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RESUMO

Pontes, Claudia Aparecida, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Margo, 2008.
Influéncia das enzimas a-galactosidase e poligalacturonase na germinacao de
sementes de Dalbergia nigra (Leguminoseae-Papilonoidea). Orientador:
Eduardo Euclydes de Lima e Borges. Co-orientadores: Sebastido Tavares de
Rezende e Jodo Marcos de Araujo.

Este trabalho teve como objetivos: i) quantificar e caracterizar as enzimas a-
galactosidase e poligalacturonase (PG) em sementes de D. nigra, ii) verificar a
composicao e a alteragao dos acucares que compdem a parede celular e a fracéo
péctica dos tegumentos das sementes durante a germinagado. As sementes foram
colocadas para embeber em agua por 168 horas, sendo retiradas amostras para a
caracterizagao bioquimica e cinética da enzima. A atividade da enzima a-
galactosidase aumentou com a embebigdo nos dois compartimentos, embora nao
estivesse presente inicialmente no eixo embrionario de sementes secas. O pH de
maxima atividade foi de 5,5 para ambos os compartimentos. A temperatura que
mais estimulou a atividade nos cotilédones foi de 50 °C e de 50 a 60 °C no eixo
embrionario. A enzima mostrou-se termotolerante, mas nao foi possivel
determinar a meia-vida na temperatura de 40 °C, no periodo de 10 horas. A
atividade da a-galactosidase foi inibida por 3-mercaptoetanol e CuSO4 em ambos
os compartimentos. A lactose e o cloreto de sédio estimularam a atividade tanto
nos cotilédones como no eixo embrionario. Os valores de Ky para o eixo
embrionario e cotilédones foram de 0,239 e 0,228 mM, respectivamente. A
enzima a-galactosidase esta presente nas sementes de Dalbergia nigra e sua
atividade especifica aumenta durante o periodo de germinagédo. A atividade da
PG foi detectada a partir do primeiro dia de embebicéo, tanto nos cotilédones
como no eixo embrionario. A atividade maxima nos cotilédones foi detectada no
segundo dia e, no eixo, no sexto dia de embebi¢cdo. A variagdo no teor de
proteinas foi significativa ao longo do tempo nos cotilédones e no eixo. A atividade
de PG foi maxima nas temperaturas de 60°C nos cotilédones e de 55 a 60 °C no
eixo embrionario. O pH 4,0 foi o de maior atividade da enzima para ambos os
compartimentos. O Ky foi de 5,08 e de 4,39 mM para os cotilédones e o eixo,

respectivamente. O Vpmax foi de 0,026 mM min”'para cotilédones e de 0,024 mM
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min™' para eixo embrionario. Nos tegumentos, a atividade especifica da PG foi
maxima no terceiro dia. O teor de proteina se reduziu a partir da embebicdo. A
atividade de PG foi maxima nas temperaturas de 40 a 50 °C. O pH de maior
atividade da enzima ficou na faixa de 3 a 7. O Ky e 0 Vpax foram de 1,34 mM e
0,012 pmol min™, respectivamente. Verificou-se que a galactose é o principal
componente da pectina, seguida pela manose. Na parede celular, o principal
componente foi a arabinose, seguida pela xilose. Com base nos resultados,
conclui-se que as enzimas a-galactosidase e PG atuam durante a germinagao das

sementes de Dalbergia nigra.
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ABSTRACT

Pontes, Claudia Aparecida, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March, 2008.
Influence of the enzymes a-galactosidase and poligalacturonase in the Dalbergia
nigra seed germination (Leguminoseae-Papilonoidea). Advisor: Eduardo
Euclydes de Lima e Borges. Co-Advisors: Sebastido Tavares de Rezende and
Jodo Marcos de Araujo.

This work aimed to study the enzymes a-galactosidase and
polygalacturonase and to verify the composition and the alteration of the cell wall
sugars and the pectic component in the teguments of D. nigra seeds during the
germination. The seeds were submitted to water imbibition for 168 hours. Samples
of seeds were taken for the biochemical and kinetic characterization of the
enzymes. Activity of the enzyme a-galactosidase increased with the imbibition,
although it was not present initially in the embryonic axis of dry seeds. The
maximum activity was obtained at ph 5.5 to both compartments. In the cotyledon
the activity of the enzyme was higher at temperature of 50°C, and in the
embryonic axis it was between 50 and 60°C. The enzyme was tolerant to
temperature, but it was not possible to determine its half-life at the temperature of
40 °C, in the period of 10 hours. The activity of the a-galactosidase was inhibited
by B-mercaptoethanol and CuSO, in both compartments, the lactose and the
sodium chloride stimulated the activity in the cotyledons and in the embryonic axis.
The Ky values for the embryonic axis and cotyledons were respectively 0,239 and
0,228 mM. The a-galactosidase is present in the seeds of Dalbergia nigra and its
specific activity increases during the germination period. Activity of PG was
detected from the first day of imbibition, in the cotyledons and in the embryonic
axis. Maximum activity in the cotyledons was detected in the second day and in
the axis in the sixth day of soaking. The variation in the proteins content was
significant along the time in the cotyledons and in the axis. The activity of PG was
maximal at the temperature of 60°C in the cotyledons and in the embryonic axis
the maximal activity was observed in a range of temperatures from 55 to 60 °C.
The activity of the enzyme was higher at pH 4,0 to all compartments. The Ky was

5,08 and 4,39 mM for the cotyledons and axis, respectively. Vyax was 0,026 mM
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min™ in the cotyledon enzyme and 0,024 mM min™' for embryonic axis enzyme. In
the teguments, activity of PG was maximal in the third day. The protein content
reduced along the imbibition period. The activity of PG was maximal temperatures
ranging from 40 to 50 °C. The pH of higher activity to this enzyme was obtained
from pH 3 until pH 7,0. The Ky and Vnyax were 1,34 mM and 0,012 ymol min'1,
respectively. It was verified that the galactose is the main component of the pectin,
followed by the mannose. Arabinose was the most abundant component in the cell
wall, followed by xylose. Based on the results, we can conclude that the enzymes
a-galactosidase and PG are acting during the germination of Dalbergia nigra

seeds.
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1- INTRODUGAO GERAL

A germinacao se inicia com a embebicdo das sementes, estimulando a
sintese de enzimas ou a ativagdo daquelas pré-existentes, resultando na
mobilizacdo de reservas e na digestdo da parede celular, enfraquecendo-a e
permitindo que a raiz primaria rompa o tegumento (Baskin e Baskin, 1998; Borges
e Rena, 1993).

Enzimas sado proteinas altamente especializadas, fundamentais para
qualquer processo bioldgico, com a fungédo de catalisar as reagbes quimicas. As
enzimas sao especificas para as reagdes que catalisam, ou seja, uma enzima
catalisa somente determinada reacdo. Devido a sua natureza protéica, as
enzimas s&o extremamente afetadas pelo ambiente (Nelson e Cox, 2002).

As enzimas que vao atuar durante a germinagao das sementes dependem
do tipo de reserva presente. Nas reservas de polissacarideos da parede celular e
nos oligossacarideos da série rafindésica, atuam enzimas como endo-B-
mananase, 3-manosidase e a-galactosidase (Buckeridge, 2004). Contudo, Bewley
(1997) e Sitrit et al. (1999) relatam que outras hidrolases poderiam atuar durante o
processo de germinagcdo no amolecimento dos tecidos que envolvem o eixo
embrionario. Toorop et al. (1996) e Sitil e Bradford (1997) relatam que a enzima
mananase sozinha seria insuficiente para promover a germinagdo de
Lycopersicon esculentum. Trabalho posterior de Sitrit et al. (1999) mostrou a
atuagdao da enzima poligalacturonase (PG) no endosperma e no embrido de
sementes de Lycopersicon esculentum durante a germinagao.

A enzima a-galactosidase € uma exoglicosidase que hidrolisa ligagdes a-
1,6 de residuos de galactosil em galacto-oligossacarideos e galactomananas
(Fujimoto et al., 2003). Essa enzima ja vem sendo estudada em plantas e
sementes durante a germinagdo e possui diferentes formas, tanto na atividade
quanto na massa molecular (Lahuta et al., 2000). Em sementes de Glycine max e
de Lycopersicon esculentum foi relatado aumento da atividade de a-galactosidase
durante a germinagao (Feurtado et al., 2001; Guimaraes et al., 2001).

A poligalacturonase catalisa a clivagem de ligagdes glicosidicas a-1,4 do
acido péctico (Lazan e Ali, 1993). A PG é responsavel pelo amolecimento da
parede celular que acompanha a solubilizagdo de pectinas durante o

amadurecimento de frutos (Huber, 1983).



Ainda ha poucos trabalhos mostrando a atuagdo da enzima PG em
sementes durante o processo de embebicdo. Segundo Sitrit et al. (1999), a
enzima poligalacturonase esta envolvida neste processo atuando no
amolecimento da parede celular do endosperma micropilar em sementes de
Lycopersicon esculentum, também constatado por Toorop et al. (2000), que
relatam a participagdo da enzima PG na germinacdo de sementes de
Lycopersicon esculentum. Segundo 0s mesmo autores, a enzima seria a
responsavel pelo enfraquecimento mecanico do endosperma micropilar.

Segundo Borges (2003), ha poucos trabalhos disponiveis na literatura que
tratam das alteragdes fisiologicas e bioquimicas em sementes de espécies
nativas, como, por exemplo, as relagdes entre atividade enzimatica nos diferentes
compartimentos das sementes durante a germinagao. Estudos desta natureza séo
importantes, principalmente como subsidios para o armazenamento, pois a
inatividade de determinadas enzimas permitira reduzir o ritmo metabdlico da
semente.

Diante deste contexto, estudou-se a participacdo das enzimas a-
galactosidase e poligalacturonase no eixo embrionario, nos cotilédones e no

tegumento de sementes de Dalbergia nigra durante a germinacéo.

1.1- Espécie estudada

Dalbergia nigra (Leguminoseae-Papilionoidae), popularmente conhecida
com jacaranda-da-bahia, € uma arvore semicaducifdlia a perenifélia comumente
encontrada com 15 a 25 m de altura. Essa planta é adaptada a locais secos e
indicada para o plantio misto em areas degradadas de preservagao permanente,
possuindo carater pioneiro. Possui tronco tortuoso e irregular, folnas compostas e
alternadas. Essa € uma espécie secundaria com caracteristicas pioneiras,
ocorrendo na floresta pluvial atlantica dos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais (Lorenzi, 1992).

O jacaranda-da-bahia apresenta um alto potencial para o manejo florestal
sustentavel. Entre suas caracteristicas, destaca-se sua madeira, moderadamente
pesada, decorativa e de longa durabilidade natural, sendo utilizada no mobiliario
de luxo, na construgdo civil e no paisagismo em geral, caracteristicas que
contribuem para a facilidade de sua comercializagdo no mercado atual (Pina-

Rodrigues e Piratelli, 1993; Oliveira Filho, 1994). Sua exploragao indiscriminada



em virtude de sua madeira de otima qualidade, além da devastagao do seu
ambiente natural, ocasionou sua inclusado na lista da flora brasileira de espécies
ameacgadas de extingdo (IBAMA, 2008). A necessidade de preservacado da
espécie bem como plantios de reflorestamento tém despertado interesse pela

cultura e estudos por parte de técnicos e pesquisadores (Carvalho, 1994).
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Caracterizagao de uma a-galactosidase presente nos cotilédones e no eixo
embrionario de sementes de Dalbergia nigra

Claudia Aparecida Pontes, Eduardo Euclydes de Lima e Borges, Sebastido
Rezende de Tavares, Aderlan Gomes da Silva, Lanna Clicia Carrijo, Mariana
Rocha Lopes

Resumo: Este trabalho teve como objetivo quantificar a atividade da enzima a-
galactosidase e fazer sua caracterizacdo no eixo embrionario e nos cotilédones
de sementes de Dalbergia nigra durante sua germinacdo. As sementes foram
colocadas para embeber em agua por 168 horas, sendo retiradas amostras para a
caracterizagao bioquimica e cinética da enzima. A atividade da enzima a-
galactosidase aumenta com a embebicdo das sementes nos dois
compartimentos, embora néo esteja presente no eixo embrionario de sementes
secas. A diferenca na atividade da enzima entre os cotilédones e o eixo
embrionario foi significativa. O pH 5,5 foi o de maxima atividade para ambos os
compartimentos. Com o aumento da temperatura, houve aumento na atividade
enzimatica. A temperatura que mais estimulou a atividade da enzima nos
cotilédones foi 50 °C e de 50 a 60 °C no eixo embrionario. A enzima mostrou-se
termotolerante, mas nao foi possivel determinar sua meia-vida na temperatura de
40 °C, no periodo de 10 horas. A atividade da a-galactosidase foi inibida por B-
mercaptoetanol e cobre em ambos os compartimentos, enquanto a lactose e o
cloreto de sddio estimularam a atividade tanto nos cotilédones como no eixo
embrionario. Os valores de Ky para o eixo embrionario e cotilédones foram de
0,239 e 0,228 mM, respectivamente. A enzima a-galactosidase esta presente nas
sementes de Dalbergia nigra e sua atividade aumenta durante o periodo de

embebicdo das sementes.

Palavras-chave: a-galactosidase, sementes, Dalbergia nigra.

Abstract: This work aimed to quantify and characterize the a-galactosidase in the
embryonic axis and in the cotyledons of Dalbergia nigra seeds during the
imbibition period. The seeds were submitted to water imbibition during 168 hours.
Biochemical and kinetic characterization of the enzyme were done from samples

taken during the imbibition period. The activity of the a-galactosidase increased in



the two compartments with the soaking of the seeds, although, the enzyme activity
was not detected in the embryonic axis of dry seeds. The difference in the activity
of the enzyme between cotyledons and embryonic axis was significant. The pH of
maximum activity was 5.5 to both compartments. The activity increased with the
temperature. In the cotyledons the higher activity of the enzyme was obtained at
50 °C. In the embryonic axis the activity was higher at temperatures ranging from
50 until 60 °C. The enzyme was tolerant to high temperatures, but it was not
possible to determine its half-life at the temperature of 40 °C, in the period of 10
hours of incubation. The activity of the a-galactosidase was inhibited by [-
mercaptoaethanol and CuSO4 in both compartments, while the lactose and the
sodium chloride stimulated the activity in the cotyledons and in the embryonic axis.
The values Ky for the embryonic axis and cotyledons were respectively of 0,239
and 0,228 mM. The enzyme a-galactosidase is present in the seeds of Dalbergia

nigra and its specific activity increases during the period of soaking of the seeds.

Key words: a-galactosidase, seeds, Dalbergia nigra

1- INTRODUGAO

O interesse no estudo da composicdo quimica das sementes esta
relacionado n&o s6 as suas propriedades nutricionais, mas também as possiveis
aplicagbes na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (Buckeridge et al.,
2004a). Juntamente com as substancias de reservas, as enzimas tém despertado
o interesse da industria, principalmente, alimenticia, por apresentar potencial para
diversas aplicagdes biotecnolégicas (Oliveira et al., 2005; Guimaraes et al., 2001).
Segundo Guimaraes et al. (2001), a enzima a-galactosidase tem potencial para
ser utilizada na hidrolise de oligossacarideos da série rafindsica do leite de soja.

A enzima a-galactosidase € uma exoglicosidase que hidrolisa ligagdes
glicosidicas a-1,6 de residuos de galactosil em oligossacarideos da série
rafindsica e em polissacarideos de parede celular (Fujimoto et al., 2003; Lahuta et
al., 2000). Segundo Borges et al. (2002), ha caréncia de informacgdes fisioldgicas
e bioquimicas em sementes de espécies florestais arbéreas durante a fase de

germinagao. Estudos da enzima a-galactosidase tém sido realizados em



sementes durante a germinacgao (Borges et al., 2004 e 2005; Oliveira et al., 2005;
Guimaraes et al.,, 2001). Essa mesma enzima vem sendo estudada em fungos
(Saraswathy et al., 2007), em folhas (Chrost et al., 2007) e em raizes (Bom et al.,
1998).

Os oligossacarideos sao fontes primarias de energia e substrato para a
sintese de novos compostos durante a embebicdo e germinacdo das sementes
(Edwards et al., 1992). A maioria das atividades enzimaticas, especialmente as da
a-galactosidase, aumenta nesta fase (Kontos e Spyropoulos, 1996). Em sementes
de Sesbania marginata, os oligossacarideos da série rafindsica foram quebrados
durante o processo de embebicdo, enquanto reservas de galactomanano foram
mobilizadas durante o crescimento inicial das plantulas, tendo sido observado
aumento na relagdo manose/galactose, sugerindo que a enzima a-galactosidase
seja a hidrolase responsavel pela degradacdao dessas reservas (Buckeridge e
Dietrich, 1996).

A espécie Dalbergia nigra, também conhecida como jacarada-da-bahia, é
nativa da Mata Atlantica, encontrada nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais (Lorenzi, 1992). Devido a exploragdo de sua
madeira e a falta de replantios, a espécie esta classificada como vulneravel,
conforme “Lista Oficial de Flora Ameacgada de Extingdo” (IBAMA, 2008). Neste
contexto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade e fazer a
caracterizagdo da enzima a-galactosidase no eixo embrionario e nos cotilédones

de sementes de Dalbergia nigra durante a germinacgao.

2- MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratorio de Analise de Sementes
Florestais (LASF) do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa. As sementes de Dalbergia nigra foram colhidas no estagio
final de maturagcdo em Vigosa MG e colocadas em placas de Petri com 9 cm de
diametro sobre duas folhas de papel Germitest umedecidas com agua destilada.
Estas placas foram levadas para um germinador com temperatura constante de
25°C, proporcionada por quatro ldmpadas tipo fluorescente OSRAM, de 40W

cada, tipo luz do dia especial, pelo periodo de 240 horas. Foram utilizadas cinco



repeticoes de 20 sementes para acompanhar a porcentagem de germinagao.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram protrusdo da
radicula igual a 2 mm (Pontes et al., 2002). A cada 24 horas, foram retiradas
amostras e as sementes foram dissecadas em cotilédone e eixo embrionario. A
extragdo e a determinacdo da atividade da enzima foram feitas segundo
metodologia descrita por Viana (2002). Foram utilizados 100 mg de amostra
fresca para cada uma das trés repeticbes, macerados separadamente em gral de
porcelana com 1,5 mL de tampé&o acetato de sédio 100 mM pH 5,0 e centrifugado
a 24.000 x g por 20 minutos, a 4°C . O sobrenadante foi utilizado para a
determinacgao da atividade enzimatica e da concentracdo de proteinas soluveis.
Para a caracterizagdo enzimatica, o extrato foi preparado nas sementes com um
dia de embebicao.

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976),
utilizando-se curva padrao construida com albumina sérica bovina (BSA).

O ensaio-padrdo para detectar a atividade da enzima foi determinado
utiizando-se 700 pL de tampdo de extracdo, 250 pL p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (p-NPGAL) 2 mM e 50 pL de extrato enzimatico. A reagao foi
conduzida por 15 minutos em banho-maria a 37 °C, sendo interrompida pela
adicdo de 1 mL de solugao de carbonato de sddio 0,5 M. A leitura da absorvancia
foi feita no comprimento de onda de 410 nm. Os valores de absorbancia foram
transformados em pmoles de p-nitrofenol. Uma unidade (U) de enzima foi definida
como a quantidade de proteina necessaria para produzir 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto.

A influéncia do pH na atividade da enzima foi avaliada na faixa de 3,0 a 8,0,
com intervalos de 0,5 unidade, utilizando-se tampdes Mcllvaine (1921),
mantendo-se as mesmas condi¢des do ensaio-padrao.

Os ensaios de temperatura foram feitos a partir de 10 °C a 75 °C, com
intervalos de 5 unidades, utilizando-se tampao Mcllvaine pH 5,0, mantendo-se as
mesmas condi¢cdes do ensaio-padrao.

Para a determinacdo da estabilidade térmica da enzima, o extrato
enzimatico mais o tampao foram pré-incubados por varios tempos na temperatura
de 40 °C, em pH 5,0. Apds a pré-incubacéo, foi adicionado o substrato, e o ensaio

conduzido mantendo-se as mesmas condi¢des do ensaio-padrio.



Os efeitos dos ions, agentes redutores e agucares foram avaliados
utilizando-se 200 mL de solu¢des de 10 mM de MgCl,, CaCl,, KCI, CuSOg4, NaCl,
R-mercaptoetanol, lactosse, D-galactose, D-glicose, sacarose, rafinose, melibiose,
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA). A mistura contendo tampéao, enzima e
efetores foi incubada por 15 minutos a 37 °C e, em seguida, foi acrescentado o
substrato e a reagdo conduzida mantendo-se as mesmas condi¢gdes do ensaio-
padrao.

As constantes de Michaelis-Menten Ky e Vmax foram determinadas
utilizando as concentragdes finais de 0,032, 0,064, 0,118, 0,192, 0,32, 0,64,
0,08, 1,28, 1,6 e 2,0 mM de p-NPGAL. Os valores de Ky e Vmax foram calculados
por meio da curva de velocidade, em fungdo da concentracédo de substrato, curva
de Michaelis-Menten (Linewaver e Burke, 1934). Foi utilizado o programa
Statistica versao 6 (SratSoft, 2001).

O experimento foi montado no delineamento inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas trés repeticdes, e a leitura da atividade foi feita em triplicatas. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e a regressdo. Os dados referentes aos
efetores foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de média. Nos casos
em que nao se encontrou modelo adequado para os dados, calculou-se o erro
padrao da média para cada ponto. Todas as analises foram feitas a 5% de

significancia.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagao das sementes de D. nigra apresentou aumento expressivo a
partir do quinto dia de embebicédo, chegando a 90 % no nono dia (Figura 1).
Borges et al. (1996) encontraram 64 % de germinagao para a mesma espécie. Em
outro trabalho, utilizando a mesma espécie, Andrade et al. (2006) encontraram 70
% de germinacéo ao final de 30 dias de analise.

As atividades da enzima a-galactosidase no eixo embrionario e nos
cotilédones de sementes de D. nigra durante o periodo analisado podem ser
observadas na Figura 2. Ndo houve diferenca significativa na atividade da enzima
ao longo do tempo em qualquer dos compartimentos, mas a diferengca foi

significativa entre os cotilédones e o eixo embrionario, o que pode indicar que a



mesma enzima tenha formas diferentes. Resultado semelhante ao encontrado
neste trabalho foi obtido por Borges et al. (2004), em sementes de Platymiscium
pubescens. Nao foi detectada atividade no eixo embrionario de sementes secas.
A atividade da enzima nos eixos embrionarios e nos cotilédones € maior com 24
horas de embebicdo, com reducdo em 48 horas. Contudo, nos cotilédones, a
atividade da enzima permanece constante até 96 horas.

Em sementes de Tachigali multijuga, a atividade maxima de a-
galactosidase foi detectada em 108 horas de embebigéo (Fialho, 2007). Por outro
lado, em sementes de Platymiscium pubencens, a atividade de a-galactosidase foi
detectada nas sementes secas, com aumento da atividade da enzima durante o
periodo de embebicdo (Borges et al., 2004).

Nos cotilédones secos de sementes de Caesalpinia peltophoroides, nao foi
detectada queda na atividade da a-galactosidase durante o periodo analisado
(Borges et al., 2005), como o observado nos cotilédones de sementes de D. nigra.

Observou-se que os teores de proteina presentes no eixo embrionario e
cotilédones nao diferiram significativamente ao longo do periodo analisado, ou
seja, o tempo de embebi¢cdo ndo influenciou o teor de proteina, porém houve
diferenca significativa entre o eixo e os cotilédones. O teor de proteina no eixo
embrionario foi de 3,54 mg/ mL nas sementes secas e de 2,34 mg/ mL em 24
horas de embebicdo, permanecendo decrescente até o terceiro dia e voltando a
aumentar no quarto dia da analise. A partir do quinto dia de embebicao, o teor de
proteina nos cotilédones aumentou alcangando valores maiores que o0s
encontrados no eixo embrionario (Figura 3).

A mobilizac&o de reservas de proteinas em sementes esta relacionada com
o processo de desenvolvimento da plantula (Buckeridge et al., 2004b). Assim, a
partir da embebigcdo, ocorrem hidrélise e mobilizacdo dessas reservas dos
cotilédones para o eixo em desenvolvimento. No entanto, nos cotilédones de
sementes de D. nigra, observa-se que esta ocorrendo acumulo dessas reservas
(Figura 3). Provavelmente, a proteina dos cotilédones n&o esteja sendo
mobilizada para o eixo embrionario, pois seu teor nos eixos € suficiente para
manter seu crescimento nessa fase da embebicdo. Resultado semelhante foi
observado em sementes de Apuleia leiocarpa e Caesalpinia peltophoroides, em

que os teores médios de proteinas no eixo embrionario nao diferiram
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significativamente durante o periodo de embebi¢cdo, enquanto nos cotilédones
houve significativo acumulo (Pontes et al., 2002; Borges et al., 2005).

Em sementes de Erythrina velutina e de Euphorbia heterophylla, o
conteudo de proteina cotiledonar soluvel decresceu durante a germinagao e o
crescimento da plantula (Oliveira et al., 1998; Suda & Giorgini, 2000).

A Figura 4 mostra os resultados relativos a atividade da enzima em relagéo
a variacao do pH. Percebe-se que a faixa de maior atividade da enzima, tanto no
eixo embrionario como nos cotilédones, foi com pH entre 5,0 e 6,0. A atividade no
eixo embrionario foi significativamente maior nos cotilédones. O eixo embrionario
€ a regido de intenso crescimento meristematico e isso pode explicar a maior
atividade da a-galactosidase em relagdo aos cotilédones. Em sementes de
Platymiscium pubescens, as atividades maximas das enzimas do eixo
embrionario e dos cotilédones estiveram na faixa de pH entre 4,5 e 6,0 (Borges et
al., 2004). Guimaraes et al. (2001) demonstraram que a faixa de pH de maior
atividade da mesma enzima foi entre 5,0 e 5,5 em sementes de soja, alcangando
6,0, conforme Viana (2002). J&4 em sementes de Caesalpinia peltophoroides, o pH
de maior atividade nos cotilédones foi na faixa de 4,0 a 5,0 e no eixo embrionario
de 5,5 a 6,0 (Borges, et al.,, 2005). Em extrato enzimatico purificado, o pH de
maxima atividade da enzima a-galactosidase foi de 4,5 para uma fragéo e de 6,0
para a outra, em sementes de Castanea sativa (Dey, 1981).

O aumento da temperatura resultou no aumento na atividade da o-
galactosidase até a temperatura de 50 °C a 60 °C para o eixo embrionario e de 50
°C cotilédones (Figura 5). Borges et al. (2004) observaram que com o aumento da
temperatura houve aumento na atividade da a-galactosidase de eixo embrionario
de sementes de Platymiscium pubescens, com maior atividade em 55 °C e, nos
cotilédones a temperatura ficou na faixa de 50 a 55 °C. Viana (2002) e Guimaraes
et al. (2001) obtiveram as maiores atividades para a-galactosidase nas faixas de
45 a 50° e 40 a 55°C para as sementes de soja, variedades Doko e CAC-1,
respectivamente.

Os valores de meia-vida da a-galactosidade do eixo embrionario e dos
cotilédones encontram-se nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Nao foi possivel
atingir a metade da atividade original durante o periodo analisado. Resultado
semelhante foi observado por Borges et al. (2004) em sementes de Platymiscium

pubescens que também nao atingiu a metade da atividade original da enzima.
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Segundo os autores, o resultado sugere alta termoestabilidade da enzima. Por
outro lado, em sementes de soja, a meia-vida da enzima a-galactosidase foi
determinada na temperatura de 30°C, em 253,95 min e 1,199 min para as duas
formas distintas da enzima (Guimaraes et al., 2001).

O efeito dos efetores na atividade da a-galactosidase no eixo embrionario
pode ser observado na Figura 8. A atividade da enzima foi inibida
significativamente por R-mercaptoetanol, CuSO,4, galactose, EDTA e rafinose.
Glicose e sacarose estimularam a atividade da enzima, porém n&o apresentaram
diferencas significativas entre si. Os sais de cloreto de calcio, de potassio e de
magnésio também tiveram efeito positivo na atividade, formando um grupo
distinto. A lactose foi a responsavel pela maior atividade da enzima. Nos
cotilédones, a atividade da enzima foi inibida por R-mercaptoetanol, CuSQO4
(Figura 9). Os demais efetores apresentaram atividade superior ao do substrato
pNP-a-Gal. A inibicdo da atividade enzima a-galactosidase por ions nos eixos
embrionarios e nos cotilédones sugere reagdo que envolve grupos carboxilicos,
ou grupo amino e imidazol da histidina no sitio ativo da enzima (Dey e Pridam,
1972).

Atividade da a-galactosidase em sementes de Caesalpinia peltophoroides
foi inibida por SDS, CuSQ., galactose e melibiose em ambos os compartimentos
da semente (Borges et al.,, 2005). O efeito dos efetores em sementes de
platymiscium pubescens foi distinto entre cotilédones e eixo embrionario (Borges
et al., 2004). Segundo Oliveira et al. (2005), o cobre inibiu fortemente a atividade
da a-galactosidase C2 e totalmente a da C1 em sementes de Platymiscium
pubensens, bem como em sementes de Vicia sativa e de Prumus amygdalus (Dey
e Pridham, 1972).

Os valores de Ky do eixo embrionario e cotilédones foram de 0,239 mM e
0,228 mM, respectivamente (Tabela 1). O valor de Ky indica a afinidade da
enzima pelo substrato: quanto menor o valor, maior sua afinidade. Em sementes
de Caesalpinia peltophoroides, os valores de Ky para eixo e cotilédones foram
1,74 e 2,64 mM, respectivamente. Segundo os autores, provavelmente sao
enzimas distintas (Borges et al., 2005). Os valores de Ky encontrados para os
compartimentos de sementes de D. nigra foram bem préximos, o que pode indicar
que as enzimas sejam as mesmas, diferentemente do encontrado no trabalho

com sementes de Caesalpinia peltophoroides e Platymiscium pubescens em que
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os valores de Ky foram diferentes entre o eixo e os cotilédones, indicando que as

enzimas séo distintas (Borges et al, 2004 e Borges et al., 2005).

4- CONCLUSOES

A a-galactosidase esta presente nos cotilédones de sementes secas e no
eixo embrionario a enzima é detectada a partir da embebicao, antes da protrusio
da radicula.

A atividade especifica da a-galactosidase em sementes de Dalbergia nigra
aumenta com o inicio da embebicdo, tanto nos cotilédones como no eixo
embrionario.

A atividade da a-galactosidase foi maxima na temperatura de 50 a 60 °C no
eixo embrionario e 50 °C nos cotilédones.

O pH 5,5 foi o de maxima atividade para o eixo embrionario e os
cotilédones.

O CuSOq4 e o B-mercaptoetanol inibiram a atividade da a-galactosidase em

ambos os compartimentos da semente
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Figura 1 — Porcentagem de germinacéo cumulativa de sementes de Dalbergia
nigra ao longo do tempo.
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Figura 2- Atividade de a-galactosidase no eixo embrionario e nos cotilédones de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagdo. As barras em y
indicam o erro padréao.
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Figura 3 — Teor de proteina no eixo embrionario (e) e nos cotilédones ( o) de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.

(o) y=-1,489 (-1,370 e 1®)  R2= 78,0
(o) y= 3,077 — 0,7192x + 0,103x2, R2=82,8
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Figura 4 — Efeito do pH na atividade de a-galactosidade no eixo embrionario (e) e

nos cotilédones (o) de sementes de Dalbergia nigra.

(8) y=-0,0078x2 + 0,0757x — 0,1172, R?= 88;
(o) y=-0,0041x2 + 0,0385x — 0,0466
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Figura 5 — Efeito da temperatura na atividade de a-galactosidase no eixo
embrionario (e) e nos cotilédones (o) de sementes de Dalbergia nigra.
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Figura 6 — Meia-vida de a-galactosidade do eixo embrionario de sementes de
Dalbergia nigra na temperatura de 40 °C.
y=0,0491 - 0,000112x + 0,000000163 x*3, R=70,0
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Figura 7 — Meia-vida de a-galactosidade nos cotilédones de sementes de
Dalbergia nigra na temperatura de 40 °C.
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Figura 8 — Efeito de ions e agentes redutores na atividade de a-galactosidade no
eixo embrionario de sementes de Dalbergia nigra. Médias seguidas
pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de média
a 5% de significancia.
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Figura 9 - Efeito de ions e agentes redutores na atividade de a-galactosidade nos
cotilédones de sementes de Dalbergia nigra. Médias seguidas pela
mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de média a 5%
de significancia.

Tabela 1 — Valores de Ky e Vimax para hidrolise de p-NPGal pela a-galactosidase
em sementes de Dalbergia nigra.

Fonte de a- Km Vmax
galactosidase (mM) (mM. min )
Eixo embrionario 0,238 0,0053
cotilédones 0,228 0,0051
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Artigo I

Caracterizacao parcial de uma poligalacturonase presente nos cotilédones e no
eixo embrionario de sementes de Dalbergia nigra

Claudia Aparecia Pontes, Eduardo Euclydes de Lima e Borges, Sebastido
Rezende de Tavares, Aderlan Gomes da Silva, Mariana Rocha Lopes, Lanna
Clicia Carrijo

Resumo: Acredita-se que a enzima poligalacturonase (PG) esteja envolvida no
processo de germinagao atuando na camada de pectina. Este trabalho teve como
objetivos avaliar a atividade da enzima PG e fazer sua caracterizagéo parcial nos
cotilédones e no eixo embrionario de sementes de D. nigra durante o processo de
germinacdao. A atividade da PG foi detectada a partir do primeiro dia de
embebicdo, tanto nos cotilédones como no eixo embrionario. A atividade maxima
nos cotilédones foi detectada no segundo dia e, no eixo, no sexto dia de
embebicdo. A variagdo no teor de proteinas foi significativa ao longo do tempo,
tanto nos cotilédones como nos eixos. A atividade de PG foi maxima na
temperatura de 60°C nos cotilédones e nos eixos embrionarios a atividade
maxima foi observada nas temperaturas de 55 a 60 °C. O pH 4,0 foi o de maior
atividade da enzima para ambos os compartimentos. O Ky foi de 5,08 e de 4,39
mM para os cotilédones e eixo, respectivamente. O Vmax foi de 0,026 mM min™
para cotilédones e de 0,024 mM min™' para o eixo embrionario. Com base nos
resultados, conclui-se que a enzima PG atua durante a germinagdo das sementes

de Dalbergia nigra.
Palavras-chave: Dalbergia nigra, poligalacturonase, sementes

Abstract: It is believed that the polygalacturonase (PG) enzyme is involved in the
germination process acting in the pectin layer. This work aimed to evaluate the
activity of the PG enzyme, to make its partial characterization in the cotyledons
and in the embryonic axis of D. nigra seeds during the process of germination. The
activity of PG was early detected, since the first day of imbibition, in the cotyledons
and in the embryonic axis. The maximum activity in the cotyledons was detected
at the second day and in the axis at the sixth day of imbibition. The variation in the

protein content was significant along the time in the cotyledons and in the
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embryonic axis. The activity of PG was maximal at the temperature of 60°C in the
cotyledons and in the axis embryonic maximum activity was observed
temperatures ranging from 55 to 60 °C. The higher activity of the enzyme was at
pH 4.0 for both compartments. The Ky was 5.08 and 4.39 mM for the cotyledons
and axis enzyme, respectively. Vmax was 0,026 mM min™' for cotyledons and of
0,024 mM min™" for embryonic axis. Based on these results, we can conclude that
the PG enzyme has an important role during the germination of Dalbergia nigra

seeds.

Key words: Dalbergia nigra, polygalacturonase, seeds

1- INTRODUGAO

As substancias pécticas sdo os principais polissacarideos constituintes da
lamela média da parede celular de plantas superiores (Ishii, 1971). Devido a
grande diversidade de suas substancias, é necessaria grande variedade de
enzimas para sua degradacgao (Bailey e Pessa, 1990).

A enzima poligalacturonase (PG) catalisa a clivagem de ligagoes
glicosidicas a-1,4 do acido péctico (Lazan e Ali, 1993). Ela tem sido caracterizada
e purificada em varias espécies vegetais, principalmente em frutos, durante o
amadurecimento e em microrganismos como o fungo Penicillium viridicatum (De
Lorenzo et al., 1987; Silva et al., 2007). Esta enzima apresenta grande
importancia econémica, principalmente na industria alimenticia na clarificacao de
sucos de frutas (Whitaker, 1984).

A PG é responsavel pelo amolecimento da parede celular que acompanha
a solubilizacdo de pectinas durante o amadurecimento dos frutos (Huber, 1983).
Trabalhando com Lycopersicon esculentum, Vilas Boas et al. (2000) mostraram
aumento na atividade da PG durante o amadurecimento dos frutos.

Ainda ha poucos trabalhos mostrando a atuagdo da enzima PG em
sementes durante o processo de embebigdo. Segundo Sitrit et al. (1999), a
enzima poligalacturonase (PG) esta envolvida no processo de germinagéo
atuando no amolecimento da parede celular do endosperma em sementes de

Lycopersicon esculentum.

23



Embora existam trabalhos mostrando a atuagdo de enzimas durante o
processo de embebicdo em sementes como Platymiscium pubescens (Borges et
al, 2002, Oliveira et al. 2005), Caesalpinia peltophoroides (Borges et al, 2005) e
em sementes de soja (Guimaraes et al, 2001), ndo existem relatos na literatura
sobre a PG nesta fase em sementes de Dalbergia nigra. Neste contexto, os
objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade e caracterizar parcialmente a
enzima poligalacturonase presente nos cotilédones e no eixo embrionario de

sementes de Dalbergia nigra durante a embebigéo.

2 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes
Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa. Foram utilizadas sementes de Dalbergia nigra colhidas no Campus da
UFV. Durante o beneficiamento, foram eliminados os frutos imaturos, deteriorados
ou danificados. Apds o beneficiamento, os frutos foram acondicionados em sacos
de aniagem e armazenados em camara fria a 20°C e umidade relativa de 62 %,
até a realizacdo do trabalho.

As sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri com 9 cm
de didametro, forradas duplamente com papel tipo Germitest e umedecidas com
agua destilada. Essas placas foram mantidas em germinador em temperatura de
25°C constante e sob luz continua, proporcionada por quatro lampadas
fluorescentes de 40 Watts, tipo luz do dia, por um periodo de dez dias (Pontes et
al., 2002). A contagem de sementes germinadas foi diaria, sendo consideradas
germinadas aquelas que apresentaram protrusao da radicula.

A extragcdo da enzima foi feita utilizando trés repeticbes de 100 mg de
cotilédones ou eixo embrionario macerados separadamente em 1,5 mL de tampéo
acetato de sédio 100 mM, pH 5, em gral de porcelana sob gelo. Apds a
maceragdo, as amostras foram centrifugadas a 14000 g por 20 min, a 4°C e o
sobrenadante, utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica e da
concentracdo de proteinas soluveis. Para a caracterizagao enzimatica, o extrato

foi preparado nas sementes com um dia de embebicao.
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O ensaio-padrao para determinar a atividade da PG foi determinado pela
dosagem de agucar redutor produzido, segundo o método do DNS (3,5
dinitrossalicilico), descrito por Miller (1959), com modificagbes. Foi utilizado o
acido poligalacturénico de laranja 0,3 % como substrato na avaliagéo da atividade
da enzima poligalacturonase. A mistura da reacédo constou de 1500 uL de tampéo
acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, 100 pL do extrato enzimatico e 350 pL de
substrato. Os tubos contendo a solugdo foram mantidos em banho-maria a 40 °C
por 60 minutos, sendo interrompida a reagao pela adi¢gao de 1,0 mL de solucio de
DNS (3,5 dinitrossalicilico) e colocado para ferver por cinco minutos, e,
posteriormente, foram adicionados 2 mL de agua destilada. A leitura de
absorbancia foi feita a 540 nm. Uma unidade de PG foi definida como a
quantidade de proteina necessaria para produzir 1 ymol de equivalente de glicose
por minuto.

A determinacgao da atividade de PG em fung¢ao da temperatura foi realizada
incubando-se a mistura de reacdo em banho-maria por 60 minutos, com
temperaturas variando de 20 °C a 70 °C com intervalos de 5 °C. A atividade
enzimatica foi determinada nas mesmas condi¢cées do ensaio-padrao.

O pH ¢6timo de acéo da enzima PG foi determinado utilizando-se o tampao
Mcllvaine (Silva et al., 2007). Os valores de pH utilizados foram de 3,0 a 8,0 com
intervalo de 1,0 unidade. A atividade enzimatica foi determinada nas mesmas
condi¢des do ensaio-padrao.

Os valores de Ky € Vimax foram determinados com base nas velocidades de
reagao em presenga de 1,0, 1,3, 1,6, 1,8, 2,0, 2,5 e 6,0 mg/mL do substrato acido
poligalacturénico, em tampao acetato de sddio 100 mM, pH 5,0. A atividade
enzimatica foi determinada nas mesmas condi¢cées do ensaio-padrao.

A proteina foi extraida com tampao acetato de sédio, 100 mM, pH 5,0 e
quantificado conforme método descrito por Bradford (1976).

O experimento foi montado no delineamento inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas trés repeticoes, e a leitura da atividade foi feita em ftriplicatas. Na
quantificacdo dos acucares, foram utilizadas trés repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise varidncia e a regressdo. Nos casos em que nao se
encontrou modelo adequado de ajuste para os dados, calculou-se o erro padréo

da média para cada ponto. Para comparar o efeito do pH, foi feita analise de
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contrastes. Todas as analises foram feitas a 5% de significancia. Utilizou-se o

programa Statistica verséo 6 (SratSoft, 2001).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra que a porcentagem final de germinagcdo das sementes
de Dalbergia nigra foi de 90 %. A germinacado inicia-se no terceiro dia de
embebi¢do, com aumento expressivo a partir do quinto dia.

A atividade da poligalacturonase foi detectada nos cotilédones e no eixo
embrionario a partir do primeiro dia de embebic&o (Figura 2). Nos cotilédones, a
atividade da PG é semelhante a do eixo embrionario no primeiro dia. A atividade
nos cotilédones decresce a partir do segundo dia de embebi¢cdo, permanecendo
com pequena variagao até o sétimo dia, enquanto no eixo embrionario observam-
se pequenas variacbes do primeiro ao quarto dia de embebicdo, alcangando
atividade maior no sexto dia. No sétimo dia, foi observada uma reducdo na
atividade enzimatica para valores equivalentes a atividade do primeiro dia de
embebicao, tanto para o eixo embrionario como para os cotilédones.

A atividade da PG nos cotilédones e no eixo embrionario antecedeu a
germinagcdo em dois dias, pois a germinagdo teve inicio no terceiro dia de
embebicao (Figura 1). Contudo, ao longo do periodo de embebig¢ao, ha aumento
na porcentagem de germinagdo ao mesmo tempo em que ocorre aumento na
atividade da PG no eixo embrionario. Nesta fase, o eixo embrionario esta em fase
de expansao, e, provavelmente, a enzima PG esteja atuando na perda de coeséo
entre as células, permitindo o crescimento do eixo. Segundo Lang e Dornenburg
(2000) e Brownleader et al. (1999), a PG tem importante papel na dissolugao da
pectina in vivo, sendo uma das enzimas responsaveis pelo amolecimento dos
frutos durante o amadurecimento. Esta enzima catalisa a hidrélise das liga¢des a-
1 entre os residuos de acido galacturénico da cadeia de pectina (Fischer e
Bennett, 1991). Batisse et al. (1994) relatam que a perda de firmeza dos frutos
durante o amadurecimento € devida a alteracdes nos polissacarideos da parede
celular, cujos principais componentes sao as substancias pécticas. Sitrit et al.
(1999) observaram que houve aumento da atividade da PG com o decorrer da

germinagcao em sementes de Lycopersicon esculentum Mill. Em frutos de Musa
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acuminata, foi observado aumento na atividade da enzima com o
amadurecimento dos frutos (Pathak e Sanwal, 1998). Pimenta et al. (2000)
verificaram que a atividade da PG em frutos secos de Coffea arabica foi alta, o
que pode indicar deterioragdo nas paredes celulares dos graos nesse estadio de
maturagcdo. Segundo Lima et al. (2006), a atividade da enzima varia entre as
especies.

Os teores médios de proteina nos cotilédones e nos eixos embrionarios
estdo na Figura 3. A variagdo no teor de proteinas foi significativa ao longo do
tempo, tanto nos cotilédones como nos eixos. Os teores de proteinas presentes
nos eixos embrionarios mostram reducéo até o terceiro dia de embebicdo, com
aumento no quarto dia, voltando a cair no sexto dia. Segundo Bewley e Black
(1994), as proteinas sdo mobilizadas durante a germinagédo e subsequente
crescimento das plantulas. Resultados obtidos por Suda e Giorgini (2000) indicam
que houve translocagado de aminoacidos provenientes da degradagao da proteina
dos cotilédones para o embrido em sementes de Euphorbia heterophylla. Borges
et al. (2005) relataram que o teor de proteina se mantém estavel nos cotilédones
da espécie Caesalpinia peltophoroides até 24 h de embebicdo e redugéo
significativa no eixo embrionario. Por outro lado, em sementes de Apuleia
leiocarpa, os teores de proteinas no eixo embrionario permaneceram constantes
durante o periodo analisado, enquanto nos cotilédones houve acumulo
significativo (Pontes et al., 2002).

A Figura 4 mostra o efeito significativo da temperatura na atividade da PG
nos cotilédones e no eixo embrionario. A atividade da PG & maior nos cotilédones
na temperatura de 60 °C. No eixo embrionario, o estimulo foi observado na faixa
de 55 e 60 °C.

Em frutos de Mangifera indica, a temperatura étima de atividade foi de 40
°C para as trés isoformas estudadas (Prasanna et al., 2006). Ja em frutos de
Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus inda e Berchemia discolos, a
temperatura 6tima de atividade esta na faixa de 25 °C a 37 °C (Muchuweti et al.,
2005). Em Penicillium viridicatum, a temperatura étima de atividade foi de 60 °C
(Silva et al., 2007).

A poligalacturonase apresentou atividade maxima no pH 4,0 para ambos os
compartimentos analisados (Figura 5). Contudo, a atividade é maior nos

cotilédones. A estabilidade de uma enzima ¢ influenciada pelo pH e este varia de
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acordo com o0 a espécie estudada (Muchuweti et al., 2005; Rombout e Pilnik
1978).

Em frutos de Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus inda e
Berchemia discolor, o pH 6timo de atuacdo da enzima PG foi de 4,5 a 5,0,
mostrando que o pH também varia de acordo com a espécie estudada
(Muchuweti et al., 2005). Nos frutos de manga, o pH 6timo foi diferente nas trés
isoformas analisadas: de 3,2, 3,6 e 3,9 para PGI, PGIl e PGIIl, respectivamente
(Prasanna et al., 2006).

Os dados referentes as concentragdes do substrato acido poligalacturdnico
versus a velocidade de sua hidrélise pela PG dos cotilédones e do eixo
embrionario estdo na Tabela 1. O Ky, indica a afinidade da enzima pelo substrato,
e quanto menor o valor de Ky, maior sera a afinidade da enzima pelo substrato. O
valor do Ky foi de 5,08 e de 4,39 mM para cotilédones e eixo embrionario,
respectivamente. A diferenga entre ambos os valores indica que provavelmente
as enzimas sejam diferentes. Ja o valor de Vimax foi de 0,026 mM min™ para os
cotilédones e de 0,024 mM min™ para o eixo embrionario.

Em frutos de Mangifera indica, o valor de Ky foi de 0,25, 0,23 e 0,22 mg
mL™" para as isoformas PGI, PGIl e PG Ill, respectivamente; e o valor de Vpax foi
de 5,7, 3,6 e 4,4 ymol min™ para as trés isoformas da enzima (Prasanna et al.,
2006). A comparacao entre o valor de Ky de sementes de D. nigra com o Ky de
frutos de Mangifera indica mostra que a afinidade da enzima PG pelo substrato foi
menor, sendo, portanto, enzimas distintas atuando em diferentes espécies e

compartimentos.

4- CONCLUSOES

Foi detectada atividade da enzima poligalacturonase nos cotilédones e no
eixo embrionario das sementes de D. nigra, a partir do primeiro dia de embebicao.

As temperaturas de maior atividade da enzima foram de 60 °C nos
cotilédones e de 55 e 60 °C para o eixo embrionario.

O pH 4,0 foi o que mais estimulou a atividade da enzima para ambos os

compartimentos.

28



O valor de Ky foi de 5,08 e de 4,39 mM para cotilédones e eixo

embrionario, respectivamente.

5- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bailey, M.J.; Pessa, E. Strain and process for production of polygalacturonase.
Enzyme Microbiology Technology, v. 12, p. 266-271, 1990.

Batisse, C.; Fils-Lycaon. B.; Buret, M.Pectin changes in ripening cherry fruit.
Journal of Food Science, v. 59, n.2, p. 389-393, 1994.

Bewley, J.D.; Black, M. Seeds: physiology of development and germination. 2°
ed. New York: Plenum, 1994, 445p.

Borges, E.E.L.; Perez, S.J.G.A.; Borges, R,C,G.; Rezende, S.T.; Garcia, S.R.

Comportamento fisiologico de sementes osmocondicionadas de Platymiscium
pubescens Micheli (tamboril-da-mata). Revista Arvore, v. 26, n.5, p. 603-613,
2002.

Borges, E.E.L; Rezende, S.T.; Borges, R.C.G.; Perez, S.C.J.G.A. Caracterizagéo
de alfa-galactosidase e sua relacdo com a germinagcédo das sementes de
Caesalpinia peltophoroides (Leguminosae Caesalpinoideae), Revista Arvore, v.
29, n. 4, p. 525-533, 2005.

Bradford, M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of proteins utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry. New York, v. 72, p. 248-254, 1976

Brownleader, M.D.; Jackson, P.; Mobasheri, A.; Pantelides, A.T.; Sumar, S.;
Trevan, M.; Dey, P.M. Moleculat aspects of cell wall modifications during fruit
ripening. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 39, p. 149-164,
1999.

De Lorenzo, G.; Silva, G.;Degra, L.; D’ovidio, R.; Cervone, F. Induction of
extracellular polygalacturonase and it's mRNA) in the phytopathogenic fungus
Fusarium moniliforme, Journal Gene Microbiological, v. 133, p.3365-3373,
1987.

Fischer, R.L.; Bennett, A.B. Role of cell wall hydrolases in fruit ripening. Annual
Review Physiology Plant Molecular Biology. v. 42, p. 675-703, 1991.

Guimaraes, V.M.; Rezende, S.T.; Moreira, M.A.; Barros, E.G.; Felix. C.R.

Characterization of a-galactosidases from germinating soybean seed and their use
for hydrolysis of oligosaccharides. Phytochemistry, v.58, p. 67-73, 2001.

29



Huber, D.J. Polyuronideos degradation and hemicellulose modifications in ripening
tomato fruit. Journal of the American Society of Horticultural Science, v. 108,
p. 405-409, 1983.

Ishii, S.; Yokotsuka, T. Pectin trans-eliminase with fruit juice clarifying activity,
Journal Agriculture and Food Chemistry, v. 19, p. 958-961, 1971.

Lang, C.; Dornenbrurg, H. Perspectives in the biological function and the
technological application of poligalacturonases. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 53, p. 366-375, 2000.

Lazan, H.; Ali, Z.M. Cell wall hidrolases and their potential in manipulation of
ripening of tropical fruits. ASEAN Food Journal, v. 8, n. 2, p. 47-53, 1993.

Lima, M.A.C.; Alves, R.E. Filgueiras, H.A.C. Mudancas relacionadas ao
amadurecimento da graviola durante a maturagéo pés-colheita, Pesquisa
agropecuaria brasileira, v.41, n.2, p. 1707-1713, 2006.

Miller, G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry. V. 31, p. 426-428, 1959.

Muchuweti,M.; Moyo, E.; Mushipe, S. Some properties of the polygalacturonase
from four Zimbabwean wild fruits (Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana,
Tamarindus inda and Berchemia discolos fruits). Food Chemistry, v. 90, p. 655-
661, 2005.

Oliveira, G.; Guimaraes, V.M.; Borges, E.E.L.; Fialho, L.S.; Oliveira, M.G.A;
Rezende, S.T. Purificacdo e caracterizagao de a-galactosidases de sementes de
Platymiscium pubescens Micheli. Revista Arvore, v. 29, n. 4, p.535-543, 2005.

Pathak, N.; Mishra, S.; Sanwal, G.G. Purification and characterization of
polygalacturonase from banana fruit. Phytochemistry, v. 54, n. 2, p. 147-152,
1998.

Pimenta, C.J.; Chagas, S.J.R.; Costa, L. Pectinas e enzimas pectinoliticas em
café (Coffea arabica L.) colhidos em quatro estadios em maturacdo. Ciéncias
agrotecnica, v. 24, n. 4, p. 1079-1083, 2000.

Pontes, C. A; Borges, E.E.L; Borges, R.C.G.; Soares, C.P.B. Mobilizagao de
reservas em sementes de Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbr. (garapa) durante
a embebicio. Revista Arvore, v. 26, n. 5, p.593-601, 2002.

Prasanna, V.; Prabha, T.N.; Tharanathan, R.N. Multiples forms pf
polygalacturonase from mango (Mangifera indica L. cv Alphonso) fruit. Food
Chemistry, v. 95, p. 30-36, 2006.

Rombout, F.M.; Pilnik, W, Enzymes in fruit and vegetable juice technology.
Process Biochemistry, p. 9-13, 1978.

30



Silva, D.; Martins, E. S.; Leite, R.S.R.; Silva, R.; Gomes, V.F.E. Purification and
characterization of an exo-polygalacturosase produced by Penicillium viridicatum
RFC3 in solid-state fermentation. Process Biochemistry, v. 42, p. 1237-1243,
2007.

Sitrit, Y.; Hadfield, K.A.; Bennett, A.B.; Bradford, K.J.; Downie, A.B. Expression of
a polygalacturonase associated with tomato seed germination. Plant Physiology,
v. 121, p. 419-428, 1999.

StatSoft, Inc. (2001), Statistic (data analysis sot ware system), Version 6. www.
Stasolf.com

Suda, C.N.K.; Giorgini, J.F.Seed reserve composition and mobilization during
germination and initial seedling development of Euphorbia heterophylla. Revista
Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.12, n. 3, p. 226-245, 2000.

Vilas Boa, E.V.B.; Chitarra, A.B.; Maluf, W.R.; Chitarra, M.l.F. Modificacbes
texturais de tomates heterozigotos no loco Alcobaga. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.35, p. 1447-1453, 2000.

Whitaker, J. Pectic substances, pectic enzyme and haze formation in fruit juices,
Enzymology Microbiology Technology, v. 6, p. 341-349, 1984.

31



100 -
90 -
80 -
70
60 -
50
40 -
30 ~
20 -
10 -

% germinagao

3 4 5 6 7

Tempo de embebigao (dias)

Figura 1 — Porcentagem de germinagcdo cumulativa de sementes de Dalbergia
nigra ao longo do tempo.
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Figura 2 - Atividade de Poligalacturonase em sementes de Dalbergia nigra
durante a germinagéao. (e) eixo embrionario, (o ) cotilédones. As barras
em y indicam o erro padrao
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Figura 3 — Teor de proteina em sementes de Dalbergia nigra durante a
germinacgao. (e) eixo embrionario, (o) cotilédones.
oy=3,077-0,7192x + 0,103 x> R2=77,8
o y=-1,489 (-1,370 °(1:2590) R= 71,0

. 005

2 004-

(@]

£ 0,03

=)

g 002

_(g

= 0,01

< 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 4 — Efeito da temperatura na atividade de poligalacturonase em sementes
de Dalbegia nigra. (o) eixo embrionario, (e)Cotilédones
(o) y=-0,0171 + 0,00231x — 0,0000224x> R?=82,8;
(o) y=0,00229 + 0,00103x — 0,0000086x> R?=78,0
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Figura 5 - Efeito do pH na atividade da poligalacturonase sementes de Dalbergia
nigra. (e) cotilédones; (o) eixo embrionario. As barras em y indicam o
erro padrao

Tabela 1 — Valores de Ky e Vmax para hidrélise de acido poligalacturdnicol pela
poligalacturonase em sementes de Dalbergia nigra.

Fonte de Km Vmax
poligalacturonase (mM) (mM. min )
Eixo embrionario 4,39 0,024
Cotilédones 5,07 0,026
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Artigo Il

Caracterizacao parcial de uma poligalacturonase e analise dos carboidratos
presentes nos tegumentos de sementes de Dalbergia nigra

Claudia Aparecia Pontes, Eduardo Euclydes de Lima e Borges, Sebastido
Rezende de Tavares, Aderlan Gomes da Silva, Lanna Clicia Carrijo, Mariana
Rocha Lopes.

Resumo: Para ocorrer a germinagao é necessario o enfraquecimento dos tecidos
que envolvem o eixo embrionario. Este trabalho teve como objetivos avaliar a
atividade e fazer a caracterizagéo parcial da poligalacturonase (PG) e verificar a
composicao e a alteragao dos acucares que compdem a parede celular e a fracido
péctica no tegumento de sementes de D. nigra durante o processo de embebicao.
A atividade especifica da PG foi detectada a partir do primeiro dia de embebigao,
sendo maxima no terceiro dia. O teor de proteina foi de 2,9 mg mL™" nos
tegumentos secos, reduzindo-se para 0,784 mg mL™" no sexto dia. A atividade de
PG foi maxima nas temperaturas de 40 a 50 °C. O pH de maior atividade da
enzima ficou na faixa de 3 a 7. O Ky e 0 Vmax para hidrolise do acido
poligalacturénico foi de 1,34 mM e 0,012 pmol min™' , respectivamente. Verificou-
se que a galactose € o principal componente da pectina, seguido pela manose.
Na parede celular, o principal componente foi a arabinose, seguida pela xilose. A
PG atua durante a germinagdo em sementes de jacaranda contribuindo para o
amolecimento da parede celular vegetal do tegumento, sendo importante para a

germinagao de sementes.
Palavras-chave: Dalbergia nigra, poligalacturonase, carboidratos, sementes.

Abstract: The loosening of embryonic axis tissues is necessary to seed
germination. This work aimed to evaluate the activity and to do the partial
characterization of the polygalacturonase (PG) enzyme and to verify the
composition and the alteration of the sugars that compose the cell wall and the
pectin portion in the teguments of seeds of D. nigra during the process of
imbibition. The activity of PG was detected from the first day of imbibition, on
getting its maximum in the third day. The protein content was 2,9 mg mL™ in the

dry teguments reducing for 0,784 mg mL™" in the sixty day. The activity of PG was
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higher at temperatures ranging from 40 to 50 °C. The higher activity of the enzyme
was in the pH ranging from 3,0 to 7,0. The Ky and Vp.x for hydrolyze of the
polygalacturonic acid were, respectively 1,34 mM and 0,012 pmol min™. It was
verified that the galactose is the most important component of the pectin, followed
by mannose. In the cell wall the most important component was the arabinose,
followed by xylose. PG acts during the germination in D. nigra seeds contributing
the cell wall loosening of the tegument, being important for the germination the

seeds.

Key words: Dalbergia nigra, polygalacturonase, carbohydrates, seeds.

1- INTRODUGAO

A germinagao tem inicio com a embebi¢cdo das sementes, estimulando a
sintese de enzimas ou a ativagdo daquelas pré-existentes, resultando na
mobilizacdo de reservas e na digestdo da parede celular, enfraquecendo-a e
permitindo que a raiz primaria rompa o tegumento (Borges e Rena, 1993). Bewley
(1997) verificou que o processo de amolecimento do endosperma de sementes de
Lycopersicon esculentum é acompanhado pelo incremento da atividade da endo-
beta-1,4-mananase. Toorop et al. (1996) e Still e Bradford (1997) relataram que a
enzima mananase nao seria a responsavel pelo amolecimento do endosperma,
pois sua atividade é muito baixa em sementes de Lycopersicon esculentum. Sitrit
et al. (1999) sugerem que a poligalacturonase (PG) esteja envolvida neste
processo, atuando no amolecimento da parede celular do endosperma micropilar
em sementes de Lycopersicon esculentum Mill.

As substancias pécticas sao os principais constituintes da lamela média da
parede celular das plantas superiores (Taiz e Zinguer, 2004). Tem sido observada
a atuacdo da enzima PG no processo de amadurecimento de frutos de
Lycopersicon esculentum, de Musa velutina, no crescimento do tubo polinico, de
raizes laterais, na abscisdo de 6rgaos e na deiscéncia de sementes (Clarke e
Gleeson, 1981; Peretto et al., 1992; Taylor et al., 1990). Toorop et al. (2000)
concluiram que a germinagao de sementes de Lycopersicon esculentum ocorria

devido ao enfraquecimento mecanico do endosperma. Mas poucos trabalhos tém
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associado o enfraquecimento mecanico do tegumento com a atividade de
enzimas e a parede celular (Bewley, 1997).

A espécie Dalbergia nigra (Leguminoseae-Papilonoidea) € nativa da Mata
Atlantica, encontrada nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Minas Gerais. A espécie é adaptada a locais secos, indicada para plantio
misto em areas degradadas, possuindo caracteristicas pioneiras (Lorenzi, 1992).
Devido a exploragdo da sua madeira e a falta de replantios, a espécie esta
classificada como vulneravel, conforme “Lista Oficial de Flora Ameacada de
Extingéo” (IBAMA, 2008).

Nao ha estudos aprofundados a respeito de enzimas que atuem durante a
germinagcdo de sementes de D. nigra, principalmente em relagdo as enzimas
relacionadas aos tegumentos. Estudos desta natureza s&o importantes,
especialmente em se tratando de espécies em risco de extingdo, como subsidios
para 0 armazenamento, pois a inatividade de determinadas enzimas permitira
reduzir o ritmo metabolico da semente. Neste contexto, os objetivos deste
trabalho foram avaliar a atividade e caracterizar parcialmente a poligalacturonase,
bem como verificar a composicdo e a alteragdo dos agucares presentes na
parede celular e na fragdo péctica dos tegumentos das sementes de Dalbergia

nigra durante a fase de embebicéo.

2- MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes
Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa. Foram utilizadas sementes de Dalbergia nigra colhidas em Vigosa, Minas
Gerais. Durante o beneficiamento foram eliminados os frutos imaturos,
deteriorados ou danificados. Os frutos foram acondicionados em sacos de
aniagem e armazenados em camara fria a 20°C e umidade relativa de 62 %, até a
realizagao do trabalho.

A germinagédo foi acompanhada em sementes colocadas em placas de
Petri de nove cm de diametro, forradas duplamente com papel tipo Germitest e
umedecida com agua destilada. Essas placas foram mantidas em germinador em

temperatura de 25°C constante e sob luz continua, proporcionada por quatro
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lampadas fluorescentes de 40 Watts, tipo luz do dia, por um periodo de dez dias.
A contagem de sementes germinadas foi diaria, sendo consideradas germinadas
aquelas que apresentavam protrusdo da radicula (Pontes et al., 2002). Foram
utilizadas cinco repetices de 20 sementes.

Durante seis dias foram retiradas amostras, quando entdo as sementes
foram dissecadas em cotilédones, eixo embrionario e tegumento. O material foi
utilizado para preparar o extrato enzimatico e também para fazer a quantificagao
do teor de acucares. Nas amostras frescas de tegumento, foi feita a
caracterizagao parcial da poligalacturonase. O material utilizado para fazer a
analise de agucar foi seco em estufa a 45°C, até peso constante, acondicionado
em vidros hermeticamente fechados e mantidos no freezer até a extragcédo e
quantificacdo dos acucares da parede celular.

A extracdo de parede celular e a separacdo da fragdo péctica dos
tegumentos de Dalbergia nigra foram feitas conforme descrito por Carpita e
Gilbeaut (1993). A digestédo da parede celular e da fragado péctica dos tegumentos
foi feita conforme metodologia descrita por Borges et al. (2000), e a quantificagao
dos agucares redutores, conforme Englyst e Cummings (1984).

Os cromatogramas foram obtidos com o uso do cromatégrafo a gas
Shimadzu CG14-A, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID),
acoplado a um registrador e integrador C-R6A chromatopac. Utilizou-se coluna
moderadamente polar, 50% de cianopropilfenildimetilsiloxane. O fluxo de gas foi
de 0,25 mL min™". As temperaturas do injetor, do detector e da coluna foram de
250 °, 220 ° e 275 °C, respectivamente. Foram utilizadas trés repeticbes, com
duas réplicas cada.

O extrato enzimatico foi preparado, utilizando-se 100 mg de tegumento
macerado em 1,5 mL do tampao acetato de sddio 100 mM, pH 5,0 em gral de
porcelana sob gelo. Apos a maceragao, a amostra foi centrifugada a 14000 g por
20 min, a 4°C e o sobrenadante utilizado para determinar a atividade da enzima e
o teor de proteinas.

Utilizou-se como substrato o acido poligalacturdnico de laranja (Sigma) 0,3
% na avaliagdo da atividade da enzima poligalacturonase. O ensaio-padréo
constou de 1500 pL de tampéao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, 100 pyL do
extrato enzimatico e 350 pL de substrato. Os tubos contendo a solugdo foram

mantidos em banho-maria, a 40 °C, por 60 minutos, sendo interrompida a reagao
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pela adicao de 1,0 mL de solugao de DNS (3,5 dinitrossalicilico) e colocado para
ferver por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de agua destilada.
A leitura de absorbancia foi feita a 540 nm. Uma unidade de PG foi definida como
a quantidade de proteina necessaria para produzir um pmol de glicose por minuto.

A proteina foi extraida com tampao acetato de sédio, 100 mM, pH 5,0 e
quantificado conforme método descrito por Bradford (1976).

A determinacao da atividade de PG em fung¢ao da temperatura foi realizada
incubando-se a mistura de reacdo em banho-maria, por 60 minutos, com
temperaturas variando de 20 °C a 70 °C, com intervalos de 5 °C. A atividade
enzimatica foi determinada como descrito no ensaio-padrao

O pH 6timo de acdo da PG foi determinado utilizando-se o tampao
Mcllvaine (Silva et al., 2007). Os valores pH utilizados foram de 3,0 a 8,0 com
intervalo de 1,0 unidade. A atividade enzimatica foi determinada como descrita no
ensaio-padrao.

O valor de Ky e Vmax foram determinados com base nas velocidades de
reacao em presenga de 1,0, 1,3, 1,6, 1,8, 2,0, 2,5 e 6,0 mg mL™ do substrato
acido poligalacturdnico, em tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente ao acaso. Foram
utilizadas trés repeticdes e a leitura da atividade foi feita em triplicatas. Na
quantificacdo dos acucares, foram utilizadas trés repeticbes. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e regressao. Nos casos em que nao se
encontrou modelo adequado aos dados, calculou-se o erro padrdo da meédia para
cada ponto. Para comparar o efeito do pH, foi feita analise de contrastes. Todas
as analises foram feitas a 5% de significancia. Utilizou-se o programa Statistica
versao 6 (SratSoft, 2001).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a germinagdo das sementes de D. nigra teve inicio no
terceiro dia de embebic&o, chegando a 90% de germinacéo total (Figura 1). Em
outros trabalhos, a germinagdo das sementes de D. nigra foi mais lenta e a
porcentagem final menor, tendo Andrade et al. (2006) encontrado 70 % de

germinacgao ao final de 30 dias de analise.
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As modificagbes na composicao dos agucares redutores da parede celular
do tegumento podem ser observadas na Figura 2. Todos os agucares
componentes da parede celular tiveram redugéo significativa nas primeiras 24
horas de embebigdo, com excecdo da xilose cujo conteudo variou ao longo do
periodo. Dentre os acucares determinados no tegumento seco, o maior teor foi
para arabinose. O teor de manose sofreu redugao significativa a partir do inicio da
embebicdo até o quarto dia, ndo sendo mais detectado nos dois ultimos dias. A
ramnose apresentou o menor teor nos tegumentos secos entre os agucares
analisados, com reducéo significativa durante o processo de germinagéo.

Na Figura 3, observam-se os acgucares componentes da fracao péctica do
tegumento das sementes de D. nigra. Houve redugdo significativa durante o
periodo analisado nos teores de ramnose, arabinose, manose, galactose e
glicose. O teor de xilose variou com o tempo de embebigédo, porém sua redugéo
nao foi significativa.

As reducdes observadas nos teores dos agucares da parede celular e da
fragdo péctica nas primeiras 24 horas podem estar relacionadas com sua
mobilizagdo para o eixo embrionario em crescimento ou podem estar sendo
lixiviadas para o meio de embebicdo. Borges et al. (2000) relataram que nao
houve movimentagdo dos agucares do tegumento para o eixo embrionario em
sementes de Dalbergia nigra. Segundo os mesmo autores, possivelmente, os
acgucares teriam sido lixiviados para o meio.

Segundo Bhatty (1990) e Goonerate et al. (1994), a parede celular de
leguminosas possui grande quantidade de arabinose na fragao péctica. Resultado
semelhante ao encontrado nos tegumentos de D. Nigra, em que a arabinose é o
segundo agucar com maior teor. No tegumento de Phaseolus vulgaris, os
principais componentes foram xilanas e arabinanas (Shiga e Lajolo, 2006).
Segundo os mesmos autores, ha evidéncias da presenca de grande quantidade
de cadeias ramificadas com arabinanas e baixa ramificacdo de xiloglucanas.
Segundo Huber et al. (1983), as alteragcbes no conteudo de pectina estdo
associadas a degradacao enzimatica.

Nao foi detectada atividade da enzima PG nos tegumentos secos das
sementes de D. nigra, mas foi verificado um aumento da atividade a partir do
inicio da embebigdo, sendo maior no terceiro dia, decrescendo em seguida

(Figura 4). A germinacao das sementes teve inicio no terceiro dia de embebicao,
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0 que coincide com o maximo de atividade da enzima poligalacturonase. Com
base nesses resultados, pode-se atribuir a enzima poligalacturonase participagao
no processo de amolecimento do tegumento das sementes de D. nigra. Segundo
Borges e Rena (1993), para ocorrer a germinagdo, € necessario o
enfraquecimento do tecido proximo a radicula, tendo este processo inicio com a
embebicdo das sementes. Sitrit et al. (1999) concluiram que a enzima PG esta
envolvida no processo de amolecimento do endosperma micropilar de sementes
de Lycopersicon esculentum.

Nos tegumentos de sementes de D. nigra, foi possivel verificar que, com o
aumento da atividade da enzima PG, houve redugao significativa dos agucares
componentes da parede celular e da fragao péctica, o que pode estar relacionado
com a perda de coesdo das células do tegumento, resultando assim no
rompimento do tegumento pelo eixo embrionario.

Pimenta et al. (2000) verificaram que a atividade da enzima PG em frutos
secos de Coffea arabica foi alta, o que pode indicar deterioracdo nas paredes
celulares dos graos nesse estadio de maturagdo. Segundo Lima et al. (2006), a
atividade da poligalacturonase varia entre as espécies.

O teor de proteina nos tegumentos secos de sementes D. nigra foi de 2,90
mg mL™", apresentando queda no primeiro dia de embebicdo e aumento a partir
do quarto dia (Figura 5). O aumento no teor de proteina pode ser resultado da
lixiviagdo de proteinas presentes nos cotilédones. Em sementes de Apuleia
leocarpa, foi observado aumento no teor de proteinas nos cotilédones no periodo
de germinacédo (Pontes et al., 2002).

O aumento da temperatura resulta em maior atividade de enzimas até certo
ponto, a partir do qual comeca a ocorrer reducao até a perda total da atividade.
Porém, os resultados encontrados nesse trabalho mostram picos de atividade da
enzima PG, e a maior atividade foi a 25, 40 a 45 e 60 °C (Figura 6), sendo,
provavelmente, isoformas diferentes da mesma enzima. Em frutos de Mangifera
indica, a temperatura 6tima de atividade foi de 40 °C para as trés isoformas
estudadas (Prasanna et al., 2006). Ja em frutos de Uapaca kirkiana, Zizphus
mauritiana, Tamarindus inda e Berchemia discolos, a temperatura 6tima esteve na
faixa de 25 °C a 37 °C (Muchuweti et al., 2005). A poligalacturonase tem sido
caracterizada em fungos, como Penicillium viridicatum, com temperatura étima de
60 °C (Silva et al., 2007).

41



A poligalacturonase apresentou atividade na faixa de pH de 3,0 a 7,0
(Figura 7), ndo havendo diferenga significativa entre esses valores. O maior erro
padrao entre os dados dos diferentes valores de pH indicaria que podem estar
ocorrendo modificagdes conformacionais nas moléculas, proporcionando
alteragbes no sitio ativo, que pode resultar no aumento ou reducdo de sua
afinidade pelo substrato (Rombout e Pilnik 1978). Em pH 8,0, houve redugéo
significativa na atividade da enzima. Em frutos de Uapaca kirkiana, Zizphus
mauritiana, Tamarindus inda e Berchemia discolor, o pH 6timo de atuacido da
enzima PG foi de 4,5 a 5,0, mostrando que o efeito do pH varia de acordo com a
espécie estudada (Muchuweti et al., 2005).

Nos frutos de Mangifera indica, os valores 6timos de pH nas diferentes
isoformas foram de 3,2, 3,6 e 3,9 para PGI, PGIl e PGIIl, respectivamente
(Prasanna et al., 2006). No fungo Penicillium viridicatum, o pH étimo foi de 6,0,
(Silva et al., 2007).

Os valores de Ky e de Vmax para hidrolise do acido poligalacturdnico foram
de 1,34 mM e 0,012 pmol. min™ , respectivamente (Figuras 8 e 9). Em frutos de
Mangifera indica, o valor de Ky foi de 0,25, 0,23 e 0,22 mg mL™ para as isoformas
PGI, PGIl e PG lll, respectivamente, enquanto o Vnax foi de 5,7, 3,6 e 4,4 umol

min” para as trés isoformas da enzima (Prasanna et al., 2006).

4- CONCLUSOES

A poligalacturonase demonstrou atividade no tegumento das sementes de
D. nigra a partir do primeiro dia de embebigao.

A maior atividade da enzima foi verificada na faixa de 40 a 45 °C e pH de
3,0e7,0.

O Ku € 0 Vmax para hidrolise do acido poligalacturénico foi de 1,34 mM e
0,012 umol. min™, respectivamente.

Houve reducéo significativa no teor dos agucares componentes da parede

celular e da fragao péctica ao longo do periodo de embebigao.
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Figura 1 - Porcentagem de germinagcao cumulativa de sementes de Dalbergia
nigraao longo do tempo.
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Figura 2 — Monossacarideos presentes na parede celular do tegumento de
sementes de Dalbergia nigra durante o periodo de germinacdo. A)
Ramnose; B) Arabinose; C) Xilose; D) Monose; E) Galactose. eValores
observados, m Valores calculados.
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Figura 4 - Atividade de Poligalacturonase no tegumento de sementes de
Dalbergia nigra durante o periodo de germinagdo. As barras em y
indicam o erro padréo.
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Figura 5 — Teor de proteina no tegumento de sementes de Dalbergia nigra
durante o periodo de germinagao.
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Figura 7 - Efeito do pH na atividade da poligalacturonase no tegumento de
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Figura 8 — Grafico de Michaelis-Menten para hidrolise de acido poligalacturénico
pela poligalacturonase em tegumento de sementes de Dalbergia nigra.
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Figura 9 — Curva de duplo reciproco de poligalacturonase em tegumento de
sementes de Dalbergia nigra.
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6- CONCLUSAO

1 - As enzimas a-galactosidase e poligalacturonase foram detectadas nas
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.

2 - A enzima a-galactosidase apresentou aumento na atividade a partir do
inicio da embebicdo. A enzima esta presente nos cotilédones de sementes secas,
contudo no eixo embrionario a atividade sé é detectada a partir do inicio da
embebicao.

3 — A enzima poligalacturonase nao foi detectada nas sementes secas,
mas a partir da embebicdo observou-se aumento na atividade da enzima nos trés
compartimentos analisados — cotilédones, eixo embrionario e tegumentos. Com o
aumento da atividade da poligalacturonase nos tegumentos, foi observada

reducdo dos agucares componentes da parede celular e da fracdo péctica.
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