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NOTA CIENTIFICA

ALTERACOES NAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS ALFA-GALACTOSIDASE
E POLIGALACTURONASE E NAS RESERVAS DE CARBOIDRATOS DE
SEMENTES DE Schizolobium parahyba (VELL.) BLAKE (GUAPURUVU)
DURANTE A GERMINACAO.

SIMONE RODRIGUES DE MAGALHAES'; EDUARDO EUCLYDES DE LIMA E BORGES?;
ANA PAULA AGUIAR BERGER?®

RESUMO - A retomada do metabolismo do embrido durante a germinagdo ¢ realizada por
processos metabolicos que culminam na protrusdo da radicula e no fornecimento de energia para o
desenvolvimento inicial da plantula. O objetivo deste trabalho foi estudar as variagdes nas atividades
das enzimas alfa-galactosidase e poligalacturonase e nas reservas de mono e oligossacarideos em
sementes de guapuruvt durante a germinacgao. Para tanto, as sementes foram colocadas para germinar
e as reservas do eixo embrionario e cotilédones, avaliadas periodicamente. Os teores de galactose no
eixo embriondrio diferiram significativamente somente entre a testemunha e o oitavo dia, muito embora
houvesse aumento continuo até o quarto dia. Somente no sexto dia de germinagao houve aumento
no teor de galactose nos cotilédones. Houve tendéncia de aumento nos teores de arabinose, manose ¢
glicose no eixo embrionario, ndo sendo detectada a presenga de xilose no oitavo dia. Nos cotilédones
0s mesmos agucares ndo foram originalmente detectados no tempo zero, mas apresentaram valores
mais altos nas amostras do oitavo dia. Os teores de galactose oscilam tanto no eixo embrionario,
quanto nos cotilédones durante o periodo de germinacao de sementes de guapuruvu. Os teores de
sacarose aumentam e os de rafinose decrescem nos cotilédones e no eixo embriondrio. Os teores de
estaquiose permanecem aproximadamente estaveis no eixo e nos cotilédones, com decréscimo no
eixo, no oitavo dia. A enzima alfa-galactosidase ¢ pré-formada, tendo clara reducao na sua atividade
especifica, no segundo dia, permanecendo constante até o oitavo. A atividade nos cotilédones
apresenta aumento no quarto dia, decrescendo posteriormente. A enzima polygalacturonase ¢ tambem
pré-formada, com maior atividade inicial no eixo. A atividade nos cotilédones aumenta até o sexto
dia, alcancando maiores valores que o do eixo embrionario e, em seguida, decresce para valores
menores do que aqueles.

Termos para indexagdo: fisiologia, metabolismo, monossacarideo, oligossacarideo, enzimas.
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CHANGES IN THE ACTIVITIES OF ALPHA-GALACTOSIDASE AND
POLYGALACTURONASE ENZYMES AND CARBOHYDRATE RESERVES DURING
GERMINATION OF Schizolobium parahyba (VELL.) BLAKE SEEDS

ABSTRACT - The restart metabolism of the embryo during germination is carried out by metabolic
processes that culminate in root protrusion and energy supply for the initial seedling development.
Thus, the objective of this study was to investigate changes in the activity of the polygalacturonase
and alpha-galactosidase enzymes and the mono and oligosaccharides reserves during germination
of Schizolobium parahyba seeds. Seeds were placed in petri dishes to germinate and samples were
removed periodically for analyses. The galactose levels in the embryonic axis differed significantly
only between the treatment control and the eighth day sample, although continuous increase occurred
until the fourth day. There was an increase in the amount of galactose in the cotyledons only on the
sixth day of germination; on other days the values were similar. Levels of arabinose, mannose and
glucose tended to increase in the embryonic axis and the presence of xylose was not detected on the
eighth day. The same sugars were not originally detected at time zero in the cotyledons, but other
samples presented their highest values on the eighth day. The sucrose levels increased in the axis and
cotyledons, while those of raffinose decreased in both. The stachiose concentration remained relatively
constant in the axis and cotyledons until the sixth day and then decreased in the axis on the eighth
day. The enzyme alpha-galactosidase was pre-formed and was reduced in its specific activity as of
the second day and remaining constant until the eighth day. Activity in cotyledons varied throughout
the analysis period. Polygalacturonase was also a pre-formed enzyme, with most of its activity in the
axis. The activity in the cotyledons increased until the sixth day, reaching larger values than those of

the axis, and then decreased to values below that observed in the axis.

Index terms: physiology, metabolism, monosaccharide, oligosaccharide, enzymes.

INTRODUCAO

Os compostos de reserva presentes nas sementes sao
responsaveis pelo crescimento inicial da plantula até que
ela possa realizar fotossintese, sendo fonte de energia para
manter os processos metabolicos em funcionamento e de
matéria para a formacdo de novas estruturas (Carvalho &
Nakagawa, 2000; Buckeridge et al., 1999).

Muitos estudos tém sido focados na andlise da
composi¢do quimica das reservas de sementes, visando nao
apenas conhecer as propriedades nutricionais, mas também
as caracteristicas fisico-quimicas especiais dos componentes
que formam solugdes altamente viscosas, com diversas
aplicagdes na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica
(Buckeridge et al., 2004a).

Os carboidratos estdo dentre os compostos de reserva
com maior propor¢ao nas sementes (Corte et al., 2006), sendo
fonte de energia e de carbono para suprir o desenvolvimento
inicial da plantula (Marcos filho, 2005; Buckeridge et al.,
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2004b). O teor das reservas pode variar entre espécies,
mesmo dentro da propria familia (Marcos Filho, 2005;
Bewley & Black, 1994; Borges & Rena, 1993).

Os carboidratos pré-formados servem como substrato
para a respiragdo na fase inicial da germinagdo. Além disto,
estes compostos sdo considerados eficientes para promover
a estabilizagdo de estruturas das membranas durante a
maturagdo (Obendorf, 1997). Em sementes de Sesbania
marginata os oligossacarideos da série rafindsica foram
quebrados durante o processo de embebigdo, havendo uma
relagdo do pico de atividade das hidrolases do endosperma
com a germinac¢do (Buckeridge & Dietrich, 1996). Em
Trigonella goenum-graecum as reservas do endosperma
foram mobilizadas, resultando em incrementos de glicose,
frutose e sacarose no eixo embrionario (Dirk et al., 1999).
Segundo Tiné et al. (2000), os polissacarideos sdo degradados
apos a germinagdo, entre 35 e 55 dias do plantio.

A germinagdo se inicia com a embebi¢do das sementes,
estimulando a sintese de enzimas ou a ativagdo daquelas
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pré-existentes, resultando na mobilizacdo de reservas e na
digestao da parede celular, enfraquecendo-a e permitindo que
araiz rompa o tegumento (Baskin & Baskin, 1998; Borges &
Rena, 1993). Dentre as enzimas envolvidas na germinagao
as alfa-galactosidases, que atuam nos polissacarideos de
manose, t€m sido citadas na literatura como responsaveis pelo
amolecimento do tegumento, embora, Borges et al. (2002)
observassem que a alfa-galactosidase ndo estd relacionada
com as alteracdes na composi¢do da parede celular ou nos
teores de monossacarideos em sementes de Platimiscium
pubescens.

A poligalacturonase ¢ uma hidrolase importante para
a degradacdo de pectinas, tendo sido reportada como a
responsavel pelo amolecimento do tegumento em sementes
de Lycopersicon esculentun, resultando na protrusdo da
radicula (Sitrit et al., 1999).

Diante dos estudos citados, observa-se que estas
informacdes sdo importantes para a pesquisa basica, além
de grande valia para o manejo das sementes, seja para
cultivos comerciais, seja para medidas de reflorestamento ¢
preservagdo da espécie.

Schizolobium parahyba (Vell.) Blake (guapuruvu) é
uma espécie nativa que, segundo Lorenzi (1992), ocorre na
floresta pluvial atlantica dos estados da Bahia, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais. Segundo Junior
& Belini (2002), a madeira de guapuruvi tem potencial para
producdo de laminas e manufatura de compensados, bem
como o compensado de guapuruvi tem potencial para uso
em moveis, embalagens e caixotaria.

Mesmo diante da importancia da espécie ndo existe
conhecimento a respeito das propriedades bioquimicas e
eventos envolvidos na germinagdo de suas sementes. Deste
modo, no presente trabalho objetivou-se estudar as atividades
das enzimas alfa-galactosidase e poligalacturonase e as
alteracOes nas reservas de carboidratos nos cotilédones e no
eixo embriondrio, durante a germinagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de Schizolobium parahyba,
coletadas de trés arvores, na regido de Vigosa, Minas Gerais.
Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Analise
de Sementes Florestais do Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa.

Durante o beneficiamento foram eliminados os frutos
deteriorados e danificados, sendo acondicionados em
sacos plasticos e armazenados em camara fria a 5°C, até a
realizag@o dos experimentos.

O teste de germinacao foi realizado em placas de Petri,
forradas duplamente com papel tipo germitest e umedecidos
com agua destilada. Primeiramente as sementes tiveram
sua dorméncia quebrada por meio de escarificagdo na
extremidade oposta a0 embrido com lixa n° 80 e, em seguida,
tratadas com fungicida Captan 0,5%, em imersdo por trés
minutos. Logo apds, as sementes foram semeadas nas placas
de Petri e mantidas em germinador, a 25°C sob luz continua
proporcionada por quatro lampadas fluorescentes de 40 Watts,
tipo luz do dia.

A avaliagdo da velocidade de germinagdo foi estimada
pelo Indice de Velocidade de Germinagio (IVG) de acordo
com Nakagawa (1994), sendo utilizadas cinco repeticdes de
vinte sementes cada.

O teor de agua foi determinado durante o periodo de 10
dias de embebicdo. As sementes foram mantidas por 24h em
estufa regulada a temperatura de 105°C £3°C. Utilizaram-se
trés repeticdes com cinco sementes em cada. O célculo foi
realizado com base no peso umido (Brasil, 1992).

Para extragdo e quantificagdo dos carboidratos as
sementes foram retiradas a cada quarenta e oito horas, até
o inicio da protrusdo da radicula, ocorrida no oitavo dia,
dissecadas em tegumento, cotilédones e eixo embrionario. As
amostras foram secas em estufa a 45°C, até peso constante,
moidas, acondicionadas em vidros hermeticamente fechados
e mantidas congeladas (-30°C) até a extragdo e quantificagdo
das reservas.

As extracdes de acucares redutores e de oligossacarideos
foram feitas conforme metodologia descrita por Black et al.
(1996), com modificagdes, utilizando-se trés repetigoes de
0,6g de amostra seca. Apos cada uma das quatro extragdes,
a mistura foi centrifugada, retirando-se o sobrenadante,
que foi usado na quantificacdo de monossacarideos e
oligossacarideos.

Os monossacarideos extraidos das sementes foram
transformados em alditol acetato, para quantificacdo em
cromatografia gasosa (Englyst & Cummings, 1984). Os
cromatogramas foram obtidos com o uso de coluna Shimadzu
de 25 m. A temperatura da coluna foi de 220°C, a do injetor
de 250°C e a do detector de 275°C. Foram utilizadas trés
repeticdes.

Os oligossacarideos foram quantificados apos passagem
das amostras em coluna Sep-pak C-18 e, apos redugdo do
volume, injetando 20 pL em cromatografo liquido de alta
performance (HPLC) Shimadzu, equipado com coluna
amines HPX-42C, de 300 mm x 7,8 mm, tendo a 4gua como
fase movel, com fluxo de 0,6 mL/min e comparados com os
respectivos padroes. O aparelho foi equipado com detector
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de indice de refracao.

O extrato enzimatico foi preparado imediatamente apos
a retirada das amostras, realizadas a cada quarenta e oito
horas. A extracdo e quantificagdo da atividade das enzimas
foram realizadas segundo Rezende (1998) e Viana (2002),
com modificagdes. Uma amostra de 100 mg de cada parte
da semente, foi macerada em 1,5 mL de tampao acetato de
sodio 100 mM, pH 5,0 em cadinho de porcelana sob gelo.
Apds maceracdo a amostra foi centrifugada a 17000rpm por
20 minutos a 4°C, com reducao de volume sob vacuo a frio.
O sobrenadante foi utilizado para quantificar as enzimas
poligalacturonase (PG), alfa-galactosidase (a-Gal).

Foi utilizado o para-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo
(p-NPGal) como substrato na avaliagdo da atividade da alfa-
galactosidase. A mistura de reagdo constou de 750 mL de
tampao acetato de sodio 100 mM pH 5,0, 250 mL de solugdo
2 mM de p-NPGal e 10 mL do extrato enzimatico.

Os tubos contendo a solugdo foram mantidos em banho
maria a 37°C por 15 min, sendo interrompida a reacdo pela
adi¢do de 1,0 mL de solugdo de 0,5 M de Na,CO,. Os valores
de absorbancia medidos no comprimento de onda de 410 nm
foram transformados em mmoles de -nitrofenolato (p-NP),
utilizando uma curva padrao construida com 0-0,20 mmoles
de p-NP. A unidade de enzima ¢ definida como sendo a
quantidade de proteina necessaria para produzir um mmol de
p-NP por minuto nas condi¢des do ensaio.

A atividade da poligalacturonase foi determinada pela
dosagem de agticar redutor produzido segundo o método do
DNS (3,5 dinitrossalicilico), adaptado de Miller (1959). Foi
adicionada solugdo de acido poligalacturonico de laranja
ao extrato enzimatico e incubado a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL de reativo de DNS e
foi feita leitura em 640 nm, sendo calculada a atividade. Os
resultados foram expressos em unidades de poligalacturonase,
onde uma unidade corresponde a quantidade de acido
galacturdnico liberado (uM) por minuto de reagdo (U/mL).

Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso, € 0S
dados foram analisados pelo programa Sistema de Analise
Estatistica (SAEG, versdo 8.X, Universidade Federal de
Vigosa). Quando os dados ndo atenderam aos pressupostos
de normalidade e homocedasticidade, utilizou-se analise
descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A porcentagem maxima de germinagdo foi de 88%

(Figura 1). O indice de velocidade de germinagdo foi
de 7,7. A germinagdo iniciou, em média, aos nove dias,
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estabelecendo-se o periodo de avaliagdo até o oitavo dia de
embebicdo (Figuras 1 e 2).
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FIGURA 1. Porcentagem de germina¢io de sementes de
Schizolobium parahyba durante o periodo de
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FIGURA 2. Teor médio de agua em sementes de
Schizolobium parahyba durante a germingao.
As barras verticais representam erros
padrio.

O alto teor de agua pode ser devido, em parte, aos
galactomanos presentes no género Schizolobium que,
segundo Buckeridge et al. (1999), possui funcao de reserva e
influencia no fluxo de agua, absorvendo, proporcionalmente,
grande quantidade dela. De acordo com estes autores, quanto
maior o grau de ramifica¢do, mais soluvel o polissacarideo e
maior a participagdo deste nas rela¢des hidricas. Embora os
galactomananos nao tenham sido quantificados no presente
trabalho, pode-se inferir que sejam responsaveis pelaretengdo
de agua nas sementes de S. parahyba durante as fases I e 11
da germinagao.
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A galactose predominou dentre os demais
monossacarideos, tanto no eixo embrionario como nos
cotilédones. Os demais monossacarideos apresentaram
quantidades inferiores a 0,35 mg / g massa seca. A sua
producao se deu até o quarto e sexto dias de embebi¢do no
eixo embriondrio e nos cotilédones, respectivamente (Figura

3).
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FIGURA 3. Teor médio de galactose em eixo embrionario
e cotilédones em sementes de Schizolobium
parahyba durante a germinacido. Eixo
embrionario: [lll,cotilédones : /| . As barras
verticais representam os erros padrio.

Os teores de arabinose, xilose, manose e glicose
encontram-se na Figura 4. Percebe-se que somente o teor de
xilose ndo foi detectado no eixo no oitavo dia, enquanto os
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demais tiveram seus teores aumentados. Nao foi detectada
a presenga de qualquer um dos monossacarideos nos
cotilédones das sementes secas, com exce¢do da glicose.
Pelas variagdes nos teores de todos eles, em cada um dos
compartimentos, percebe-se que ndo houve, aparentemente,
interacdo entre ambos. Pelas variagdes nos erros padrdes da
média nos cotilédones no sexto dia é possivel inferir que os
teores ndo tiveram variagdes com diferengas consideraveis
daqueles observados no segundo dia de germinacdo. As
mesmas consideracdes podem ser feitas em relagdo ao eixo
embrionario.

Resultados obtidos por Buckeridge et al., (1995),
mostraram que houve aumento constante dos agucares
redutores durante a germinagdo no eixo embrionario e
endosperma de sementes de Dimorphandra mollis.

A sacarose e arafinose sdo os carboidratos predominantes
em ambos os compartimentos (Figura 5). O teor médio de
sacarose aumentou durante o periodo de embebicao, com
predominancia no eixo, onde dobrou o seu conteudo. A
rafinose, com teores no eixo proximos aos da sacarose em
sementes secas, ¢ o primeiro e o principal oligossacarideo
utilizado pelas sementes durante a germinacdo, mantendo-
se constante até o quarto dia, decrescendo em seguida
para valores de um ter¢co menor. Comportamento similar
¢ observado nos cotilédones, com diferenca de valores
menores entre o primeiro e tltimo dias em relacdo aquele.
A estaquiose, com os menores teores dentre os trés, possui
comportamento préoximo ao da rafinose em todos os dias de
analise.
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FIGURA 4. Teor médio de monossacarideos em eixo embrionario e cotilédones em sementes de Schizolobium parahyba
durante a germinac¢ao. Eixo embrionario (m) e nos cotilédones (). Arabinose: A, xilose: B, manose: C,
glicose: D. As barras verticais representam os erros padrio.
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FIGURA 5. Teores médios de oligossacarideos em eixo
embrionario e cotilédones em sementes de
Schizolobiumparahybaduranteagerminacio.
Sacarose (A), rafinose (B) e estaquiose (C).
Eixo embrionario:lll, cotilédones: . As
barras verticais representam erros padrio.

A galactose que constitui um dos componentes da rafinose
eestaquiose ndo foidetectada em nenhum dos compartimentos
indicando que foi eliminada do meio ou rapidamente
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utilizada para algum fim relacionado ao crescimento do eixo
embrionario. A glicose, que teve sua concentragdo baixa
nos dois compartimentos, foi, aparentemente, utilizada na
sintese de sacarose. A interconversao entre a glicose e outros
acUcares ndo parece ter ocorrido, tendo em vista os valores
simultaneamentes crescentes ou decrescentes entre aqueles
analisados.

Resultados obtidos por Buckeridge & Dietrich (1996)
durante a germinagdo de sementes de Sesbania maginata,
mostrou degradacdo dos oligossacarideos da série rafindsica
resultando em acumulo transitorio de galactose e sacarose
livres, no endosperma e eixo embrionario.

A alfa-galactosidase esta ativa nas sementes quiescentes,
diminuindo continuamente no eixo embriondrio (Figura
6). Nos cotilédones a atividade diminui até o segundo dia
e aumenta até o quarto dia de embebicdo, onde volta a
diminuir até o final do periodo avaliado. Pela andlise dos
teores de galactose nos cotilédones, percebe-se que ha
correlagdo da atividade da enzima e dos teores do actcar. A
mesma relagdo ocorre no eixo onde os teores de galactose
alcangam um patamar em 48 horas, similar a atividade da
enzima. Pelos altos teores de galactose no embrido é de se
supor que apesar de ser forte inibidor competitivo da alfa-
galactosidase (Guimaraes et al., 2001), a galactose ndo esteja
sendo eliminado ou metabolisado.

0.05 ——
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FIGURA 6. Atividade especifica da alfa-galactosidase
no eixo embrionario e nos cotilédones
em sementes de Schizolobium parahyba
durante a germinacio. Eixo embrionario [l
cotilédones: . As  barras  verticais
representam erros padrio.

Similarmente a esta espécie, em sementes de Caelsalpinia
peltophoroides, a atividade enzimatica esta presente mesmo
antes do inicio da embebigao e nos cotilédones teve aumento
constante durante a germinag¢do (Borges et al., 2005),
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enquanto em sementes de Platymiscium pubescens e Senna
macranthera as atividades especificas decresceram no inicio
do periodo de embebigao (Oliveira, 2005).

Os resultados da atividade média da poligalacturonase
no eixo embriondrio e cotilédones estdo apresentados na
Figura 7. A enzima estd ativa mesmo antes da embebig@o
e sua atividade ao longo do tempo ¢é similar em ambos os
compartimentos, sendo maior no eixo embrionario de
sementes secas. A atividade decresce até 48h e volta a subir
até o sexto dia, onde novamente diminui. Em sementes de
Dalbergia nigra, a atividade da poligalacturonase apareceu
no inicio do periodo de embebigdo, ndo estando presente nas
sementes secas. No periodo anterior a protrusdo da radicula
a atividade da enzima nos cotilédones foi maior que no eixo
embrionario, assim como observado no presente trabalho
(Pontes, 2008).
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FIGURA 7. Atividade especifica da poligalacturonase
no eixo embrionario e nos cotilédones
em sementes de Schizolobium parahyba
durante a germinac¢ido. Eixo embrionério:
,  cotilédones: Il . As barras verticais
representam erros padrio.z

A poligalacturonase ¢ uma das enzimas responsaveis
pelo amolecimento dos frutos durante o amadurecimento,
atuando na dissolu¢do da pectina (Lang & Dornenburg,
2000; Brownleader et al., 1999). Dessa forma, o aumento
da atividade durante a embebicdo, especialmente nos
cotilédones, sugere que a poligalacturonase esteja causando
a perda de coesdo entre as células e dissolucdo das paredes
celulares, permitindo o ataque de outras enzimas nas
reservas do citoplasma. O aumento da atividade observado
no eixo proximo da germinacdo, seis a oito dias, permitiria o
crescimento do eixo embrionario devido a remogao do acido
poligalacturdnico, facilitando a expansao celular, tanto pela
redugdo da resisténcia da parede celular a entrada de agua e
mesmo a divisdo celular.

CONCLUSOES

Os teores de galactose oscilam tanto no eixo embrionario,
quanto nos cotilédones durante o periodo de germinagdo de
sementes de guapuruvu.

e Os teores de sacarose aumentam e os de rafinose

e de estaquiose decrescem nos cotilédones e eixo
embrionario. Os teores de estaquiose variam no
eixo, com decréscimo nos cotilédones.

* A a enzima alfa-galactosidase ¢é pré-formada,
tendo clara redugdo na sua atividade especifica, no
segundo dia, permanecendo constante até o oitavo.
A atividade nos cotilédones apresenta aumento no
quarto dia, decrescendo posteriormente.

* Aatividadedapoligalacturonase no eixo embrionario
e nos cotilédones varia durante o periodo de
germinacdo de sementes de guapuruvu.
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