
Enquanto a temperatura 6tima para a alfagalactosidase do embrido se situa em
55°C, a do cotilédone estd na faixa 50-55°C. Em ambos compartimentos, a
atividade decresce na temperatura de 60°C. GUIMARAES (2001) e VIANA
(2002) obtiveram maiores atividades nas faixas 45-50°C e 40-55°C

respectivamente, para sementes de soja, variedades Doko e CAC-1.

2,000

1,600 A

1,200 A

0,800 1

Atividade (mM.min?

0,400 1

0,000 .
20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 3 — Atividade das afagalactosidases do embri&o e dos cotilédones de
sementes de Platymiscium pubescens em diferentes temperaturas.
Embrido: g, cotilédones: A.

Os resultados dos ensaios para determinar a mela vida das enzimas do
embrido e do cotilédone a 40°C (Figuras 4 e 5) foram gjustadas de acordo com a
expressdo ndo linear da variacdo da velocidade em funcdo do tempo de pré-
incubacdo. N&o foi possivel atingir a metade da atividade original mesmo apds o
tempo de 1.500 min de pré-incubacdo, 0 que mostra que a enzima apresentou ata
termoestabilidade. Ensaio redlizado por VIANA (2002) com sementes de

soja, namesma temperatura, ndo foi possivel identificar a metade da atividade da
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Figura4 — Estabilidade térmica de alfa-galactosidase de embrides de sementes de
Platymiscium pubescens a 40°C.
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Figura5 — Estabilidade térmica de afagalactosidase de cotilédones de sementes
de Platymiscium pubescens em temperatura de 40°C.
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mesma enzima no tempo de 780 minutos. Por outro lado, GUIMARAES (2001)
determinou a mela vida da mesma enzima, em sementes de soja DOKO, na
temperatura de 30°C, em 253,95 min e 1.199 min para duas formas distintas da
alfagaactosidase.

Tem-se nas Figuras 6 e 7 as atividades relativas das enzimas provenientes
do embrido e dos cotilédones, respectivamente, na presenca de diversos ions,
acUcares, detergentes, agentes redutores e outros. Verificase que os sais de
cloretos de magnésio, de potéassio, de calcio e de sodio, sacarose, glicose, beta
mercaptoetanol, iodoacetamida, EDTA, lactose, maltose e rafinose, estimularam
a atividade da enzima proveniente do embri&o.

A galactose teve efeito neutro, uma vez que a sua atividade foi semelhante
aquela observada quando o ensaio continha apenas o r -NPGal. Observou-se
efeito inibitorio da melibiose, sulfato de cobre e do SDS, com efeito mais ativo
nessa sequéncia. Por outro lado, percebe-se que o comportamento foi modificado
guando se trabalhou com extratos do cotilédone, onde galactose, sulfato de cobre