GLAUCIANA DA MATA ATAIDE

ALTERACOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DURANTE A
HIDRATACAO DE SEMENTES DE Dalbergia nigra ((VELL.) FR. ALL.
EX BENTH.)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncia Florestal, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2011



GLAUCIANA DA MATA ATAIDE

ALTERACOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DURANTE A
HIDRATACAO DE SEMENTES DE Dalbergia nigra ((VELL.) FR.
ALL. EX BENTH.)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Florestal, para
obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 26 de julho de 2011.

\
\
’ A >
J /'4

i
¥ ( k&"‘/
Prof®. Valéria Montezel Guimaries Prof. José FM:O d; Carvalho Gongalves
(Co-orientadora) " (Co-orientador)

-+
3+
v

Prof. Sebastido Tavares de Rezende

. ! =
4(:«(,_/”1 (2/(

Prof. Eduardo Euclydes déLima e Borges
(Orientador)




"A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltara ao seu tamanho original."”
(Albert Einstein)



Aos meus anjos aqui na Terra, que,
mesmo cuidando de suas proprias vidas,
de suas proprias dificuldades, de seus
outros filhos, de parentes e amigos,
conseguiram lutar comigo até o fim para
a concretizacao deste trabalho.

- Mae, Pai, dedico este trabalho com
todo o carinho e gratidao a vocés! Muito

obrigada por tudo!!!



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus, pelo dom da vida, por me guiar em todos 0s
momentos desta caminhada e por me presentear com mais esta realizacéo.

Aos meus pais, Ivone e Jodo, por serem meus exemplos, por todo o amor e
carinho com que me conduziram na vida, e pela forca e apoio para que meus sonhos se
realizem.

Aos queridos irmdos Glaucia e Douglas, por estarem sempre presentes me
incentivando, além de serem grandes amigos. A toda a familia que sempre torceu pelo
meu sucesso, em especial a querida vové Preta, pela forca e incentivo durante toda a
minha vida. E também a memoria dos meus “anjinhos” vovd Gustavo, vovo Conceigao
e vovd Zé Ledo.

A minha amada afilhadinha Laura, que faz a minha vida mais feliz!

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Engenharia Florestal
pela oportunidade de realizar o curso; e a0 CNPq pelo auxilio financeiro.

A Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, pela formag&o em
Engenharia Florestal, em especial aos mestres e amigos Angelo, Ana Marcia, Lourenco,
Miranda e Reynaldo.

Ao Prof. Eduardo Euclydes de Lima e Borges pela excelente orientacao,
confianca e apoio em todos 0s momentos, e por ter me recebido de bracos abertos para o
mestrado, contribuindo de maneira impar para minha formacdo e amadurecimento
profissional.

A Prof® Valéria Monteze Guimardes por toda a ajuda e pela oportunidade de me
deixar compartilhar de seus conhecimentos.

Ao Prof. José Francisco de Carvalho Gongalves pelas 6timas sugestBes e pelo
auxilio na elaboracdo deste trabalho.

Ao Prof. Sebastido Tavares de Rezende pelas valiosas contribuicdes.

A todos os demais professores do mestrado, pelos conhecimentos adquiridos
durante o curso.

A amiga Andressa Vasconcelos Flores por todo o apoio no desenvolvimento
deste trabalho, pelos conselhos e pela convivéncia, tanto dentro quanto fora do ambiente
de trabalho, ajudando sempre em todos 0s momentos.

A amiga Elisa Monteze Bicalho, pela ajuda essencial na realizacdo dos
experimentos e pela companhia no laboratorio, e por todas as discussdes e ideias acerca

da fisiologia e bioguimica de sementes.



Ao amigo Renato Vinicius Oliveira Castro por ser meu grande incentivador na
vida académica em Vicosa, pelo incentivo e ajuda nos momentos dificeis, e pelo auxilio
nas anélises estatisticas.

Aos laboratoristas Mauro e Leacir pelo auxilio durante o desenvolvimento dos
trabalhos, e ao Chico, Mércio, Machado, Pedro e todos os funcionérios da silvicultura
pela 6tima convivéncia e apoio logistico durante a realizag&o deste trabalho.

Aos estagiarios do LASF pelo apoio: Rafael, Dani, Thais e Yathaanderson.

Aos secretérios da pos Ritinha, Alfredo e Alexandre por sempre estarem dispostos
a ajudar.

Aos queridos amigos, “pedras preciosas” que vieram de Diamantina para Vigosa:
Regina, Maria Fernanda, Anne, Bruna, Carlos, Julia, Sabrina, Ana Flavia e Cibele, por
tornarem meus dias em Vigosa mais especiais, vocés séo show!

Aos amigos conquistados em Vicosa: Flavia, Felipe, Ariri, Carol, Aninha,
Candida, Tati, Anna, Erica e Kate pela forca, amizade e agradavel convivio.

Aos amigos de longa data pela amizade e incentivos constantes, e apesar da
distancia estdo sempre presentes em minha vida: Ritinha, Ana, Aninha, Carol, Mili,
Thays, Polly, Lina, Luciana, Livinha, Graciele, Luiz Eduardo e Cintia.

Ao0s meus irmaos escoteiros, por me fazerem acreditar em um mudo melhor, e em
pessoas melhores para este mundo: Matheus, Tadeu, Fabi, Carine, Dany, Livia, Léo,
Candido e Fabricio.

Ao Helton pelo amor e companheirismo em todas as etapas da realizacdo deste
trabalho.

A todos que contribuiram direta ou diretamente para esta realizacdo, 0 meu muito

obrigada!



BIOGRAFIA

GLAUCIANA DA MATA ATAIDE, filha de Jodo da Mata de Ataide e Ivone de
Fatima Pereira Ataide, nasceu na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, em 26 de
fevereiro de 1986.

Em margco de 2004, ingressou na Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, graduando-se em Engenharia Florestal, em dezembro de 2008.

Em marco de 2010, ingressou no Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia
Florestal, em nivel de Mestrado, na Universidade Federal de Vigosa, concluindo os
requisitos necessarios para obter o titulo de Magister Scientiae, em julho de 2011, com

defesa da dissertagéo.

Vi



INDICE

Pagina
RESUMO ..ottt s et esenes s s, viii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt n et s e X
INTRODUGAO GERAL ..ot 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooeeeieeeeeeeeeeeee e 5

CAPITULO | - Alteragdes fisioldgicas durante a hidratacdo de sementes de

Dalbergia nigra ((Vell.) Fr. All. EXBentn.) ... 8
RESUMOD . 8
N 1)1 - (o1 SO OUPRR 9
INEFOTUGED ...ttt 10
Material € MELOUOS. .......veeeiiie ettt et be e e sbee e sareas 12
RESUITANO0S € DISCUSSAD ...vvveeeiiriieeeiiitieeeecitie e e e st re e e e st e e e e s sttre e e e s ebr e e e e s abaeaeessnraeeas 14
CONCIUSBES ...t e e e e e e e e et e e e s antae e e e e enaeeas 25
Referéncias BiblIOgrafiCas. ........c.oiuiiiiiieiie e 26

CAPITULO 11 - Alteracio nas reservas de sementes de Dalbergia nigra ((Vell.) Fr.

All. Ex Benth.) durante a hidrataGao ............cccocceeiiiiiiiiieiie e 35
RESUIMO .. ittt e e e e e et e e e e e e e e e e e bbb et s e eeeeeessbbb e seeeeeeeessrres 35
Y 4] =10 SO 36
L1 o Uo7 o TS UPRUURRPRRT 37
Material € MELOUOS..........eeeiiiiiie e ssbbe e e e s ebaeee e 39
RESUITAUOS € DISCUSSAD ...vvveeeiiiriieeeeiirieeesiittie e e e sittre e e s s itbre e e s s bbre e e e s ebbae e e s enbbaeeessnraeeas 42
CONCIUSBES ...ttt e et e e s et e e e e et e e e s et b e e e e s entbr e e e e snreeas 51
Referéncias BiblIOgrafiCas.........ccccovviveiiiiiiii e 52

CAPITULO 11l - Atividades de a-galactosidase, p-mananase e poligalacturonase
durante a hidratacdo de sementes de Dalbergia nigra ((Vell.) Fr. All. Ex Benth.).. 60

RESUMO .o 60
F A 01 1 - (¢ SO PP PR UOPPRRRPOPPPR 61
L1 (o Uo7 o TP PRSPRRTRRI 62
Material € MELOUOS.........oeeeiiiiiee e s st be e e e s ebbae e 64
RESUITANOS € DISCUSSAD ...vvvveeiierrieeeiiirieeeeiirieeeesittreeessitreeeessitbree e e s ebbeeeesenbaeeeessnreeeas 68
CONCIUSDES ...ttt et e et e e e e et e e e s st b e e e e s et b e e e e s eabbeeeessnnbeeas 76
Referéncias BIblIOgrafiCas ..........cccocvveiiiiiiiie e 77
CONCLUSOES GERAIS ..ottt ettt ettt 83

vii



RESUMO

ATAIDE, Glauciana da Mata, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Alteracbes fisiolégicas e bioquimicas durante a hidratacdo de sementes de
Dalbergia nigra ((\Vell.) Fr. All. Ex Benth. Orientador: Eduardo Euclydes de Lima e
Borges. Coorientadores: Valéria Monteze Guimardes e José Francisco de Carvalho
Gongalves.

A producdo e utilizacdo de sementes de alta qualidade s&o fatores de grande
importancia para o sucesso na producdo de mudas e implantacdo de povoamentos
florestais com espécies nativas. A hidratacdo das sementes em agua é uma técnica
utilizada como forma de melhorar a germinagéo e o vigor, por meio da embebicdo das
sementes sob condigdes controladas, para iniciar os primeiros eventos da germinacao,
sem entretanto, atingir a fase 11l da germinacdo e ocorrer a emergéncia da radicula.
Dentre as alteracbes decorrentes desta hidratacdo, tém sido relacionadas os varios
processos fisioldégicos e bioquimicos associados a preparacdo do metabolismo, tais
como: estruturagdo do sistema de membranas, inicio da atividade respiratdria, aumento
da producédo de ATP e da atividade enzimatica e sintese de proteinas. Considerando-se
que a agua é fator essencial para a reativacdo do metabolismo das sementes, o objetivo
deste trabalho foi investigar alteracdes fisiologicas e bioquimicas decorrentes da
hidratacdo de sementes da espécie jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra). Para tanto, 0s
experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Analise de Sementes Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigcosa - UFV.
Foram utilizadas neste trabalho sementes de Dalbergia nigra colhidas em matrizes de
duas procedéncias, as quais constituiram os lotes | e Il. Em seguida, sementes
pertencentes aos dois lotes foram colocadas para hidratar em agua em dessecadores com
umidades relativas de 95-99%, nas temperaturas de 15 e 25°C, até atingirem
aproximadamente quatro niveis de hidratacdo: 10, 15, 20 e 25% de umidade nas
sementes. No primeiro capitulo, os lotes | e 1l foram inicialmente caracterizados quanto
aos dados biométricos (comprimento, largura, espessura), massa de mil sementes,
porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinacgédo (I\VG) e condutividade
elétrica. Em seguida, foram avaliadas as alteracdes fisiologicas nas sementes dos dois
lotes apds chegaram aos niveis de hidratacdo desejados, sendo analisadas a curva de
embebicdo das sementes, germinacdo, IVG e condutividade elétrica. No segundo
capitulo foi estudada a mobilizacdo de substancias de reserva nos cotilédones de
sementes de D. nigra durante a hidrata¢do, por meio da quantificagdo das concentracdes
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de lipidios, acucares sollveis, amido e proteinas soluveis nas sementes dos lotes | e Il
apos os tratamentos de hidratacdo nas temperaturas de 15 e 25°C. O terceiro capitulo
abordou as variagOes nas reservas de monossacarideos nos cotilédones e as atividades
das enzimas a-galactosidase, [-mananase e poligalacturonase em cotilédones e
embribes durante a hidratagdo nas sementes dos dois lotes de Dalbergia nigra.
Sementes pertencentes ao lote | possuiam qualidade fisioldgica superior ao lote Il, por
apresentarem maiores médias de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo e
menor quantidade de lixiviados no teste de condutividade elétrica. N&o foram
observadas diferencas significativas entre as temperaturas de hidratacdo 15 e 25°C para
os testes analisados neste trabalho. A hidratacdo lenta em agua favoreceu a germinacao
e 0 vigor das sementes de D. nigra dos dois lotes, porém efeitos mais expressivos foram
observados no lote Il. A manutencdo das sementes em hidratacdo até 15% de umidade
foi a mais indicada para incremento na qualidade das sementes dos lotes de diferentes
qualidades fisiologicas. A mobilizacdo de reservas durante a hidratacdo lenta em agua
foi similar entre os dois lotes avaliados, com pequena variacdo nos teores de lipidios,
enquanto os contetdos de carboidratos sollveis e amido apresentaram decréscimo a
partir do nivel de hidratacdo de 15% e proteinas sollveis exibiram tendéncia gradativa
de queda, desde a testemunha (sementes secas) até o nivel de 25% de umidade. Nos dois
lotes avaliados, as concentracbes de ramnose e xilose apresentaram valores altos na
testemunha e reducdo durante a hidratacdo até 15% de umidade, momento a partir do
qual aumentaram novamente. Foram observadas diferengas entre as concentracdes de
glicose entre os dois lotes, de forma que o lote I, de qualidade superior, possui maior
sintese e degradacdo desse acucar durante a hidratagdo das sementes. A enzima o-
galactosidade mostrou ser pré-formada e possuiu maior atividade inicialmente no
embrido, gerando substrato para a respiracao e formacéo de estruturas de carbono para o
crescimento. As atividades das enzimas f-mananase e poligalacturonase aumentam com
a embebicdo das sementes e foram diferentes entre cotilédone e embrido, alcancando

maiores valores nos cotilédones que no eixo embrionario.



ABSTRACT

ATAIDE, Glauciana da Mata, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Physiological and biochemical changes during hydration of Dalbergia nigra ((Vell.)
Fr. All. Ex Benth.) seeds. Adviser: Eduardo Euclydes de Lima e Borges.} Coadvisers:
Valéria Monteze Guimardes and José Francisco de Carvalho Gongalves.

The production and use of seeds with high quality are basic factors for
successful of seedling production and establishment of forests with native species. The
hydration of the seeds in water is a methodology used to improve germination and
vigor, by soaking the seeds in water under controlled conditions, to initiate the first
events of germination, however, without reach the stage Il of germination and occur
radicle emergence. Among the changes resulting from this hydration, have been linked
to various physiological and biochemical processes associated with the preparation of
metabolism, such as the system of membranes, onset of respiratory activity, increased
production of ATP and enzyme activity and protein synthesis. Considering that water is
an essential factor for the reactivation of metabolism of seeds, the objective of this study
was to investigate the physiological and biochemical alterations resulting from the
hydration of jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra) seeds. To this end, experiments were
conducted at the Seed Analysis Laboratory of Department of Forest Engineering,
Federal University of Vicosa - UFV. In this work were used seeds collected in arrays of
two different origins of Dalbergia nigra, which were the lots I and Il. Then, seeds
belonging to the two lots were placed in water to hydrate in desiccators with relative
humidities of 95-99% at temperatures of 15 and 25 °C, to achieve approximately four
hydration levels: 10, 15, 20 and 25%. In the first chapter, lots | and Il were initially
characterized as biometric data (length, width, thickness), weight of thousand seeds,
germination percentage, germination speed index (IVG) and electrical conductivity.
Next, were assessed the physiological changes in seeds of both lots after reaching the
desired moisture levels, and analyzed the curve of seed imbibition, germination, 1IVG
and electrical conductivity. In the second chapter were studied the mobilization of
reserve substances in the cotyledons of jacaranda-da-bahia seeds during hydration, by
quantifying the levels of lipids, soluble sugars, starch and soluble proteins in the seeds
of lots I and Il after treatment hydration at temperatures of 15 and 25°C. The third
chapter dealt with the changes in reserves of monosaccharides in the cotyledons and the
activities of the enzymes a-galactosidase, B-mannanase and polygalacturonase in
cotyledons and embryos during hydration of the two lots seeds. Seeds belonging to the
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lot | had superior physiological quality than the lot II, they have higher average of
germination and germination rate and lower leachates in the electrical conductivity test.
There were no significant differences between the temperatures of hydration 15 and
25°C for the tests in this paper. The slow hydration in water favored the germination
and seed vigor of two lots of jacaranda-da-bahia, but more significant effects were
observed in lot 1. The maintenance of seed hydration up to 15% moisture was the most
suitable for increasing the quality of seeds in lots of different physiological qualities.
The mobilization of reserves during the slow hydration in water was similar between the
two lots evaluated, with little variation in levels of lipids, while the content of soluble
carbohydrates and starch showed a decrease from the level of hydration of 15%, and
soluble proteins showed a gradual tendency of fall from the control (dry seeds) to the
level of 25% humidity. In two lots, the levels of rhamnose and xylose showed high
values in the control and reduction during hydration up to 15% humidity, at which time
increased again. Differences were observed between the glucose content between the
lots, lot I, with superior quality, showed higher synthesis and degradation of sugar
during the hydration of seeds. The enzyme a-galactosidase is preformed initially and
has greater activity in the embryo, generating substrate for respiration and formation of
carbon structures for growth. The activities of enzymes p-mannanase and
polygalacturonase increased with seed imbibition and are different between cotyledons

and embryos, reaching higher values in the cotyledons than in embryonic axis.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de sementes florestais de alta qualidade é o primeiro passo na
propagacdo das espécies nativas, a serem utilizadas para os diversos fins. Desta forma,
estudos fisiologicos das sementes sdo fundamentais para o entendimento do processo
germinativo, que possui grande importancia em programas de producdo de mudas, para
reposicdo florestal, reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas, arborizacdo
urbana, dentre outras atividades.

A qualidade fisiologica das sementes esta intimamente associada a agua presente
em suas células, sendo o fator que mais influencia no processo de germinacdo (Carvalho
e Nakagawa, 2000). Para que uma semente germine, € necessario que o meio forneca
agua suficiente para a ativacdo das reacfes quimicas relacionadas ao metabolismo e,
com isto, seja desencadeado o processo de retomada do desenvolvimento do embrido
(Beckert e Silva, 2002). Devido a diversidade das relacbes agua/sementes, que
influenciam varios aspectos do seu desempenho, torna-se necessaria a conducdo de
pesquisas basicas e aplicadas para a elucidacdo dos fenébmenos, processos ou
procedimentos tecnoldgicos associados (Marcos Filho, 2005).

A hidratacdo controlada das sementes até niveis pré-determinados de umidade
permite que alguns eventos metabdlicos iniciais do processo germinativo acontecam,
sem que a germinacdo seja completada e ocorra a protrusdo da radicula (Ashraf e
Poolad, 2005). Dessa forma, é possivel que mecanismos moleculares de protecdo ao
sistema de membranas possam ser ativados durante tais tratamentos de pré-hidratacao,
limitando a lixiviacdo do contetdo celular, garantindo a compartimentalizacdo celular
necessaria e permitindo melhor desempenho das sementes durante a germinacao (Costa
et al., 2008).

A hidratacdo das sementes depende de sua composicdo quimica, da
permeabilidade do tegumento (Beckert e Silva, 2002), espécie, disponibilidade de agua,
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area de contato e temperatura (Carvalho e Nakagawa, 2000). A temperatura de
hidratagdo pode alterar acentuadamente a viabilidade e o vigor das sementes, de forma
que o periodo de embebicdo das sementes aumenta com a diminuicdo da temperatura,
ocorrendo mais rapidamente em temperaturas elevadas (Bhattacharya et al., 1997;
Khazaei e Mohammad, 2009; Rahman et al., 2011). No entanto, a rapida embebicao
pode ocasionar danos a membrana celular, caracterizando o dano por embebicdo, que
resulta em danos irrepardveis no nivel do sistema de membranas, e leva a lixiviagdo de
contetdos celulares, afetando negativamente a germinacdo (Castro e Hilhorst, 2004).
Além da temperatura, o potencial fisiolégico das sementes também pode influenciar o
processo de absorcdo de agua, e, possivelmente, sementes de potencial fisioldgico
inferior apresentam deficiéncias no processo de reparo e/ou protecdo ao sistema de
membranas durante a fase inicial de embebicéo (Costa et al., 2008).

Uma vez iniciada a embebicdo, a atividade respiratdria & ativada, com
consequente liberacdo de energia para a retomada do crescimento embrionario. Durante
a fase Il de absorcéo de agua ocorre a translocacé@o das reservas digeridas para o eixo
embrionario, movimentando-se principalmente a sacarose e aminoacidos, além de
compostos fosforados (Marcos Filho, 2005). Assim, a absorcdo de adgua é necessaria
para o metabolismo das sementes, estimulando a utilizacdo das reservas como fonte de
energia e substrato para estruturas celulares, as quais serdo utilizadas para germinacéo e
crescimento das plantulas (Kikuchi et al., 2006).

Os principais compostos de reserva nas sementes sdo lipidios, carboidratos e
proteinas, variando em proporcdes entre as diferentes espécies (Corte et al., 2006). Os
lipidios sdo armazenados na forma de triglicerideos e estdo presentes em corpos
lipidicos nas sementes (Somerville et al., 2000). Durante a germinacdo, as lipases
hidrolisam os triglicerideos, formando glicerol e &cidos graxos; parte destes é
transformada posteriormente em agucares, liberando energia para a germinacdo (Bewley
e Black, 1994; Buckeridge et al., 2004). Os carboidratos pré-formados na semente sdo
degradados, liberando como produtos finais da digestdo sacarose e ATP, utilizados
como fonte de energia e para formacdo de paredes celulares e protoplasma (Marcos
Filho, 2005). A digestdo do amido fornece glicose para ser utilizada tanto na respiracao,
para gerar energia, quanto para compor estruturas fisicas durante o crescimento do
embrido na fase de germinacdo (Preiss e Levi, 1980). As proteinas sdo hidrolisadas a
seus aminoacidos constituintes, que podem ser usados para a sintese de varias enzimas e
proteinas estruturais ou para fornecer energia pela oxidacdo do esqueleto de carbono

apos a desaminacao (Ashton, 1976; Bewley e Black, 1994).



A absorcdo de &gua pelas sementes promove a ativacdo de enzimas, as quais
facilitam a mobilizagéo e translocacdo de reservas (Abebe e Modi, 2009). Dentre estas,
as enzimas hidroliticas a-galactosidase e p-mananase estdo relacionadas a degradacdo
de mananos, que sdo polissacarideos constituintes de paredes celulares, sendo seus
produtos de degradacdo usados para diferentes propdsitos, tais como a geracdo de
energia e a producdo de materia prima para a construcdo de novos tecidos e células
(Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989). A degradacdo de reservas da familia rafindsica
também é feita pela enzima a-galactosidase, conforme constatado por Guimaraes et al.
(2001) em sementes de Glycine max e por Blochl et al. (2008) em sementes de Pisum
sativum.

A enzima poligalacturonase atua na quebra de ligagdes glicosidicas das
substancias pécticas da parede celular, para formar acido galacturdnico livre (Mutlu et
al., 1999), sendo bastante estudada no amadurecimento de frutos. Em sementes, estudos
relacionando a atividade da poligalacturonase a germinacéo e embebicdo das sementes
ainda sdo escassos (Pontes, 2008). Sitrit et al. (1999) relacionaram a atividade desta
enzima ao afrouxamento da parede celular do endosperma para a protrusdo da radicula
em Lycopersicon esculentum. O aumento da atividade da poligalacturonase durante a
embebicdo de sementes de Schizolobium parahyba foi relacionado a perda de coesdo
entre as celulas e dissolucdo das paredes celulares, permitindo o ataque de outras
enzimas nas reservas do citoplasma (Magalhées et al., 2009).

Dalbergia nigra, conhecida popularmente como jacaranda-da-bahia, jacaranda-
cavilina ou jacaranda-preto, € uma espécie arborea pertencente a familia Leguminosae
Papilonoidea, ocorrendo principalmente na Floresta Ombréfila Densa (Floresta
Atlantica) dos Estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo (Lorenzi,
1992). Sua madeira € dura e moderadamente pesada, sendo utilizada, principalmente,
para fabricacdo de moveis de luxo, pecas decorativas e instrumentos musicais, como o
piano (Carvalho, 1994). E uma espécie com alto potencial para o manejo florestal
sustentavel, e apresenta como principais vantagens a facilidade de comercializacdo no
mercado atual, a alta taxa de regeneracdo em florestas alteradas e a facil adaptacdo em
terrenos de baixa fertilidade (Régo e Possamai, 2003). Devido a exploracédo
desordenada sem plantios de reposicdo e ao alto valor de sua madeira, encontra-se na
lista oficial das espécies brasileiras ameacadas de extincdo, na categoria vulneravel
(Tbama, 2008).

Para a maioria das espécies florestais nativas, ndo sdo encontradas na literatura

informacBes sobre o0s mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na

3



germinacdo, especialmente analisando a fase de hidratacdo das sementes. Nesse
contexto, o presente trabalho objetivou estudar as alteracGes fisiologicas e bioquimicas
durante a hidratacdo de sementes de lotes de alto e baixo vigor de Dalbergia nigra,
relacionadas as mudancgas nos aspectos germinativos, na mobilizacdo de reservas e na

atividade de enzimas hidrolases durante a absorcao de agua pelas sementes.
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CAPITULO |

ALTERACOES FISIOLOGICAS DURANTE A HIDRATACAO DE SEMENTES
DE Dalbergia nigra ((VELL.) FR. ALL. EX BENTH.)

RESUMO

Durante a germinacdo uma série de eventos seqlienciais ocorre nas sementes em
resposta a fatores enddgenos e/ou exdgenos as mesmas. O objetivo deste trabalho foi
investigar as alteracdes fisiologicas decorrentes da hidratacdo lenta em agua (fator
exdgeno) em sementes de Dalbergia nigra (jacaranda-da-bahia). Para tanto, dois lotes
de sementes separados como de alto e de baixo vigor foram utilizados nos ensaios. As
sementes pertencentes aos dois lotes, apos assepsia, foram entdo hidratadas em agua,
pelo método da atmosfera umida (umidade relativa de 95-99%), até atingirem quatro
niveis de hidratagdo: 10, 15, 20 e 25% de umidades nas sementes, nas temperaturas
(fator exogeno) de 15 e 25°C. Diante dos tratamentos de hidratacdo e temperatura,
foram analisadas as seguintes variaveis: curva de embebicdo, percentagem de
germinacdo, indice de velocidade (IVG) e condutividade elétrica. Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa na resposta fisioldgica das sementes
entre as temperaturas. Por outro lado, para a hidratacdo verificou-se que até 15% de
umidade aumentou a qualidade fisiologica das sementes de ambos os lotes, que
apresentaram maiores valores de germinacdo, IVG e menores quantidades de compostos
lixiviados. A partir de 15% de umidade verificou-se queda na qualidade das sementes
classificadas como de alto vigor, enquanto aquelas de baixo vigor continuaram
apresentando respostas positivas em 20 e 25% de umidade. Diante disto, conclui-se que
as alteraces fisioldgicas podem servir de indicadores da qualidade das sementes
quando relacionados ao seu desempenho germinativo. Adicionalmente, sugere-se que o
efeito combinado do fator exdgeno principal (niveis de hidratacdo) versus temperatura
ndo implicou diferentes respostas dos mecanismos germinativos para a espécie D. nigra,
enquanto a aplicacdo de diferentes niveis de hidratacdo foi efetiva em detectar

alteracdes fisioldgicas na germinacdo de D. nigra.

Palavras-chave: embebicdo, germinacdo, vigor, jacaranda-da-bahia.



CHAPTER |

PHYSIOLOGICAL CHANGES DURING HYDRATION OF Dalbergia nigra
((VELL.) FR. ALL. EX BENTH.) SEEDS

ABSTRACT

During germination a serie of sequential events occur in seeds in response to
endogenous and / or exogenous to them. The objective of this study was to investigate
the physiological changes resulting from the slow hydration in water (exogenous factor)
in seeds of jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra). To this end, two lots of seeds
separated as high and low vigor were used in the tests. Seeds belonging to the two lots,
after sterilization, were hydrated in water, with the method of humid atmosphere
(relative humidity 95-99%) to reach four hydration levels: 10, 15, 20 and 25% moisture
content in seeds, in temperatures (exogenous factor) of 15 and 25 ° C. Before hydration
and temperature treatments, were analyzed the following variables: curve soaking,
germination percentage, germination speed index (GSI) and electrical conductivity. The
results showed no significant difference in physiological response of the seeds between
the temperatures. On the other hand, for hydration was found that up to 15% humidity
increased the physiological quality of seeds of both lots, which showed higher
germination values, IVG and smaller amounts of leached compounds. From 15%
moisture were found a reduction in the quality of seeds classified as high vigor, while
those of low vigor continued to show positive responses in 20 and 25% humidity. Given
this, it is concluded that physiological changes can be indicators of quality of seeds
related to their germination performance. Additionally, it is suggested that the combined
effect of the main exogenous factor (moisture levels) versus temperature did not imply
different responses of germination mechanisms for the specie D. nigra, while the
application of different moisture levels was effective in detecting physiological changes

in the germination of D. nigra.

Keywords: imbibition, germination, vigor, jacaranda-da-bahia.



INTRODUCAO

No decorrer do processo germinativo, eventos sucessivos ocorrem para
consolidar o crescimento do embrido e a emissdo das estruturas que dardo condigoes
para o estabelecimento da nova planta, destacando-se a ativa¢do da respiracédo (Bewley
e Black, 1994), o reparo de macromoléculas (Osborne, 1993), a mobilizacéo de reservas
(Gallardo et al., 2001) e o reinicio do ciclo celular (Castro et al, 1995; Vasquez-Ramos e
Sanchez, 2004), assim como o enfraquecimento das estruturas que cobrem a semente
para permitir a protrusdo da raiz primaria (Groot e Karssen, 1987). No entanto, quase
todos 0s mecanismos associados ao inicio e adequado funcionamento da germinacéao
estdo relacionados ao teor de dgua nas células e tecidos da semente.

Assim, para que uma semente complete a germinacdo, € necessario que alcance
teor de agua suficiente para a ativacdo das reacGes quimicas relacionadas ao
metabolismo, com consequente expansdo radicular. Nesse sentido, tratamentos pré-
germinativos que utilizam meios com restricdo hidrica ou embebicdo controlada das
sementes em agua tém sido usados, visando aumentar a uniformidade e a velocidade da
germinacdo (Schwember e Bradford, 2010).

Tais tratamentos envolvem determinado periodo de hidratacdo controlada até um
ponto proximo da emergéncia da plantula (Powell et al., 2000). A semente absorve agua
até o nivel em que todos os processos preparatorios ocorrem, sem, contudo, atingir a
fase de alongamento celular e, conseqlientemente, a protrusao da raiz primaria (\Varier et
al., 2010; Murungu, 2011), assim como, sem que ocorra a embebicdo muito rapida, o
que poderia causar danos as membranas celulares (Castro e Hilhorst, 2004). Dentre os
métodos empregados, sdo encontrados na literatura trabalhos avaliando o
condicionamento das sementes em solucdes de Polietilenoglicol (PEG) (Kissmann et
al., 2010; Lima e Marcos Filho, 2010; Martins et al., 2011), manitol (Costa et al., 2004;
Avila et al., 2007) ou a hidratacdo das sementes em &gua, utilizando metodologias de
substrato umedecido e atmosfera imida (Aradjo e Rossetto, 2005; Amooaghaie, 2011).

A hidratacdo em agua apresenta-se como um método simples e barato para
envigorar as sementes, além de propiciar aumento da porcentagem, velocidade e
sincronizacdo da germinacao, e favorecer o desenvolvimento das plantulas (Fujikura et
al., 1993; Pinedo e Ferraz, 2008). Estes aspectos foram destacados em experimentos
com o condicionamento em agua das espécies Anadenanthera peregrina, Parkia
multijuga e Astrocaryum aculeata (Ferreira e Gentil, 2006; Calvi et al., 2008; Pinedo e
Ferraz, 2008).
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Dalbergia nigra, popularmente conhecida como jacaranda-da-bahia, € uma
espécie classificada com secundéria tardia a climax e apresenta distribuicdo natural
restrita a floresta atlantica, mais especificamente do sul da Bahia até o norte de Séo
Paulo (Lorenzi, 1992). Além de apresentar alto potencial para o manejo florestal
sustentavel, sua madeira pode ser utilizada na fabricacdo de mobiliario de luxo e de
instrumentos musicais, como o piano (Régo e Possamai, 2003; Carvalho, 1994). Quanto
as propriedades tecnoldgicas, D. nigra possui alta durabilidade natural, tem sido usada
como decorativa, além de apresentar madeira dura e moderadamente pesada, fato que
implica maior valor agregado (Rizzini, 1972). Tal valorizagéo contribui para exploragéo
inadequada, aspecto que contribuiu para inclusdo na lista oficial das espécies da flora
brasileira ameacgadas de extincdo, na categoria vulneravel (Ibama, 2008).

Portanto, considerando questdes de sustentabilidade e conservagdo da espécie D.
nigra, percebe-se que pesquisas relacionadas ao processo germinativo de suas sementes,
principal meio de propagacdo desta espécie, podem ser a base para eventual plano de
manejo e uso desta importante espécie do bioma Mata Atlantica. Diante destes
precedentes, com a execucdo deste trabalho a expectativa é que se possa entender
melhor os efeitos da hidratacdo controlada e da temperatura sobre lotes de alto e baixo

vigor de D. nigra a partir das mudancas fisiologicas ocorridas durante a germinacao.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
Sementes de Dalbergia nigra colhidas na regido de Vigosa, Minas Gerais, em setembro
de 2010 foram utilizadas nesta pesquisa. Durante o beneficiamento foram eliminadas as
sementes imaturas, deterioradas ou danificadas. As sementes selecionadas foram
acondicionadas em tambores de fibra e armazenadas em camera fria a 5°C e 60% UR
até a realizacdo dos experimentos.

Sementes coletadas de diferentes matrizes constituiram os lotes | e I, os quais
foram selecionados em fungdo da classe de viabilidade. Inicialmente, os lotes foram
caracterizados quanto ao grau de umidade, dados biométricos (comprimento, largura e
espessura), massa de mil sementes, porcentagem de germinacéo, indice de velocidade
de germinacéo (IVG) e condutividade elétrica.

Em seguida, as sementes destes lotes foram colocadas para hidratar em agua até
atingirem aproximadamente quatro niveis de hidratacdo: 10, 15, 20 e 25% de umidade
nas sementes, nas temperaturas de 15 e 25°C. Para ajustar o teor de agua para as
quantidades desejadas, utilizou-se 0 método de hidrocondicionamento em atmosfera
Umida, sendo as sementes mantidas em sacos de nailon tipo fil6 (10 x 13 cm) em
dessecadores saturados (95-99% UR), nas temperaturas determinadas. A marcha de
absorcdo de agua foi conduzida por meio de pesagens constantes das amostras, até que
atingissem a umidade proposta, segundo procedimento descrito por Caseiro et al.
(2004). O tempo de embebicdo até as amostras de sementes adquirirem o nivel de
hidratacdo desejado foi calculado pelo teor de agua inicial e massa de cada uma das

amostras, conforme a expressao abaixo (Cromarty et al., 1990):

M = (100 — CA;) X Mi
(100 — CAy)

Onde: M = massa no conteido de agua desejada (g); Mi = massa no contetdo de agua original (g); CA; =
conteldo de agua original (% base imida); CA, = contelido de 4gua desejado (% base Umida)

Apos chegarem as umidades pré-definidas, quatro repeticdes de 200 sementes
foram utilizadas para os testes fisiologicos:
Teor de 4gua: determinado pelo método da estufa a 105 + 3°C por 24 horas, utilizando-
se trés repeticdes de 20 sementes para cada tratamento, com resultados expressos em

porcentagem (base umida) (Brasil, 2009).
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Curva de embebicdo: A curva foi estabelecida por meio da pesagem inicial de cinco
repeticdes de 20 sementes para cada tratamento. Depois, as sementes foram colocadas
para embeber em &gua destilada sob luz constante, na temperatura de 25°C, sendo
pesadas em intervalos de 02 em 02 horas durante as primeiras 12 horas, e apos, em
intervalos de 12 horas até que atingissem 50% de germinacdo, ou até o 10° dia apds o
inicio da embebicdo. Antes de cada pesagem, as sementes foram secas com papel
absorvente e, em seguida, recolocadas em agua destilada. A percentagem de ganho de
agua (%) foi calculada em relacdo ao peso inicial das sementes para cada tratamento.
Germinacgdo: as sementes foram tratadas com o fungicida CAPTAN 0,5% por trés
minutos e colocadas para germinar em placas de Petri com 9 cm de diametro, forradas
duplamente com papel de filtro do tipo germitest umedecido com 4 mL de agua
destilada. As placas foram mantidas em germinador a 25°C e sob luz constante,
proporcionada por quatro lampadas 40 W tipo luz do dia, durante 12 dias. A
porcentagem de germinacdo foi determinada pela contagem diaria das sementes que
emitiram radicula, sendo os resultados expressos em porcentagem media.

indice de velocidade de germinacéo: para o calculo do indice de velocidade de

germinacdo (IVVG), foi utilizada a formula proposta por Maguire (1962): IVG = {?]
onde, n; € 0 niUmero de sementes por dia e tj € 0 tempo (dias).

Condutividade elétrica: com a finalidade de comparar a integridade das membranas
apos a aplicacdo dos tratamentos, foi conduzido o teste de condutividade elétrica, pelo
método de massa. Quatro repeticoes de 50 sementes foram pesadas em balanca digital
com precisdo de duas casas decimais e, em seguida, colocadas em erlenmeyer com 75
mL de &gua deionizada a 25°C por 36 horas (Marques et al., 2002a). A condutividade
elétrica dos lixiviados foi determinada utilizando-se condutivimetro MICRONAL,
modelo B 330, eletrodo com constante igual a 1,0. O resultado foi expresso em ps. cm™.
g* de semente.

Delineamento experimental e analises estatisticas: O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), obedecendo a experimento fatorial 4x2
dentro de cada lote (quatro teores de umidade e duas temperaturas), com a testemunha
(sementes sem hidratacdo) como tratamento adicional. Os resultados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e a comparacgdo entre os diferentes tratamentos feita
pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o software Statistica 8.0 (Statsoft,
2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes pertencentes ao lote | possuiam menor teor inicial de agua e
apresentaram-se maiores, com meédias de comprimento, largura e espessura superiores
ao lote 11 (Tabela 1). Estas sementes exibiram ainda maior massa, correspondendo a
cerca de 15.840 sementes por quilograma, enquanto o lote 1l possuia aproximadamente
21.687 sementes. O valor encontrado para o lote | foi semelhante ao peso de mil
sementes de D. nigra apresentado por Davide et al. (1995), de 17.300 sementes, ao
passo que o lote Il correspondeu aos valores encontrados por Marques et al. (2002b), de
20.004, 20.032 e 19.402 sementes, para trés lotes distintos da espécie.

O tamanho e o peso das sementes sdo caracteristicas relacionadas ao processo de
maturacdo fisiolégica, onde se associam ao desenvolvimento de fitormdnios durante a
maturacao e desenvolvimento da semente (Laboriau, 1983) e as diferencas no numero e
tamanho das células presentes no embrido, endosperma e tegumento (Ohto et al., 2009).
Estas caracteristicas podem variar entre especies e dentro da mesma espécie,
dependendo das condigcdes do local e da arvore matriz em que foram coletadas, visto
que estdo sob forte controle genético, principalmente, de origem materna (Bagchi et al.,
1989).

Tabela 1. Caracterizacdo dos lotes de sementes | e 11 de Dalbergia nigra quanto ao teor
inicial de agua (U), aos dados biométricos (comprimento, largura e espessura) e a massa
de mil sementes (MMS).

U (%) Comprimento Largura Espessura MMS

(mm)* (mm)* (mm)* (9)

Lote | 7,92 10,4+0,5 5,5+£0,4 1,5+0,2 63,1
Lote Il 8,98 9,3+ 0,5 4,8+0,3 1,4+0,2 46,1

* Média + desvio padrdo

A porcentagem de germinacdo e a condutividade elétrica dos dois lotes foram
estatisticamente diferentes, com o lote | apresentando valores superiores de germinacao
e menor valor de condutividade em relacdo ao lote 1. O teste de vigor também mostrou
o lote I como superior, com maiores médias de IVG (Tabela 2). Dessa forma, as trés
caracteristicas avaliadas discriminaram o lote | como de alto vigor e o lote Il como de
baixo vigor.

Como o lote | possui sementes de tamanho e densidade superiores, estas

caracteristicas também podem exercer influéncia no processo de germinagéo, haja vista
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que as sementes maiores sdo as que foram melhor nutridas durante seu desenvolvimento
e que normalmente possuem embrides bem formados e com maiores quantidade de
reservas sendo, potencialmente, as mais vigorosas (Carvalho e Nakagawa, 2000; Gaspar
e Nakagawa, 2002).

A aplicacdo do teste de germinacdo juntamente a testes de vigor em diferentes
lotes permite a avaliagdo mais adequada da qualidade dessas sementes (Larré et al.,
2009). As comparacOes de vigor de sementes entre matrizes, progénies e procedéncias
também fornecem ao pesquisador dados adicionais na fase inicial de um programa de
melhoramento ou conservagdo genética (Santos e Paula, 2007). Sementes de mesmo
genotipo podem apresentar aspectos fisiolégicos distintos, de forma que a regido e a
area de producdo e as condic¢Bes climaticas durante a maturacdo afetam diretamente o
desempenho das sementes maduras (Marcos Filho, 2005). Dessa forma, lotes de
sementes da mesma espécie e idade cronologica podem exibir comportamento variavel
durante a germinagdo, ou mesmo quando armazenados sob mesmas condi¢des (Maeda
et al., 1986; Raboteaux e Anderson, 2009).

Tabela 2. Caracterizacdo dos lotes | e 1l de sementes de Dalbergia nigra quanto a
porcentagem de germinacdo (G), indice de velocidade de germinagdo (IVG) e

condutividade elétrica (CE).

G (%) IVG CE (pus.cm™ g™)
Lote | 80 a 1,85a 112,7 a
Lote Il 33b 0,74 b 132,5b
Valor de F 34,5 36,7 12,6
CV (%) 21,1 21,0 5,3

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Sementes dos dois lotes exibiram curva caracteristica de absorcdo de agua
(Figura 1). As sementes do lote Il necessitaram de menor periodo de embebicdo para
atingirem os graus de umidade desejados. Tal fato pode ser justificado pelo teor de 4gua
inicial superior neste lote em relacdo ao lote 1. Em estudos de hidratacdo de sementes de
Glycine Max verificou-se que as mais deterioradas absorveram agua mais rapidamente,
visto que nestas as membranas celulares sdo mais permedveis a entrada de agua
(Beckert e Silva, 2002). Por outro lado, é possivel que a reducdo na permeabilidade das
membranas libere parcialmente os solutos celulares para o meio, ficando parte destes

nas sementes proximos ao tegumento, conforme observado em sementes deterioradas de
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D. nigra, onde se verificou reducdo do potencial hidrico, resultando na maior e mais
répida hidratacéo (Borges et al., 2000). Nas sementes mais vigorosas o caminho da agua
torna-se mais complexo, mesmo tendo as aquaporinas (canais protéicos nas membranas)
facilitando o fluxo através das células (Maurel et al., 2008), além do potencial de parede
que reduz a quantidade final de dgua nas células intactas (Bradford, 1990).

25 -
20 A
S
<15 -
=X
[B)
©10 4 ——Lote | 15°C
S —=—Lote | 25°C
=g ——Lote Il 15°C
—=— | ote Il 25°C
O T T T T T T T T T T T T

0 48 96 144 192 240 288 336 384 432 480 528 576 624

Periodo de hidratacéo (horas)

Figura 1. Absorcdo de agua das sementes de Dalbergia nigra dos lotes | e Il, nas

temperaturas de 15 e 25°C.

Em ambos os lotes, a temperatura de 25°C foi a que proporcionou maiores taxas
de embebicdo. A viscosidade é uma propriedade da agua fortemente dependente da
temperatura, estando envolvida nas taxas de absorcdo das sementes (Murphy e Noland,
1981). Assim, em temperaturas mais altas ocorre diminuicdo na viscosidade da agua
(Woodstock, 1988), de forma que a capacidade de absorcdo de agua aumenta com o
aumento da temperatura, sendo esta absorvida mais rapidamente pelos tecidos (Khazaei
e Mohammadi, 2009). Percebe-se que esta explicacdo é clara para o lote I, ndo sendo,
entretanto, para o lote 11, onde as curvas de embebicdo estdo mais proximas.

O intervalo entre 20 e 30°C foi definido como o 6timo para a germinacdo de
sementes de Dalbergia nigra (Ferraz-Grande e Takaki, 2001). Dessa forma, apesar da
embebicdo ser um processo fisico, governado apenas por reacdes de superficie entre a
agua e a matéria adsorvedora e, biologicamente, pela afinidade da semente em embeber
em funcdo da presenca de substancias osmoticamente ativas (Pazdera e Hosnedl, 2002),

as condicdes adequadas de temperatura, em tese, podem favorecer ao rapido

16



desenvolvimento das fases | e Il do processo de germinacdo, iniciando-se a sucessao de
eventos pela absorcao de agua (Biligetu et al., 2011).

Os teores de agua desejados e alcangados encontram-se apresentados na Tabela
3. As diferengas percentuais entre os valores desejados e obtidos ndo ultrapassaram 1,6
pontos percentuais, sendo considerados satisfatorios para o desenvolvimento das etapas
posteriores. O método da atmosfera imida foi utilizado para a reidratacdo das sementes
de Parkia multijuga com relativo sucesso, alcancando as umidades desejadas para efeito
de tratamento com precisdo adequada (Ramos et al., 2000).

Tabela 3. Teores de 4gua desejados e alcancados durante a hidratagdo dos lotes | e 11 de
sementes de Dalbergia nigra, utilizando-se o método de atmosfera Umida, nas
temperaturas de 15 e 25°C.

Temp. _ Lote I _ Lote Il

(°C) Teor desejado Teor alcangcado Teor desejado Teor alcancado
(%) (%) (%) (%)
10 11,17 10 9,32

15 15 15,66 15 15,19
20 19,37 20 21,19
25 25,81 25 25,12
10 11,6 10 10,82

o5 15 14,66 15 15,94
20 19,99 20 19,54
25 26,12 25 25,91

A umidade inicial das sementes é importante no processo germinativo, pois a
retomada do metabolismo durante a germinacdo € iniciada mais rapidamente quanto
mais rapido a semente alcancar o nivel critico de hidratacdo. O periodo de tempo
necessario para que a hidratacdo ocorra varia conforme as caracteristicas da espécie e da
temperatura sob a qual as sementes se encontram. Assim, a dgua atua como o principal
agente estimulador e controlador, proporcionando mediante reacGes quimicas o
enfraguecimento do tegumento, acréscimo no volume do embrido e dos tecidos de
reserva, assim como aumento nos estimulos a digestdo, translocacdo, e assimilacdo de
nutrientes, com consequente crescimento do eixo embrionario (Marcos Filho, 2005;
Guimarades et al.; 2008).

As curvas de embebicdo das sementes dos lotes | e Il, hidratadas nas
temperaturas de 15 e 25°C permitem constatar que a reidratacdo segue o padrdo trifasico

(Bewley e Black, 1994) (Figura 2). A porcentagem de ganho de agua foi alta durante as
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primeiras 24 horas ap0s o inicio da embebigdo, em todos os tratamentos, com aumentos
de cerca de 100% na massa para os dois lotes, completando assim a fase inicial do
processo (fase 1). O padréo de embebicdo nos lotes de diferentes qualidades fisiologicas
demonstra ser esta fase um processo fisico de hidratagdo, dependendo unicamente das
diferencas de potencial hidrico entre os dois ambientes. Por outro lado, ao se submeter o
lote | & temperatura de 25°C, percebe-se a separacdo entre as curvas nesta fase, o que
poderia ser creditado ao aumento na atividade metabélica, sendo intensificada pelo teor
de agua.

Conforme verificado no tratamento com teor de umidade de 10%, o
metabolismo ndo ocorreu com a mesma intensidade das demais, mas requerendo
prolongamento do tempo para que atingissem nivel critico de umidade ou ajuste interno
por meio da osmorregulacdo, que resultaria em abaixamento do potencial hidrico e
consequentemente término da germinacdo. No lote 11, de menor vigor, 0 comportamento
a 25°C ndo se mostrou com grande diferenca do lote I, mantendo-se a mesma sequéncia
das curvas, mas ndo ocorrendo a germinagdo no mesmo tempo que o lote de qualidade
superior, que finalizou o processo entre 144 e 192 horas, para os teores de 10, 15 e 20%.
Na temperatura de 15°C os resultados foram semelhantes, com a diferenca de que com
15% de umidade no lote Il a germinacéo ocorreu em 192 horas, mantendo-se 0 mesmo
padrdo das demais a 25°C.

Comparando-se os diferentes teores iniciais de umidade em cada lote e
temperatura, foi observado que as sementes com teor inicial de 25% de umidade
absorveram agua mais lentamente. A embebicdo das sementes € um processo regido
pelo gradiente de potencial hidrico (Ww) entre a semente ¢ o ambiente. Dessa forma,
quanto maior o Ww da semente, mais hidratada esta se encontra, com 0 gradiente de
embebicdo de dgua diminuido no sentido ambiente-semente (Castro e Hilhorst, 2004),
enquanto sementes mais secas possuem potenciais matriciais mais negativos,
absorvendo agua mais rapidamente do que sementes Umidas (Long et al., 2010).

Além do teor inicial de agua nas sementes, a velocidade de embebicdo é
influenciada pela disponibilidade hidrica (Ferreira et al., 2006), potencial osmético da
solucdo que umedece o substrato (Miranda et al., 2010; Balestrazzi et al., 2011),
procedéncia dos lotes de sementes (Mataruga et al., 2010) e caracteristicas intrinsecas
da semente, tais como tamanho (Duarte et al., 2010) e permeabilidade da cobertura

protetora (Guimaraes et al., 2011).
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Figura 2. Curva de embebicdo de dois lotes de sementes de Dalbergia nigra a partir de diferentes teores iniciais de umidade e em diferentes
temperaturas. A) Lote | - 15°C; B) Lote I - 25°C; C) Lote Il - 15°C; D) Lote Il - 25°C.
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Os resultados da porcentagem de germinacdo das sementes, apds atingirem 0s
diferentes teores de dgua nas temperaturas de 15 e 25°C, demonstraram que no nivel de
hidratacdo de 15% de umidade ocorreram os maiores valores de germinagéo para oS
dois lotes, independente da temperatura de embebicéo, que ndo foi significativa para os
percentuais de germinagéo (Figura 3).

Entre os diferentes niveis de umidade, constata-se que para o lote | apenas a
umidade de 25%, a 25°C, diferiu estatisticamente da testemunha, que j& apresentava
80% germinacdo. No lote I, que possuia germinacéo inicial de 33%, as sementes com
umidade de 15, 20 e 25% apresentaram médias superiores a testemunha e ao tratamento
com hidratacdo de 10% em ambas as temperaturas. Neste lote, em sementes com 15%
de umidade, os ganhos percentuais de 45 e 49% de germinacdo em relagdo a testemunha
para as temperaturas 15 e 25°C, respectivamente, indicam que a aplicacdo da hidratagéo
em agua foi eficiente para o revigoramento das sementes com menor qualidade
fisiologica.
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo de sementes de Dalbergia nigra a partir dos

teores iniciais de umidade de 10, 15, 20 e 25%, hidratadas nas temperaturas de 15 e
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25°C. A) Lote I; B) Lote Il. Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada lote e temperatura
avaliados, ndo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey.

O condicionamento em agua melhora a longevidade das sementes de baixo
vigor, enquanto reduz das sementes de alto vigor (Basu, 1994; Varier et al., 2010).
Possivelmente as sementes de maior vigor encontram-se em estdgio em que a agua
adicional resultara em germinacéo, desde que mantidas as condi¢des requeridas para tal.
Entretanto, a absorcdo de agua apds determinado nivel que permita que o metabolismo
ocorra sem, contudo, permitir que haja protruséo da radicula, resultara em deterioragédo
das sementes (Powell et al., 2000). Quando uma semente de menor vigor é submetida ao
condicionamento, esta possui mais tempo para reparar as lesdes metabdlicas antes que
ocorra a germinacgao, evitando assim maior deterioracdo (Varier et al., 2010). O melhor
desempenho germinativo das sementes de menor vigor tem sido relacionado ao
desencadeamento dos mecanismos de reparo das membranas pela hidratacdo e a
formacdo antecipada de metabolitos necessarios a germinagdo (Burgasser e Powell,
1984; Sung e Chang, 1993).

Em estudos de embebicdo de sementes de baixo vigor de tucuméa (Astrocaryum
aculeatum) foram observados ganhos significativos na germinacéo, que aumentou de 58
para 70% quando as sementes passaram de 20 para 31% de umidade, momento a partir
do qual a germinacdo decresceu (Ferreira e Gentil, 2006). A porcentagem de
germinacdo foi aumentada significativamente ap0s o condicionamento em &gua em
sementes de Tanacetum cinerariifolium (Li et al., 2011) e Cucurbita maxima (Sun et al.,
2011). Por outro lado, a hidratacdo em sementes de Anadenanthera peregrina, que ja
apresentavam germinacdo de 86% na testemunha, ndo provocou acréscimos
significativos na porcentagem de germinacao, que teve valor de 87% ap0s a aplicacao
do tratamento (Reis e Cunha, 1997).

Os maiores valores de indices de velocidade de germinacdo foram observados
nas sementes com grau de umidade de 15%, em ambos os lotes (Tabela 4). Também nao
foram verificadas diferencas significativas entre as temperaturas testadas para o VG,
assim como para o percentual de germinacao. Para o lote I, todos os niveis de hidratacao
apresentaram valores de 1VG maiores que a testemunha, enquanto no lote Il os valores
para a testemunha e com 10% de umidade foram iguais estatisticamente, que, por sua

vez, foram inferiores e diferiram dos demais valores de umidade nas sementes.
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Figura 4. indice de velocidade de germinacéo (IVG) de sementes de Dalbergia nigra a
partir dos teores iniciais de umidade de 10, 15, 20 e 25%, hidratadas nas temperaturas

de 15 e 25°C. A) Lote I; B) Lote Il. Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada lote e

temperatura avaliados, ndo diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey.

Para as sementes que ja passaram anteriormente por um processo de embebicéo,
quando colocadas novamente em contato com a agua, ndo € necessaria a reiteracdo dos
processos ja ocorridos na primeira hidratacdo, que possibilitou a reorganizacdo e
ativacdo de processos celulares que estavam inativos devido ao processo de dessecacao
(Bewley e Black, 1994). Dessa forma, as sementes hidratadas estdo fisiologicamente
mais proximas ao inicio da fase 111 de embebicdo e, consequentemente, da protrusdo da
radicula, apresentando maiores valores de velocidade de germinagdo. Tecnicamente, a
duracdo adequada do periodo de condicionamento em &gua apresenta-se como fator
fundamental para o vigor das sementes, pois ao melhorar a germinacédo pode assegurar o
estabelecimento da plantula em condicdes de campo e fornecer parametros para a
aplicacdo dos tratamentos pré-germinativos (Ghassemi-Golezani et al., 2010). Pesquisas

confirmam os efeitos positivos da embebi¢do em agua sobre o vigor e germinagdo das
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sementes em Malpighia punicifolia, Triplaris americana, Egletes viscosa e Sorghum
bicolor (Azeredo et al., 2005; Mendonga et al., 2005; Bezerra et al., 2006; Moradi e
Younsei, 2009).

Sementes de Dalbergia nigra submetidas & hidratacdo a temperatura de 15°C,
independente do grau de hidratacdo e do vigor no lote exibiram valores de
condutividade inferiores as testemunhas, para os dois lotes (Tabela 4). Na temperatura
de 25°C, os niveis de hidratacdo 10, 15 e 20% diferiram da testemunha para o lote I,
enquanto no lote 1l foram observadas médias semelhantes entre a testemunha e os

demais tratamentos.

Tabela 4. Condutividade elétrica (CE) de sementes dos lotes | e Il de Dalbergia nigra
em diferentes teores de umidade (10, 15, 20 e 25%), hidratadas nas temperaturas de 15 e
25°C.

Lote I Lote Il
Umidade (%) Temperatura (°C)
15 25 15 25
Test. 112,704 b 112,704 b 132,524 ¢ 132,524 ab
10 91,077 a A 87,657 a A 121,579 b A 126,002 a A
15 87,413a A 88,674 a A 96,935a A 111,758 a A
20 89,270 a A 97,772a A 126,114 b A 130,508 a A
25 88,606 a A 113,852b B 125,571 b A 157,823 b B

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas, dentro de cada lote, ndo

diferem entre si, a 5%, pelo teste Tukey.

Na embebicdo lenta hd tempo suficiente para que as membranas das células,
compostas por uma camada dupla de fosfolipidios, que ao se desidratarem passam de
um estado fluido para um estado de gel, voltem ao estado cristalino liquido, sem ocorrer
danos celulares e, por conseguinte, efluxo de compostos carregados eletricamente ou
fons que configurem a lixiviacdo (Castro e Hilhorst, 2004). Por outro lado, a absorcao
de &gua pelas sementes dos lotes | e Il até 25% de umidade na temperatura de 25°C
causou alteracdes significativas na integridade das membranas, que apresentaram
maiores quantidades de lixiviados em relacdo aos demais niveis de hidratacdo. A
temperatura mais elevada, associada ao maior periodo de embebicdo e possivel
deterioracdo, pode ter provocado mudancas na conformacdo dos fosfolipidios presentes
nas membranas, que resultaram em maiores valores de condutividade elétrica. Alem
disso, as sementes expostas em maior tempo ficam mais propicias a contaminagdo por
microorganismos, que potencialmente causam danos estruturais as sementes e podem

alterar o processo de embebicéo.
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Em sementes de Peltophorum dubium apds o pré-condicionamento em &gua
durante 24 horas as membranas apresentaram-se melhor estruturadas, com menor
concentracdo de eletrolitos liberados pelas sementes (Perez e Negreiros, 2001). A menor
perda de vigor e viabilidade das sementes apds a hidratacdo em &gua é associada a
reducdo na lixiviacdo de acUcares, a0 aumento da atividade de enzimas do sistema
antioxidante e a menor peroxidacao de lipidios nas sementes, resultando em diminuicao

no extravasamento celular (Rudrapal e Nakamura, 1998; Ella et al., 2011).
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos conclui-se que a técnica de hidratagdo lenta em
agua favoreceu a germinacdo da espécie Dalbergia nigra, independente do vigor das
sementes;

A manutencdo das sementes em hidratagdo até 15% de umidade foi a mais
indicada para incremento na qualidade das sementes;

A hidratacdo por periodos em que as sementes alcancem 10% de umidade e a
longos periodos, como até a 25%, foram menos benéficas, conferindo alteracdes
fisiolégicas que foram verificadas pela percentagem de germinacdo e pelo indice de

velocidade de germinacéo.
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CAPITULO II

ALTERACAO NAS RESERVAS DE SEMENTES DE Dalbergia nigra ((VELL.)
FR. ALL. ex BENTH.) DURANTE A HIDRATACAO

RESUMO

A embebicdo de sementes € o passo inicial do processo de germinacdo, que se
caracteriza pela hidratacdo de tecidos e células, ativando e/ou induzindo a sintese de
enzimas responsaveis pela mobilizacdo das reservas, para atender as necessidades de
respiracdo e a construcdo de novas estruturas celulares. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar a mobilizacdo de substéncias de reservas durante a hidratagdo
lenta em agua de sementes de jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra). Sementes
pertencentes a dois lotes distintos (lotes 1 e IlI) foram colocadas para hidratar em
dessecadores saturados (95-99% UR) nas temperaturas de 15 e 25°C até atingirem 0s
teores de agua de 10, 15, 20 e 25%. Em cada nivel de hidratacdo foram avaliadas as
variacOes nas reservas de lipidios, carboidratos soltiveis, amido e proteinas sollveis. A
mobilizacéo de reservas ocorreu de maneira similar nos dois lotes avaliados, porém nédo
foram observadas diferencas entre as duas temperaturas de hidratacdo. Os teores de
lipidios apresentaram pequena variacdo durante a hidratacdo, enquanto os contetdos de
carboidratos solUveis e amido apresentaram decréscimo a partir do nivel de hidratacao
de 15%. Proteinas soluveis exibiram tendéncia gradativa de queda, desde a testemunha

(sementes secas) até o nivel de 25% de umidade.

Palavras-chave: jacaranda-da-bahia, embebicéo, lipidios, carboidratos, proteinas.
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CHAPTER I

ALTERATION OF RESERVES OF Dalbergia nigra ((VELL.) FR. ALL. ex
BENTH.) SEEDS DURING HYDRATION

ABSTRACT

The imbibition of seeds is the initial step of the germination process, which is
characterized by the hydration of tissues and cells, activating and / or inducing the
synthesis of enzymes responsible for the mobilization of reserves, to atend the needs of
respiration and construction of new cell structures. Therefore, the objective of this study
was to investigate the mobilization of reserve substances during the slow hydration in
water of jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra) seeds. Seeds from two different lots (lots
I and I1) were placed to hydrate in saturated desiccators (95-99% RH) at temperatures of
15 and 25 ° C until they reach the water contents of 10, 15, 20 and 25%. At each level
of hydration were evaluated changes in reserves of lipids, soluble carbohydrates, starch
and soluble proteins. The mobilization of reserves was similarly evaluated in two lots,
but no differences were observed between the two temperatures of hydration. The lipid
content showed little variation during hydration, while the content of soluble
carbohydrates and starch showed a decrease from the level of hydration of 15%. Soluble
proteins showed a tendency of gradual decrease from the control (dry seeds) to the level
of 25% humidity.

Keywords: jacaranda-da-bahia, imbibition, lipids, carbohydrates, proteins.
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INTRODUCAO

Assim como na &area de producdo de sementes para fins alimenticios e
industriais, a discussdo a respeito da necessidade da propagacdo das espécies florestais
nativas, como forma de promover a recuperacgdo de areas degradadas e recomposicao da
paisagem natural frente aos problemas ambientais atuais tem sido crescente nos ultimos
anos. Dessa forma, a geracdo de informagdes sobre a germinacdo, o cultivo e as
potencialidades dessas espécies pode fornecer subsidios importantes para diferentes
programas de manejo florestal, silvicultura de plantios e enriquecimento florestal.

No entanto, hd necessidade de conhecer melhor detalhes determinantes no
processo de germinacgéo, visando o sucesso das iniciativas que envolvam as sementes de
espécies nativas, uma vez que a despeito da importancia ecoldgica e ambiental destas
espécies e quica econdmica, pouco tem sido esclarecido sobre o melhor desempenho na
propagacdo de espécies nativas dos diferentes biomas brasileiros. Na Mata Atlantica,
por exemplo, espécies como Dalbergia nigra, conhecida popularmente como jacaranda-
da-bahia, jacaranda-caviuna ou jacaranda-preto, da familia Papilonoidea, destaca-se por
possuir madeira moderadamente dura, pesada, decorativa e de grande durabilidade
natural, fato que implica valor comercial (Rizzini, 1972; Lorenzi, 1992). Devido a estes
aspectos, sua madeira tem sido alvo de devastacdo e a espécie esta incluida na lista de
espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢do, na categoria vulneravel (lbama,
2008). Por outro lado, pouco tem sido feito no sentido de aprofundar investigacdes
cientificas sobre a(s) estratégia(s) de propagacdo, em particular, com énfase na sua
germinacdo como um todo ou parte do processo germinativo, levando em conta as
demandas especificas de etapas como a embebicdo, crescimento do embrido e
estabelecimento das plantulas.

De maneira geral, a germinacdo inicia-se com a embebicdo das sementes,
quando os processos metabolicos e fisiologicos inerentes ao processo germinativo sdo
prontamente reiniciados, até o ponto em que ocorre 0 crescimento do embrido
(Nonogaki et al., 2007). Neste aspecto, a a4gua € o principal agente do processo
germinativo, afetando a porcentagem, a uniformidade e a velocidade da germinacdo. A
absorcdo de agua pela semente é variavel entre as espécies, sendo diferente de acordo
com as necessidades de cada espécie (Alvarado e Bradford, 2002). A hidratacdo das
sementes em &gua, ou pré-hidratacdo, consiste na embebicdo gradual de agua pelas
sementes, sob temperatura e umidade relativa controladas. Este procedimento permite

que as sementes ativem iniimeros eventos do processo germinativo, sem que ocorra a
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protrusdo da radicula (Varier et al., 2010). Assim, o teor de 4gua das sementes pode ser
um importante fator que afeta a absorcdo de dgua e subsequente resposta & germinagao
(Long et al., 2010).

Durante o processo de germinacdo, ocorrem alteragdes na composicao quimica
da semente e no consumo de substancias de reservas, sendo as principais 0s
carboidratos, lipidios e proteinas, as quais sdo hidrolisadas e fornecem energia para a
sintese do protoplasma e de componentes estruturais e para o desenvolvimento do
embrido (Buckeridge et al., 2004; Kerbauy, 2004). Os lipidios servem como fonte de
carbono e energia para o desenvolvimento das plantulas (Leonova et al., 2010),
enquanto os carboidratos pré-formados na semente sdo utilizados como substrato para a
respiracdo durante o periodo pré-germinativo, e o amido serve como fonte de carbono
reduzido para respiracdo e metabolismo das sementes (Bewley e Black, 1994). As
proteinas sdo hidrolisadas a aminoacidos por enzimas proteoliticas e fornecem energia
para sintese de novas enzimas e proteinas estruturais (Wang et al., 2007).

Considerando-se entdo a importancia das espécies nativas tropicais quanto ao
aspecto ecoldgico e o potencial de utilizacdo de suas madeiras, além de outros produtos
ndo madeirdveis (gomas, sementes, frutos, resinas, 0Oleos, etc), é fundamental que se
conheca com mais detalhes os mecanismos de propagacdo e 0 comportamento das
sementes frente a diferentes condi¢cbes de meio, em particular, a hidratacdo das
sementes, uma vez que a agua pode ser considerada fator fundamental para iniciar o
processo germinativo, confirmar a producéo de mudas e o estabelecimento das mesmas
sob condigdes naturais ou em plantios florestais. Deste modo, 0 objetivo do presente
trabalho foi investigar a alteracdo das reservas lipidios, carboidratos solGveis, amido e
proteinas soluveis durante a hidratacdo em agua de sementes de Dalbergia nigra, de
forma a entender como se comportam tais reservas durante o processo de absorcdo de

agua pelas sementes.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratorio de Sementes Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no
periodo de setembro/2010 a julho/2011. As sementes de Dalbergia nigra utilizadas para
as analises foram coletadas de arvores de duas diferentes procedéncias na regido de
Vigosa, Minas Gerais, as quais constituiram os lotes | e Il. Durante o beneficiamento
foram eliminadas as sementes imaturas, deterioradas ou danificadas. As sementes
selecionadas foram acondicionadas em tambores de fibra e armazenadas em camera fria
a 5°C e 60% UR até a realizacdo dos experimentos.

O teor de agua inicial das sementes dos lotes | e Il foi determinado pelo método
da estufa 105 + 3°C, utilizando-se trés repeticdes de 20 sementes para cada tratamento,
com resultados expressos em porcentagem (base Umida), de acordo com metodologia
descrita por Brasil (2009).

Amostras de sementes dos dois lotes foram colocadas para germinar em placas
de petri sobre duas folhas de papel germitest umedecidas com agua destilada, sob luz
continua proporcionada por quatro lampadas fluorescentes 40 W tipo luz do dia, em
temperatura constante de 25°C, durante 12 dias. As sementes foram consideradas
germinadas quando apresentaram emissdo de radicula. O indice de velocidade de
germinacdo (IVG) foi calculado de acordo com a férmula apresentada por Maguire
(1962). Do ponto de vista amostral foram utilizadas cinco repeticdes de 20 sementes
para cada lote avaliado.

O ganho de agua pelas sementes durante a germinacdo foi estabelecido a partir
da curva de embebicdo das sementes. Cinco repeticdes de 20 sementes foram pesadas e
colocadas para embeber em agua destilada sobre duas folhas de papel germitest, nas
mesmas condicOes de luz e temperatura descritas anteriormente, sendo pesadas a cada
duas horas durante as primeiras 12 horas e, em seguida, em intervalos de 12 horas, até
que atingissem 50% de germinacéo, ou até o 10° dia ap6s o inicio da embebicdo. Antes
de cada pesagem, as sementes foram secas com papel absorvente e, posteriormente,
recolocadas em agua destilada.

As sementes pertencentes aos dois lotes foram acondicionadas em sacos de
nailon tipo filé (10 x 13 cm) e colocadas para embeber em dessecadores saturados (95-
99% UR), até atingirem aproximadamente os niveis de hidratacdo de 10, 15, 20 e 25%,
nas temperaturas de 15 e 25°C. O tempo de embebi¢do necessario para as sementes
adquirirem o teor de agua desejado foi calculado utilizando-se o teor de &gua inicial das

sementes e a massa de cada amostra, conforme a expressdo abaixo, descrita por
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Cromarty et al. (1990):

M = (100 — CA,) x Mi
(100 — CAy)

Onde: M = massa no contetido de &4gua desejada (g); Mi = massa no contetdo de &gua original (g); CA; =
contetdo de agua original (% base umida); CA, = conteldo de agua desejado (% base Umida)

Apds atingirem os niveis de hidratacdo desejados, amostras de cotilédones das
sementes dos dois lotes foram secas em estufa a 45°C por 24 horas e armazenadas em
vidros hermeticamente fechados, que foram mantidos a -20°C até o momento de se
iniciarem a extracao e a quantificacdo das reservas.

A determinacdo do teor de lipidios foi obtida a partir da extracdo dos Oleos
contidos nas sementes dos dois lotes, realizada em aparelho Soxhlet, seguida de
estimativa do teor de 6leos pela diferenca de massa entre material de sementes triturado
e o material desengordurado, segundo procedimentos descritos por Silva (1990). As
amostras de sementes foram trituradas e colocadas em cartuchos de papel-filtro, pesadas
e transferidas para o aparelho, sendo mantidas em refluxo, com hexano, durante 24
horas. Apds, foram secadas a 45°C por 60 minutos e pesadas novamente, sendo o
resultado expresso em percentagem de lipidios (6leos) extraidos.

Para a extracdo dos acUcares soliveis, as amostras desengorduradas foram
mantidas em alcool 80% em banho-maria a 75°C durante 30 minutos e centrifugadas a
16000 xg durante 10 minutos para a coleta do sobrenadante, sendo este processo
repetido por mais trés vezes (Buckeridge e Dietrich, 1990). Apés as extragdes, as
amostras foram ressuspendidas com 1,0 mL de &gua destilada e a mistura foi
centrifugada, retirando-se o sobrenadante, que foi usado na quantificacdo de acucares
pelo método colorimétrico (Dubois et al., 1956). O precipitado resultante da extracédo
dos acucares soltveis foi seco em estufa a 45°C durante 24 horas e submetido a digestéo
do amido com 1,0 mL de acido percldrico 35% durante 15 minutos, sendo em seguida
quantificado pelo método colorimétrico (Passos, 1996).

A extracdo de proteinas solUveis foi realizada utilizando-se tampéo acetato de
sodio 100 mM, pH 5,0 como solucdo de extracdo. A quantificacdo foi efetuada de
acordo com Bradford (1976), utilizando-se a albumina de sérum bovina (BSA) como
padréo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
obedecendo a experimento fatorial 4x2 dentro de cada lote (quatro niveis de hidratacédo
e duas temperaturas), acrescido da testemunha (sementes sem hidratacdo) como

tratamento adicional. Em seguida, foram realizadas analises de variancia, sendo as
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médias de germinacdo e IVG comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para as analises das reservas orgéanicas dos lipidios, carboidratos sollveis, amido e
proteinas sollveis foram avaliados modelos de regressdo linear e ndo-linear,
selecionados de acordo com o maior coeficiente de correlacdo e menor erro padréo da
média. As significancias das regressdes foram testadas pelo teste t ao nivel de 5%. O
programa estatistico utilizado foi o Statistica 8.0 (Statsoft, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sementes de Dalbergia nigra apresentaram teor de agua inicial de 7,92% no lote
| e 8,98% no lote Il (Tabela 1). As porcentagens de germinagdo das sementes do lote | e
Il foram de 80% e 33%, respectivamente. Para o IVG, o lote | também apresentou
média superior ao lote 11, com valores de 1,85 e 0,74, respectivamente. Dessa forma, foi

possivel classificar o lote | como de alto vigor e o 11 como de baixo vigor.

Tabela 1. Porcentagem de umidade (U), de germinacgdo (G) e indice de velocidade de

germinacédo (IVG) de sementes de Dalbergia nigra pertencentes aos lotes I e 11.

U (%) G (%) VG
Lote | 7,92 80 a 185a

Lote Il 8,98 33D 0,74 b

Valor de F - 34,5 36,7
CV (%) - 21,1 21,0

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

As diferengas dos percentuais de germinacdo e do IVG entre os dois lotes,
provavelmente, sdo devidas a origem destes, relacionadas principalmente a maturidade
fisiologica no momento da colheita e as condi¢cbes ambientais do local das plantas
matrizes, haja vista que as sementes de todas as arvores foram colhidas na mesma época
e submetidas ao mesmo tipo de manuseio. Os niveis de qualidade de sementes colhidas
de diferentes arvores podem variar em funcdo do seu histérico, desde a maturagédo
fisiologica até o armazenamento, incluindo-se as condigdes as quais as sementes sdo
expostas em campo, antes e durante a colheita, e aos métodos de colheita, secagem e
beneficiamento (Popinigis, 1985; Almeida et al., 2007).

As sementes dos lotes | e 11 apresentaram rapida absor¢do de agua nas primeiras
24 horas, caracterizando a fase | de embebicdo, com entrada de agua em fungdo da
diferenca de potencial hidrico entre as sementes e o substrato, independente do estado
fisiologico do lote (Figura 1). Em seguida, a velocidade de absorcdo de agua se tornou
mais lenta e as sementes alcancaram ganho de peso de aproximadamente 100% em
relacdo ao conteudo inicial de d&gua. Comparando-se 0 peso inicial das sementes de
ambos os lotes com o0s respectivos ganhos percentuais de dgua durante a embebicéo,
percebe-se que a fase Il de absorcdo de agua foi alcancada quando as sementes

atingiram niveis de hidratacdo em torno de 20% de umidade.
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No lote I, a protrusdo da radicula em 50% das sementes ocorreu no intervalo de
analise, com germinacdo em aproximadamente 216 horas apds o inicio da embebicéo,
enquanto as sementes pertencentes ao lote Il ndo alcancaram essa porcentagem no
periodo estudado, atingindo em torno de 30% de germinacdo. A umidade adequada para
permitir o inicio da fase Il e, consequentemente, a finalizacdo da germinacao foi cerca
de 35% para o lote I. Este grau minimo de umidade é variavel entre as espécies e
depende da composicdo quimica das sementes e da permeabilidade do tegumento
(Borges e Rena, 1993; Carvalho e Nakagawa, 2000). Sementes de Parkia multijuga
apresentaram germinacao quando o contetdo de umidade ultrapassou 60% (Calvi et al.,
2008), enquanto em estudos com sementes de Caesalpinia pyramidalis verificou-se que
a fase Il somente foi iniciada quando o conteldo de agua das sementes era de
aproximadamente 45% (Dantas et al., 2008a).
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Figura 1. Curva de embebicdo de agua das sementes de Dalbergia nigra pertencentes

aos lotes I e 11. A seta indica o inicio da fase 111 (emissdo da radicula).

Com relagcdo as mudancas na composi¢do organica dos metabdlitos primarios,
verificou-se que as porcentagens de lipidios ndo variaram significativamente durante o
periodo de hidratacdo das sementes em ambos os lotes e nas temperaturas de hidratacao
avaliadas (Figura 2). Comparando-se os lotes | e IlI, foram observados valores
ligeiramente superiores na porcentagem de lipidios nas sementes quiescentes do lote I,
que apresentaram média de 25,2%, enquanto para o lote 1l a média foi de 23,9%,
indicando que o lote de qualidade superior possui maior quantidade de reservas
lipidicas, para contribuir como fornecimento energético durante as etapas de

crescimento e desenvolvimento do embrido, podendo ter reflexos no estabelecimento
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inicial das plantulas. Dentro de cada lote, foi observado comportamento similar nos
teores de lipidios entre as temperaturas 15 e 25°C, de forma que tais temperaturas ndo
influenciaram a mobilizag&o de lipidios nos niveis de hidratacdo avaliados. Como nestes
niveis de hidratacdo ainda ndo ocorreu a protrusao da raiz, a mobilizagdo de lipidios nas

sementes de D. nigra dos lotes | e 1l ndo ocorreu de forma expressiva, mantendo niveis

estaveis.
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Figura 2. Concentracdo de lipidios (%) em sementes dos lotes 1 (A) e Il (B) de
Dalbergia nigra em diferentes niveis de hidratacdo (10, 15, 20 e 25% de umidade),

hidratadas nas temperaturas de 15 e 25°C. * valor significativo a 5% e ns valor néo-significativo a 5%,

pelo teste t.

Os lipidios séo fontes de energia de relativa estabilidade, e funcionam como uma
reserva importante na economia energética da célula (Campbell e Farrel, 2006), de
modo que, sua hidrolise apos a emergéncia da radicula é atribuida a relagdo fonte-dreno
nas sementes, entre os cotilédones como 0rgaos de armazenamento e 0 eixo como dreno
das reservas durante o inicio do crescimento e desenvolvimento das plantulas (Davies e
Slack, 1981). Complementarmente, a atividade das lipases, enzimas responsaveis pela
hidrolise dos triglicerideos, aumenta rapidamente no periodo pos-germinativo,
relacionadas a mobilizacdo de lipidios nesta etapa (Abigor et al., 2002, Polizelli et al.,
2008; Barros et al., 2010). Outro aspecto relevante que tem sido confirmado na
literatura é que as reservas lipidicas representam a principal fonte até que a plantula se
torne autotréfica (Voigt et al., 2009; Yang et al., 2009).

Os lipidios sdo acumulados nas sementes sob a forma de triglicerideos, os quais
sdo degradados em glicerol e acidos graxos, que serdo utilizados na sintese de sacarose,
para fornecer energia e esqueletos de carbono para o crescimento da plantula em

formacdo (Borges e Rena, 1993; Buckeridge et al., 2004). O teor de lipidios no
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endosperma de sementes de Jatropha curcas também se manteve estavel na fase de
germinacdo, apresentando mudancas significativas apenas no periodo pds-germinativo,
onde quase todo o oléo presente foi consumido ap6s 96 horas de embebicdo (Yang et
al., 2009). Em sementes de Pangium edule, o teor de lipidios decresceu de 46 para
18,5% durante a germinacdo, com degradacdo mais rapida ap6s a emergéncia do
hipocétilo (Andarwulan et al., 1999). De maneira semelhante, decréscimos
significativos no conteudo de lipidios foram verificados em cotilédones de sementes de
Dalbergia misculobium apenas no ultimo estadio avaliado, quando o eixo hipocétilo-
radicula apresentava entre 20 a 50 mm (Silva et al., 1998).

Em sementes de Caesalpinia peltophoroides foi observado decréscimo
acentuado das reservas lipidicas até o vigésimo dia ap6s a semeadura, mostrando
consumo intenso dessa reserva pelas sementes, 0 que permite sugerir o envolvimento
direto dos lipidios no suprimento energético para a germinagéo e estabelecimento das
plantulas (Corte et al., 2006). No endosperma de sementes de Avena sativa, a
mobilizacéo de lipidios iniciou-se no segundo dia apos a germinacédo, de forma que aos
10 dias havia apenas 20% do contetdo inicial da reserva nas sementes (Leonova et al.,
2010).

Os teores de carboidratos soltveis dos lotes | e Il de sementes de Dalbergia
nigra apresentaram comportamento semelhante nas duas temperaturas de hidratacao,
com aumento gradual até o nivel de hidratacdo de 15% e tendéncia de decréscimo nas
porcentagens de 20 e 25% de umidade (Figura 3). O aumento inicial de agucares nos
cotilédones pode ser acimulo de sacarose provindas dos oligossacarideos, 0s quais
liberam moléculas que ndo sdo prontamente mobilizadas e, portanto, se acumulam,
como observado em sementes de Pisum sativum (Monerri et al., 1986). Em cotilédones
de sementes de Vicia Faba foram constatados aumentos nos teores de sacarose até o
segundo dia apds o inicio da embebicdo, decrescendo significativamente a partir deste,

até o sétimo dia (Goyoaga et al., 2011).
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Figura 3. Concentracdo de carboidratos soliveis (mg/g MS) em sementes dos lotes |
(A) e 1l (B) de Dalbergia nigra em diferentes niveis de hidratagdo (10, 15, 20 e 25% de

umidade), hidratadas nas temperaturas de 15 e 25°C. * valor significativo a 5% e ns valor nao-

significativo a 5%, pelo teste t.

As diminuicdes significativas nos conteidos de agucares solUveis a partir de
15% de umidade nos lotes | e Il sugerem que estas reservas estariam sendo utilizadas
durante o processo da germinacdo, servindo como fonte de energia, substrato para a
respiracao, para formacao de paredes celulares e protoplasma (Buckeridge et al., 2004).
Dessa forma, a absorcdo de agua pelas sementes estimula o metabolismo, ativando
enzimas preexistentes utilizadas na digestdo hidrolitica das substancias de reserva
armazenadas na semente, as quais fornecem nutrientes para o embrido e crescimento das
plantulas (Borges e Rena, 1993; Sana et al., 2009).

Os acUcares sacarose, maltose, estaquiose e rafinose atuam como substratos
iniciais no processo de germinagdo, sendo 0s primeiros a serem utilizados como
substratos de respiracdo apés iniciada a hidratacdo das sementes (Mayer e Poljakoff-
Mayber, 1989). A utilizacdo de agucares para a respiracdo foi evidenciada durante a
germinacdo de sementes de Schizolobium parahyba, com nitida reducdo durante a fase
inicial da embebicdo e posterior estabilizacdo nos cotilédones entre o 2° 8° dias
(Magalhaes et al., 2010). Durante a germinacdo de sementes de Vicia Faba, 0s niveis
dos oligossacarideos da série rafindsica (rafinose, estaquiose e verbascose) reduziram
drasticamente em dois dias apds o inicio da embebicdo, com cerca de 10% dos teores
iniciais no terceiro dia (Goyoaga et al., 2011). Em sementes de Euphorbia heterophylia,
o0 conteudo de acglcares do endosperma permaneceu constante até 72 h apos o inicio da
embebicdo, declinando posteriormente, enquanto os teores no embrido aumentaram a
partir de 36 h de embebicdo (Suda e Giorgini, 2000). Em estudo sobre mobilizacdo de

reservas em sementes de Aniba rosaeodora verificou-se que 30% dos agucares sollveis

46



reduzidos no estagio em que a radicula apresentava comprimento de 2-5 cm, sendo essa
mobilizagdo associada a formagdo da primeira folha (Lima et al., 2008). Os teores de
acucares soluveis também diminuiram durante a embebi¢do de sementes de Senna
macranthera (Borges et al., 2002), Apuleia leiocarpa (Pontes et al., 2002) e Caesalpinia
peltophoroides (Corte et al., 2006), indicando a mobilizagcdo de carboidratos para o
desenvolvimento do processo germinativo.

As reservas armazenadas na forma de amido em sementes de Dalbergia nigra
apresentaram variacdo significativa durante a hidratacdo as temperaturas de 15 e 25°C,
para os lotes | e Il (Figura 4). Os maiores valores de amido foram observados em 15%
de umidade nas sementes, com tendéncia de decréscimo a partir deste, para ambos 0s
lotes. Dessa forma, a partir da reativacdo do metabolismo com os niveis de hidratacdo
20 e 25%, o amido comeca a ser mobilizado, ainda que com pequeno consumo. Os
teores de amido nas sementes quiescentes dos lotes | e 1l de D. nigra foram de 114,5 e
121,5 mg/g MS, os quais sdo baixos em relacéo aos teores de aglcares soluveis nos dois
lotes (471,2 e 447,6 mg/g MS, respectivamente), sendo, portanto, bastante provavel que
este ndo seja o principal carboidrato de reserva desta espécie, semelhante ao observado
nas espécies leguminosas arboreas Dalbergia miscolobium, Caesalpinia peltophoroides

e Caesalpinia pyramidalis (Silva et al.,1998, Corte et al., 2006; Dantas et al., 2008a).
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Figura 4. Concentracdo de amido (mg/g MS) em sementes dos lotes | (A) e 1l (B) de
Dalbergia nigra em diferentes niveis de hidratacdo (10, 15, 20 e 25% de umidade),

hidratadas nas temperaturas de 15 e 25°C. * valor significativo a 5% e ns valor ndo-significativo a 5%,

pelo teste t.

Durante o processo germinativo, os granulos de amido sdo desmembrados em
estruturas menores, como a maltose e a glicose, fornecendo sacarose e ATP as células,

através da atuagdo das enzimas o-amilase, B-amilase e amido fosforilase (Yamasaki,
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2003; Buckeridge et al., 2004). As menores taxas de mobilizacdo do amido em relagéo
aos acucares sollveis podem ser devidas ao fato de que os agUcares solUveis sdo as
primeiras reservas a serem utilizadas apds a embebicdo (Ziegler, 1995). Com o
fornecimento desses aclcares para a respiracdo durante o periodo germinativo das
sementes (Tonini et al., 2010a), a hidrolise do amido em acglcares menores sera
realizada posteriormente, para fornecer energia e auxiliar na formagdo de estruturas da
nova plantula. Neste contexto, verificou-se que as presencas de aglicares COmo sacarose
e manitol inibem a mobilizacdo de amido dos cotilédones para o eixo embrionario,
resultando em diminuicdo da formacdo de glicose produto hidrolise do amido (Kaur et
al., 2005).

ConcentragOes relativamente baixas nas reservas de amido foram encontradas
em sementes de Schinopsis brasiliensis, com pequeno consumo apo6s a fase Il de
absorcdo de agua durante o periodo germinativo (Dantas et al, 2008b). Em Caesalpinia
peltophoroides, o contetdo de amido apresentou pequeno decréscimo durante o periodo
germinativo e de crescimento das plantulas (Corte et al., 2006). Em sementes de
Euterpe edulis, coletadas de plantas crescendo na varzea e em terra firme na Amazonia,
observou-se diminui¢cdo em torno de 40% das reservas de amido nas sementes de terra
firme, mas ndo houve diferenca nos niveis desta reserva para sementes coletadas na area
inundada (Goncalves et al., 2010). Em cotilédones de sementes de Phaseolus vulgaris
foram observados decreéscimos na concentracdo de amido desde o inicio da embebicéo,
associados a um aumento da atividade da enzima a-amilase (Sfaxi-Bousbih et al., 2010).

Os teores de proteinas soluveis nos cotilédones de sementes de D. nigra
decresceram gradativamente em todo o periodo de hidratacdo, para os dois lotes
avaliados (Figura 5). Entre as temperaturas 15 e 25°C foram observadas tendéncias
semelhantes de mobilizacdo das proteinas, dentro de cada lote. As sementes quiescentes
apresentaram teores de proteinas solGveis de 11,04 e 10,85 mg/g MS para os lotes | e 11,
respectivamente. Apos a hidratacdo até o nivel de 25% de umidade, estes teores iniciais
decresceram para valores méedios de 7,35mg/g MS para o lote | e 7,70 mg/g MS para o
lote Il. Henning et al. (2010) observaram que sementes de Glycine max mais vigorosas
possuiam maiores quantidades de proteinas soldveis quando comparadas as sementes de
menor vigor, porém com variacdo maxima de 4ug/g de matéria seca entre os lotes de

diferentes qualidades fisiologicas.
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Figura 5. Concentracdo de proteinas soltveis (mg/g MS) em sementes dos lotes | (A) e
Il (B) de Dalbergia nigra em diferentes niveis de hidratacdo (10, 15, 20 e 25% de

umidade), hidratadas nas temperaturas de 15 e 25°C. * Valor significativo a 5% e ns valor nao-

significativo a 5%, pelo teste t.

As variagOes encontradas nos teores de proteinas durante a hidratacdo das
sementes de D. nigra indicam que estas moléculas estdo sendo hidrolisadas, gerando
seus aminodacidos constituintes, os quais serdo utilizados para sintese de novas proteinas
e enzimas ou para fornecer energia pela oxidacdo do esqueleto de carbono apos a
desaminacdo (Buckeridge et al., 2004). A mobilizacdo de proteinas é necessaria para
atender a demanda de amino&cidos durante os estagios iniciais da germinacéo, sendo o
nitrogénio o primeiro nutriente mineral a ser utilizado pelas sementes (Soriano et al.,
2011). Ao longo do processo germinativo, o desenvolvimento do eixo embrionario e a
sintese de novas proteinas também dependem do adequado fornecimento de
aminodacidos derivados da quebra das proteinas de reserva (Bewley e Black, 1994; Kim
etal., 2011).

As proteinas apresentam-se como 0S principais componentes quimicos das
sementes responsaveis pela embebicdo e aumento de tamanho, seguidos da celulose e
substancias pécticas, enquanto o amido e os lipidios apresentam interferéncia reduzida
no processo (Copeland e McDonald, 1995). Em sementes de Araucaria bidwillii, a
quantificacdo das proteinas indicou uma distribuicdo igual entre proteinas sollveis e
insollveis em sementes secas, de forma que durante a germinacdo as proteinas foram
degradadas desde o inicio da embebicdo, com as proteinas sollveis apresentando
decréscimo mais lento que as insoltveis (Capocchi et al., 2011). Os niveis de proteinas
decresceram durante as primeiras 48 horas de embebi¢do em cotilédones de Prosopis
juliflora, sendo utilizadas na ativacdo de enzimas necessdrias ao rompimento do

tegumento durante a protrusdo da radicula (Galldo et al., 2007). Enquanto o conteudo de
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proteinas sollveis decresceu, ocorreu aumento nos teores de aminoacidos livres em
cotilédones de Vicia faba durante periodo de sete dias apds o inicio da embebigdo
(Kirmizi e Glleryuz, 2006). Em diferentes cultivares de Linumu sitatissimum foi
observado decréscimo regular e significativo no conteldo de proteinas total durante
todo o tempo de avaliacdo das sementes em condi¢cdes normais e sob estresse salino
(Sebei et al., 2007). Em sementes de Sesbania virgata, o contetdo protéico na testa e no
endosperma das sementes decresceu a partir do terceiro dia ap0s inicio da embebigdo
(Tonini et al., 2010b), da mesma forma que em sementes de Caesalpinia peltophoroides
(Corte et al., 2006).
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CONCLUSOES

A combinacdo do vigor dos lotes de sementes de Dalbergia nigra com a
hidratacdo gradual e o fator temperatura apresentou maiores evidéncias de efeito sobre
as alteracOes das reservas organicas para os teores proteicos, que exibiram tendéncia
gradativa de queda, desde a testemunha até o nivel de 25% de umidade. Dessa forma, o
metabolismo das proteinas pode estar controlando (inibindo) via limitacdo da sintese
enzimatica o metabolismo dos lipidios, que apresentaram pequena variacdo durante a
hidratacdo das sementes. Os conteudos de carboidratos sollveis e amido decresceram a
partir do nivel de hidratacdo de 15%, sugerindo mobilizacdo durante a absorcao de agua

pelas sementes.
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CAPITULO Il

ATIVIDADES DE a-GALACTOSIDASE, B-MANANASE E
POLIGALACTURONASE DURANTE A HIDRATACAO DE SEMENTES DE
Dalbergia nigra ((VELL.) FR. ALL. ex BENTH.)

RESUMO

A germinagdo € um processo que se inicia com a embebicdo das sementes, estimulando
a sintese de enzimas ou a ativacdo daquelas pré-existentes. O objetivo deste trabalho foi
estudar as variagOes nas reservas de monossacarideos e nas atividades das enzimas a-
galactosidase, B-mananase e poligalacturonase durante a hidratacdo de sementes de dois
lotes de jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra). Para tanto, sementes coletadas em
matrizes de duas diferentes procedéncias constituiram os lotes | e Il, os quais foram
colocados para hidratar em dessecadores com 95-99% de umidade relativa (UR) nas
temperaturas de 15 e 25°C até atingirem os niveis de hidratacdo de 10, 15, 20 e 25% de
umidade nas sementes. Os teores de monossacarideos foram analisados nos cotilédones,
enquanto as atividades das enzimas foram avaliadas nos cotilédones e nos eixos
embrionarios das sementes. Os lotes | e Il foram classificados como de alto e baixo
vigor, respectivamente. Os teores de ramnose e xilose apresentaram valores superiores
na testemunha, com reducdo durante a hidratacdo até 15%, momento a partir do qual
aumentaram novamente, em ambos os lotes. Amplas diferencas foram observadas nos
conteddos de glicose entre os lotes I e 11, de forma que o lote I, de qualidade superior,
possui maior sintese e degradacdo desse acUcar durante a hidratacdo das sementes. A
enzima a-galactosidade mostrou ser pré-formada e possuiu maior atividade inicialmente
no embrido, gerando substrato para a respiracdo e formacdo de estruturas de carbono
para o crescimento. As atividades das enzimas [B-mananase e poligalacturonase
aumentaram com a embebicdo das sementes nos cotilédones, alcangcando maiores

valores que no eixo embrionario.

Palavras-chave: monossacarideos, embebicdo, jacaranda-da-bahia.
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CHAPTER Il

ACTIVITIES OF a-GALACTOSIDASE, B-MANNANASE AND
POLYGALACTURONASE DURING HYDRATION OF Dalbergia nigra ((Vell.)
FR. ALL. Ex Benth.) SEEDS

ABSTRACT

Germination is a process that begins with soaking seeds, stimulating the synthesis of
enzymes or activation of those pre-existing. The objective of this work was to study
variations in reserves of monosaccharides and activities of the enzymes o-galactosidase,
B-mannanase and polygalacturonase during hydration of seeds of two lots of jacaranda-
da-bahia (Dalbergia nigra). To this end, seeds collected in arrays of two different
origins were the lots I and Il, which were placed in desiccators to hydrate with 95-99%
relative humidity (RH) at temperatures of 15 and 25 ° C to reach levels hydration of 10,
15, 20 and 25%. The amounts of monosaccharides were analyzed in the cotyledons,
while the activities of enzymes were assessed in cotyledons and embryonic axis of
seeds. Lots | and Il were classified as high and low vigor, respectively. The levels of
rhamnose and xylose showed high values in the control and reduction during hydration
up to 15%, from which time increased again in both lots. Large differences were
observed in glucose content between the two lots, so that the lot I, with higher quality,
showed higher synthesis and degradation of sugar during the hydration of seeds. The
enzyme a-galactosidase is preformed and has greater activity initially in the embryo,
generating substrate for respiration and formation of carbon structures for growth. The
activities of enzymes p-mannanase and polygalacturonase increased with seed

imbibition in cotyledons, reaching higher values than the embryonic axis.

Palavras-chave: monossacharides, imbibition, jacaranda-da-bahia.
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INTRODUCAO

O processo de germinacdo é um complexo e ordenado conjunto de eventos
fisiologicos e bioquimicos que se inicia com a retomada do crescimento pelo embrido,
com o subsequente rompimento do tegumento pela radicula (Nonogaki et al., 2007). A
germinacdo € influenciada por fatores externos como luz, temperatura, disponibilidade
de &gua e de oxigénio, assim como por fatores internos, como inibidores e promotores
da germinacdo, que podem atuar por si s6 ou em interacdo com os demais. (Borges e
Rena, 1993)

Para que ocorra a germinacgdo, é necessaria a hidratacdo das sementes, onde a
entrada de 4agua coincide com um aumento na atividade metabélica, estimulando a
sintese de enzimas ou a ativacdo daquelas pré-existentes, resultando na mobilizacdo de
reservas e na digestdo da parede celular, enfraquecendo-a e permitindo que a raiz rompa
o tegumento (Baskin e Baskin, 1998). Durante o processo germinativo, diversas
enzimas estdo envolvidas em reaces metabdlicas de sintese e degradacdo de moléculas.

As enzimas hidroliticas a-galactosidase e f-mananase atuam na mobilizagdo de
polissacarideos constituintes de paredes celulares e nos oligossacarideos da série
rafindsica, sendo seus produtos de degradacdo usados para diferentes propositos, tais
como a geracgdo de energia e a producédo de matéria prima na germinacédo (Buckeridge et
al., 2004). A atividade da enzima a-galactosidase aumentou durante a germinacéo de
sementes de Tachigali multijuga, sendo relacionada a capacidade de hidrolisar
oligossacarideos como rafinose, estaquiose e polimeros de galactomanano, indicando
papel especial durante a germinacdo (Fialho et al., 2008). Segundo Polowick et al.
(2009), apds superexpressdo do gene de a-galactosidase em sementes de Pisum sativum,
as linhagens demonstraram reducdes significativas no contelddo de oligossacarideos,
especificamente rafinose e estaquiose, e apresentaram taxas de germinacdo de 96%. Em
sementes de Coffea arabica, a reducdo da resisténcia mecéanica imposta pelo tegumento
ao alongamento da radicula e consequiente germinacdo, € controlada pela acdo de
enzimas especificas, como a B-mananase (Silva et al., 2004).

Dentre as enzimas que atuam no processo de degradacdo das substancias
pécticas da parede celular, as poligalacturonases (PG) sdo consideradas as principais,
por hidrolisarem as ligagdes a-1,4 glicosidicas entre dois residuos de acido
galacturdnico da cadeia de pectina (Mutlu et al., 1999). Sua atividade é correlacionada
ao aumento de pectinas sollveis e amaciamento durante o amadurecimento de frutos

(Ahrens e Huber, 1990). Em sementes, tém sido indicado o papel da enzima
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poligalacturonase na degradacéo de pectinas durante a germinacéo, de forma a permitir
0 amolecimento do tegumento para a protrusdo da radicula (Sitrit et al., 1999; Pontes,
2008).

Dalbergia nigra, conhecida popularmente como jacaranda-da-bahia, € uma
espécie arborea semi helidfita de ocorréncia na Floresta Atlantica, e pertence a familia
Leguminosae Papilonoidea (Lorenzi, 1992). Em relacdo ao grupo sucessional, a espécie
apresenta-se como secundaria tardia a climax, sendo considerada adequada para plantios
mistos em terrenos degradados de preservacdo permanente (Donadio e Dematté, 2000).
Possui a madeira moderadamente dura, pesada, decorativa e de longa durabilidade
natural, podendo ser utilizada para confeccdo de instrumentos musicais, como 0 piano
(Carvalho, 1994). Devido a valorizacdo de sua madeira e a ampla exploracéo, a espécie
encontra-se atualmente na lista brasileira de espécies ameacadas de extincdo, na
categoria vulneravel (Ibama, 2008), sendo fundamental a elaboracéo de planos para sua
conservacdo genética.

Considerando-se a importancia da espécie nos aspectos ecoldgicos e econdmicos
e a necessidade de melhor entendimento dos fatores envolvidos na germinacao de suas
sementes, este trabalho teve como objetivo estudar as variacdes nas reservas de
monossacarideos e nas atividades das enzimas a-galactosidase, [-mananase e

poligalacturonase durante a hidratacdo de dois lotes de sementes de Dalbergia nigra.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratorio de Anélise de Sementes
Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa.
Foram utilizadas sementes colhidas em duas procedéncias de Dalbergia nigra na regido
de Vigosa, Minas Gerais, as quais constituiram os lotes | e 1l. Durante o beneficiamento
foram eliminadas as sementes imaturas, deterioradas ou danificadas. As sementes
selecionadas foram acondicionadas em tambores de fibra e armazenadas em camera fria
a 5°C e 60% UR por dois meses.

Sementes pertencentes aos dois lotes foram colocadas para germinar sobre duas
folhas de papel germitest em placas de petri umedecidas com 4,0 mL de &gua destilada,
a 25°C, sob luz continua proporcionada por quatro ldampadas 40W tipo luz do dia, por
12 dias. O reumedecimento dos substratos foi feito sempre que se julgou necessario. A
porcentagem de germinacdo foi calculada pela contagem diaria das sementes que
emitiram radicula e o indice de velocidade de germinacéo (IVG) pela formula proposta
por Maguire (1962).

Para a hidratacdo, amostras de sementes dos lotes | e Il foram mantidas em
dessecadores com umidades relativas de 95-99%, nas temperaturas de 15 e 25°C, até
atingirem aproximadamente quatro niveis de umidade nas sementes: 10, 15, 20 e 25%.
A hidratacdo das sementes até a quantidade de dgua desejada foi calculada a partir do
teor de &gua inicial de 7,92 e 8,98% para os lotes | e Il, respectivamente, e de
estabelecida a massa inicial das amostras de sementes, conforme a expressdo abaixo
(Cromarty et al., 1990):

M = (100 — CA;) X Mi
(100 — CA)

Onde: M = massa no conteido de agua desejada (g); Mi = massa no contetdo de agua original (g); CA; =

conteldo de &gua original (porcentagem em base Umida); CA, = contelido de agua desejado (porcentagem
em base imida)

. Os teores de agua originais das sementes dos lotes foram determinados pelo
método da estufa 105 = 3°C (Brasil, 2009). Apds atingirem o0s niveis de umidade
desejados, correspondentes as fases | e 1l da germinacdo, as amostras foram retiradas

para analise dos monossacarideos e atividades enzimaticas.

Anélise dos monossacarideos
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A extracdo dos monossacarideos dos cotilédones foi feita conforme metodologia
descrita por Black et al. (1996), com modificacBes: o material seco e moido foi
homogeneizado com etanol 80% a 75°C, por 30 minutos, apos o qual foi centrifugado
por 10 minutos a 16000 xg. O sobrenadante contendo os agUcares foi separado e esta
etapa de extracdo foi repetida por mais quatro vezes, pela homogeneizagdo do
precipitado com etanol 80%. Os sobrenadantes foram misturados, secados totalmente e
ressuspendidos em 1,0 mL de agua destilada. Em seguida, retirou-se aliquotas de 500
WL das amostras para preparo dos alditois acetatos, que foram utilizados na analise dos
monossacarideos por cromatografia gasosa. Uma mistura contendo os agucares glicose,
galactose, manose, xilose, arabinose e ramnose também foi preparada, utilizando-se o
mesmo procedimento, as quais serviram de padrdes para comparagdo com a amostra.

A quantificacdo foi realizada conforme Englyst e Cummings (1984), utilizando-
se cromatografo a gas Shimadzu GC14-A, equipado com detector de ionizacdo de
chama (FID), acoplado a um registrador e integrador C-R6A chromatopac. O fluxo de
gas foi de 0,25 mL.min™, sendo as temperaturas do injetor, do detector e da coluna de
250, 220 e 275°C, respectivamente. Apos a injecdo dos padrdes, foi injetado 1,0 pL de
alditol acetato por amostra. Foram realizadas trés repeticbes em cada extracdo e
quantificacdo. Para a identificacdo e quantificacdo dos acgucares, a concentracdo de cada
acucar com base na area e no tempo de retencdo correspondente ao agucar padrédo foi
registrada pelo integrador e os resultados impressos em um cromatograma (Rodrigues et
al., 2005).

Anélise da atividade enzimatica

Para as determinagdes das atividades das enzimas a-galactosidase, f-mananase e
poligalacturonase, as sementes foram dissecadas em cotilédones e eixo embrionario. Os
extratos enzimaticos foram obtidos pela maceracdo de 0,1 g de tecido vegetal em 1,5
mL de tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, utilizando-se almofariz de porcelana
em banho de gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 24000 xg durante 20
minutos, a 4°C, e o sobrenadante limpido foi utilizado como fonte das enzimas,

conforme descrito por Viana (2002).

Ensaio da enzima a-galactosidase
A atividade da enzima a -galactosidase foi determinada pela adi¢do de 20 pL do
extrato enzimatico bruto a um meio de reacdo constituido de 730 pL de tampéo acetato

de sodio 100 mM, pH 5,0 e 250 uL de p-nitrofenil- a -D-galactopiranosideo (p-NPGal)
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2 mM. A reagdo foi conduzida por 15 minutos em banho-maria a 37°C, sendo
interrompida pela adi¢do de 1 mL de solucdo de carbonato de sddio 0,5 M. A leitura foi
feita no comprimento de onda de 410 nm, sendo uma unidade da enzima definida como
a quantidade de proteina necessaria para produzir um pmol de p-nitrofenol por minuto,
nas condi¢gdes do ensaio (Viana, 2002). Os valores de absorbancia obtidos foram
transformados em pmoles de p-nitrofenolato, utilizando uma curva padrdo construida

com 0-0,20 pmoles de p-nitrofenol (p-NP).

Ensaio da enzima f-mananase

A atividade da enzima B-mananase foi determinada pelo método do 3,5
dinitrossalicilico (DNS), conforme descrito por Miller et al. (1959), utilizando-se 100
UL de tampéo acetato de sddio 100 mM, pH 5,0, 800 uL de solugdo de goma guar 0,5%
e 100 pL do extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos, e em
seguida adicionou-se 1,0 mL da solugdo DNS, sendo os tubos colocados para ferver por
cinco minutos. Em seguida adicionou-se 2,0 mL de agua destilada. A leitura foi feita a
540 nm, segundo Benech et al. (2007), sendo uma unidade da enzima calculada como a
quantidade de acgucares redutores produzidos por mL por minuto, nas condi¢des acima,

sendo utilizada uma curva padrdo construida com glicose.

Ensaio da enzima poligalacturonase

Para a atividade da enzima poligalacturonase o ensaio-padrédo foi conduzido pela
dosagem do acucar redutor produzido, segundo o método do DNS (3,5
dinitrossalicilico), descrito por Miller (1959). Foi utilizado o &cido poligalacturénico de
laranja 0,3% como substrato na avaliacdo da atividade da enzima. A mistura de reacéo
foi constituida de 1500 pL de tampéo de extracdo, 100 pl de extrato enzimatico e 350
uL de substrato. Os tubos contendo a solugdo foram mantidos em banho-maria a 40°C
por 60 minutos, sendo interrompida a reacdo pela adicdo de 1,0 mL da solucdo de DNS
e colocado para ferver por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de
agua destilada. A leitura das absorbancias foi feita no comprimento de onda de 540 nm,
sendo uma unidade da enzima definida como a quantidade de proteina necessaria para

produzir um pmol equivalente de glicose por minuto.

Delineamento experimental e procedimento estatistico
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente cazualizado (DIC),

constituindo-se de um fatorial 2x4x2 (dois lotes, quatro niveis de hidratacdo e duas
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temperaturas), com a testemunha como tratamento adicional. Os ensaios para as
determinacfes das atividades enzimaticas foram realizados em triplicata, com trés
repeticbes por tratamento. Para as variaveis germinacao e I\VG foram realizadas analises
de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
Os teores de monossacarideos foram analisados por meio de analises de regresséao,
sendo as significancias testadas pelo teste t, ao nivel de 5%. Foi utilizado o programa
Statistica (Statsoft, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de germinacdo e indice de velocidade de germinacédo
indicam a superioridade da qualidade fisiologica de sementes do lote | em relacdo ao
lote 1l (Figura 1). O lote | apresentou porcentagem de germinacdo de 80%,
estatisticamente superior ao lote Il, que possuia 33% de germinacdo. Também foi
possivel verificar que nas sementes do lote | a velocidade de germinacgéo foi superior ao
lote Il, com médias de IVG de 1,85 e 0,74, respectivamente. Assim, os lotes foram
classificados em duas classes de vigor, sendo o lote 1 como de alto vigor e o lote Il
como de baixo vigor.

100 1,85a

|
N
)

A B
804 (A) (B)
80 - 1,6 -
S
2 60 - 1,2 -
< O 0,74b
£ 40 - 33b 20,8 -
5
© 20 | 04 -
O T 1 0
Lote | Lote Il Lote | Lote Il

Figura 1. Porcentagem de germinacdo (A) e indice de velocidade de germinacao (IVG)

(B) de sementes de Dalbergia nigra pertencentes aos lotes I e 11. Médias seguidas de mesma

letra ndo diferem entre si, a 5%, pelo Teste Tukey.

A concentracdo dos monossacarideos nos cotilédones de sementes de Dalbergia
nigra foi afetada pelos diferentes niveis de umidade (Figura 2). Nas temperaturas de
hidratacdo analisadas, 15 e 25°C, as curvas de tendéncia foram semelhantes, dentro de
cada lote. Para o lote I, a concentracdo dos acucares galactose e glicose aumentou até o
nivel de hidratacdo 15%, reduzindo-se ap0s este periodo. Ramnose e Xxilose
apresentaram comportamentos contrarios, com valores superiores na testemunha e
reducdo durante a hidratacdo até aproximadamente 15%, momento a partir do qual
aumentaram novamente. No lote Il, considerado de baixo vigor, a concentracdo dos
acucares galactose, ramnose e xilose foi similar ao lote I, enquanto os niveis de glicose
foram diferentes entre os lotes, tanto na quantidade, quando na tendéncia. As tendéncias
apresentadas pelos agucares ramnose e Xilose nos lotes | e 11 em ambas as temperaturas

indicam que estes podem estar sendo consumidos no metabolismo ou excretados para o
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apoplasto ou para fora da semente até o nivel de 20% de umidade, quando entdo
comegam a ser sintetizados novamente. Os teores de glicose no lote | atingiram valores
em torno de 0,7 e 0,5 mg/g MS nas temperaturas de 15 e 25°C, respectivamente, ao

passo que no lote Il os valores méximos observados foram 0,2 mg/g MS nas duas

temperaturas.
(A) (B)
Ramnose ----- y=0,0011"x2-0,037"x +0,4858 ~ R2=0,87 Ramnose --- y=0,001"x2-0,034"x + 0,450 R2=0,73
Xilose ——y=0,0024"x2-0,0821"x+0,7877 R2=0,95 Xilose —— y=0,001"x2-0,0333"x +0,438 R2=0,38
Galactose --- y=-0,0023"x?+0,0823"x-0,4419 R2=059 Galactose --- y=-0,003"x2+0,1027"x-0,5526 R2=0,71
Glicose —y= -0,0083"5x2+0,2775"x - 1,679 R2=10,76 Glicose — Y= -0,0003".x2-0,0035".x+ 0,292 R2=0,22
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Galactose --- y=-0,00317x2+0,11017x-0,6606 R2=0,72 Galactose --- y=-0,0032"x?+0,1074"x-0,6017 R2=0,56
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Figura 2. Concentracdo de monossacarideos (mg/g de massa seca) em sementes de
Dalbergia nigra, durante a hidratacdo nas temperaturas de 15 e 25°C. (A) Lote | - 15°C.
(B) Lote I - 25°C. (C) Lote Il - 15°C. (D) Lote Il - 25°C. * valor significativo a 5% e ns valor

ndo-significativo a 5%, pelo teste t.
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As tendéncias de aumento nas concentracfes dos agucares glicose e galactose até
o0 nivel de 15% de umidade podem estar relacionadas a degradacéo dos oligossacarideos
da série rafindsica, resultando em acumulo transitorio de ambos nos cotilédones. Os
oligossacarideos da familia da rafinose sdo reservas de utilizacdo rapida, sendo as
primeiras a serem mobilizadas pelas plantas e utilizadas como fonte de energia durante
a germinacao (Buckeridge et al., 2000; Molle e Tiné, 2009). Analisando a mobilizagdo
de oligossacarideos da série rafindsica, foram demonstrados acimulos de sacarose e
monossacarideos livres durante a germinacdo de sementes de Phaseolus aureus (Kuo et
al., 1988) e Sesbania maginata (Buckeridge e Dietrich, 1996).

As amplas diferencgas observadas para a concentracdo de glicose entre os lotes de
alto e de baixo vigor pode ser um indicador da qualidade fisiologica das sementes. O
lote I, contendo sementes de qualidade superior, apresentou maior concentragdo de
glicose. Provavelmente essas sementes apresentaram maior sintese e degradacdo desse
acucar durante a hidratagéo, indicando que o fluxo metabdlico foi mais intenso e que a
glicose pode ser utilizada como substrato para respiracdo e estrutura fisica durante o
processo germinativo.

Ao comparar genotipos distintos de Zea mays, foi observado que os genotipos
que possuiam maiores teores enddgenos de glicose foram os que apresentaram maior
germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas (Oliveira Junior et al., 2009). Os
autores ressaltaram que a glicose exerce forte influéncia durante o processo
germinativo, reduzindo o efeito do ABA sobre a inibicdo da sintese de enzimas
hidroliticas, o que favorece a ativagdo da enzima o-amilase. Esta enzima promove a
hidrolise do amido em glicose, no endosperma. A glicose liberada pode ser translocada
para 0 embrido, fornecendo energia ou sendo prontamente utilizada como fonte de
carbono. Entre os acuUcares presentes em embrides e cotilédones de Platymiscium
pubescens, a glicose foi 0 Unico aglcar detectado durante a embebicdo das sementes em
PEG, supondo a utilizacdo desse agucar para a respiracdo e exercendo funcdo osmdtica,
de forma a permitir maior absorcéo de agua na fase inicial de embebicao (Borges et al.,
2002a). Adicionalmente, em embrides isolados de Senna macranthera foi observada
alta concentracao de glicose nas sementes secas, com aumento expressivo apos 72 horas
de embebicdo, sendo tal aumento creditado ao metabolismo de outras reservas, como

lipidios ou proteinas (Borges et al., 2002b).
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A atividade da enzima o-galactosidase detectada durante a hidratacdo de
sementes de Dalbergia nigra dos lotes | e Il encontra-se na Figura 3. Entre as
temperaturas de hidratagdo, 15 e 25°C, ndo foram verificadas diferengas para a
atividade desta enzima. A atividade de a-galactosidase foi detectada nas sementes antes
mesmo da embebicdo, sugerindo que esta enzima esta presente nas sementes maduras.
Em ambos os lotes, foram observadas maiores atividades no eixo embrionario, quando
comparado aos cotilédones. A atividade da enzima apresenta pequeno aumento no
embrido em 15% de teor de agua, em ambas as temperaturas no lote I, e constante no
lote Il nas mesmas condicGes, diminuindo em seguida. No nivel de hidratacdo de 20%
foram observados os menores valores de atividade da enzima no eixo embrionario dos
dois lotes, seguido de aumentos em 25%. Nos cotilédones, as atividades da enzima em
ambas as temperaturas nos lotes | e Il permanecem aproximadamente constantes, com
pequeno decréscimo em 20% de umidade para o lote 1. Esses resultados sugerem que
em sementes de Dalbergia nigra a mobilizagdo de reservas ligadas a galactomanano
ocorre preferencialmente no embrido, gerando substrato para a respiracao e formacéo de

estruturas de carbono para o crescimento.
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Figura 3. Atividade da enzima a-galactosidase em embrides (EMB) e cotilédones
(COT) de sementes de Dalbergia nigra pertencentes aos lotes | (A) e 1l (B) durante a

hidratacdo nas temperaturas de 15 e 25°C.

Ao comparar os dados de atividade da enzima a-galactosidase nos cotilédones
com os teores crescentes de galactose (Figura 2), que é um dos produtos da acdo dessa
enzima, verifica-se que embora maior concentracdo de galactose livre tenha sido
detectada nas sementes com 15 e 20% de hidratagdo, somente em 15% de umidade a
atividade da enzima foi superior as demais, indicando que a enzima pode estar atuando

na mobilizacdo dos oligossacarideos da série rafindsica nos estadios iniciais de

71



embebicdo, liberando monossacarideos livres. A atividade da enzima o-galactosidase
aumentou durante a germinacdo de sementes de Tachigali multijuga, associada ao
decréscimo nos contetidos de rafinose e estaquiose, de forma que a hidratacdo das
sementes durante a embebicdo possivelmente induziu a atividade de o-galactosidase,
levando a uma quebra nos oligossacarideos, que fornecem a energia germinativa (Fialho
et al, 2008). A aplicagdo de a-galactosidase parcialmente purificada reduziu
significativamente os teores de rafinose, estaquiose e verbascose em torno de 71-85%,
em fungdo da quebra das ligacBes 1,6-galactosidicas nos oligossacarideos rafindsicos
em sementes de Canavalia ensiformis e Canavalia gladiata (Pugalenthi et al., 2006).

A andlise da atividade da enzima a-galactosidase em embrifes de sementes de
Dalbergia nigra durante a germinacdo indicou um pico aos seis dias apds inicio da
embebicdo, coincidindo com 0 momento em que se verificou 50% de germinacdo das
sementes, enquanto nos cotilédones a atividade da enzima foi maior nos dois primeiros
dias do periodo germinativo (Pontes, 2008). Comparando-se aos resultados deste
trabalho, percebe-se que durante a hidratacdo a atividade permanece constante, com
aumento no periodo que antecede a protrusdo da radicula. Em sementes
osmocondicionadas de Platymiscium pubescens, a atividade da enzima a-galactosidase
se manifesta mais claramente em 120 horas de embebicéo, possivelmente associada a
hidratacdo mais lenta quando as sementes foram submetidas ao estresse hidrico (Borges
et al., 2002a).

A atividade da enzima B-mananase nas sementes de Dalbergia nigra durante a
hidratacdo apresentou valores superiores nos cotilédones, quando comparados aos
embrides nos lotes I e Il (Figura 4). A atividade nos cotilédones do lote | aumentou até
o0 nivel de 15% de umidade, com superioridade dos valores na temperatura de hidratacédo
de 25°C, decrescendo em 20% e em seguida mostrando nova elevacdo no nivel de 25%
de umidade. Para o lote Il, tendéncia semelhante foi observada na temperatura de 15°C.
Neste lote, de vigor inferior, a temperatura mais alta pode resultar em danos na
atividade da enzima nos cotilédones, levando possivelmente a expressao de uma
isoenzima para baixas temperaturas, para compensar a perda de atividade daquela que
atua a 25°C. A atividade da enzima -mananase nos cotilédones em diferentes niveis de
hidratacdo foram superiores as observadas para as testemunhas (sementes com 7,91 e
8,98% de umidade para os lotes I e 11), de forma que a absorcdo de agua estimulou a
atividade da enzima. No nivel de hidratacdo 15%, onde foi determinada alta atividade
da enzima em cotilédones de ambos os lotes, também foram observadas quantidades

superiores de galactose (Figura 2). Este resultado sugere, como descrito por Buckeridge
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(2010), que a mobilizagdo de galactomananos ocorre por meio de hidrélise, sendo este
polimero degradado até seus monossacarideos constituintes, manose e galactose. Dessa
forma, a galactose livre pode ter como uma das fontes a galactomanana, embora ndo
tenha sido constatada presenca de manose nos cotilédones de D. nigra durante a
hidratacao.

A atividade da enzima [}-mananase mantem-se constante nos embrifes dos lotes
| e 11, apresentando menores valores a 20% de umidade as temperaturas de 15°C no lote
| e 25°C no lote Il. Para o lote Il, valores inferiores de atividade da enzima foram
detectados nos embrides das sementes no inicio da hidratacdo (testemunha), enquanto

no lote | a enzima esta presente no embrido antes e durante a embebicdo das sementes.
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Figura 4. Atividade da enzima B-mananase em embribes (EMB) e cotilédones (COT)
de sementes de Dalbergia nigra pertencentes aos lotes I (A) e Il (B) durante a

hidratacdo nas temperaturas de 15 e 25°C.

Downie et al. (1997) observaram a presenga da enzima B-mananase no embrido,
no megagametofito e na nucela de sementes de Picea glauca anteriormente ao inicio da
embebicdo, com a intensificacdo da atividade apds a absorcdo de agua pelas sementes.
Por outro lado, foram detectados niveis baixos de atividade da enzima f-mananase em
sementes secas de Arabidopsis thaliana (lglesias-Fernandez et al., 2011). Segundo 0s
autores, as expressdes de atividades das enzimas no cotilédone e no embrido
desaparecem ap0s a emergéncia da radicula. Em sementes de Eremanthus
erythropappus, a atividade da enzima f-mananase ocorreu apds 12h de embebigéo, com
aumento coincidindo com a germinacdo de 50% das sementes (Davide et al., 2008).
Sanchez e Miguel (1997) mostraram que a enzima [-mananase, envolvida na
degradacdo de manose na regido da micrépila em sementes de Datura ferox, aumentou

bastante antes da protrusdo da radicula.
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Em espécies leguminosas, a hidrolise dos galactomananos até seus
monossacarideos constituintes pela agdo da [-mananase tem sido observada nos
periodos pds-germinativos (Buckeridge et al., 2000; Ren et al., 2008). Assim, em niveis
posteriores de hidratacdo das sementes de Dalbergia nigra, mais proximos a protrusdo
da radicula ou até mesmo em periodos pds-germinativos a atividade da p-mananase
pode ser intensificada, de modo a permitir o decréscimo na forga necessaria para romper
0 tecido envoltorio das sementes e favorecer a germinacao.

A atividade da enzima poligalacturonase detectada durante a hidratacdo de
sementes de Dalbergia nigra apresentou maiores valores nos cotilédones, quando
comparados ao embrido, nos dois lotes avaliados (Figura 5). No lote | a atividade da
enzima nos embrides flutuou entre os valores de 15 e 25% de umidade, a 25°C, ap06s
decréscimos nos teores de 10 e 15%. Na temperatura de 15°C ocorreu aumento gradual
na atividade da enzima, apds pequeno decréscimo inicial em 10% de teor de agua, com
novo decréscimo acentuado em 25%. Nos cotilédones, nas duas temperaturas, foi
observado decréscimo na atividade da enzima até 10% de umidade, com maior
intensidade em 15°C, seguido de aumento continuo nos demais teores de agua. Nao se
observa correspondéncia entre as atividades da enzima, em qualquer uma das
temperaturas, com os valores de galactose (Figura 2) nos diferentes niveis de hidratacéo,
podendo-se supor que a poligalacturonase esteja atuando na perda de coesdo entre as
células e dissolugéo das paredes celulares, devido a remocéo do &cido poligalacturénico,
0 que facilita a expansdo celular. Para o lote Il, a atividade da enzima se mantem
constante nos embrides ateé o nivel de hidratacdo de 15%, com tendéncia de aumento em
20% de umidade, sendo este mais pronunciado na temperatura de 15°C. Nos
cotilédones, foi observado aumento continuo na atividade da enzima poligalacturonase
ao longo do periodo de hidratacdo. No nivel de 25% de umidade, a atividade da enzima
nos cotilédones do lote | foi superior aos valores apresentados pelo lote Il, o que
favorece a reducdo dos aclcares componentes da parede celular para a germinagdo das

sementes de vigor superior.
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Figura 5. Atividade da enzima poligalacturonase em embriGes (EMB) e cotilédones
(COT) de sementes de Dalbergia nigra pertencentes aos lotes I (A) e 1l (B) durante a

hidratacdo nas temperaturas de 15 e 25°C.

Em sementes de Schizolobium paniculatum, foi observado que esta enzima esta
ativa mesmo antes da embebicdo, ocorrendo um aumento da atividade no eixo
embrionario e nos cotilédones proximo a germinacao (6 a 8 dias), de modo a favorecer a
expansdo celular, tanto pela reducéo da resisténcia da parede celular a entrada de agua
como pela divisdo celular (Magalhdes et al., 2009). A atividade da enzima também
aumentou no decorrer da embebicdo de sementes de Lycopersicon esculentum, sendo
elevada no momento em que as sementes completaram a germinacéo (Sitrit et al., 1999).
Os autores atribuiram a enzima como responsavel pelo enfraquecimento mecanico do
endosperma micropilar.

A atividade da enzima poligalacturonase na parede celular e na fracdo péctica
dos tegumentos das sementes de Dalbergia nigra durante a embebicdo foi observada
desde o primeiro dia de embebicdo, contribuindo assim para a reducdo do teor dos
acucares componentes da parede celular e da fracdo péctica ao longo do periodo de
embebicdo (Pontes, 2008). Por outro lado, ndo foi detectada a atividade da enzima
poligalacturonase no endosperma de sementes de Euphorbia heterophylla durante a

germinacdo (Suda, 2001).
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CONCLUSOES

As sementes de Dalbergia nigra pertencentes ao lote de vigor superior
apresentaram maior sintese e degradacdo de glicose durante a hidratacdo das sementes,
indicando fluxo metabdlico mais intenso em relagdo as sementes de menor vigor.

Dentre as enzimas analisadas, a o-galactosidase provavelmente atua na
degradacéo dos oligossacarideos da série rafindsica nos periodos iniciais de embebicao
das sementes de D. nigra, enquanto a B-mananase estd relacionada a hidrolise dos
galactomananos. Apds inicio da absorcdo de agua pelas sementes, ocorre aumenta na
atividade da enzima poligalacturonase, atuando na dissolugéo e perda de coesdo das

paredes celulares, o que facilita a expanséo celular.
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CONCLUSOES GERAIS

A hidratacdo das sementes em agua favoreceu a germinacdo e o vigor das
sementes de jacaranda-da-bahia de lotes de diferentes qualidades fisioldgicas, porém
efeitos mais expressivos foram observados no lote de menor vigor. A manutencao das
sementes em hidratacdo até 15% de umidade foi a mais indicada para incremento na
qualidade das sementes de ambos os lotes.

Durante a hidratacdo, ocorreu pequena varia¢do nos teores de lipidios, enquanto
0s conteudos de carboidratos soliveis e amido apresentaram decréscimo a partir do
nivel de hidratacdo de 15% e proteinas sollveis exibiram tendéncia gradativa de queda,
desde a testemunha (sementes secas) até o nivel de 25% de umidade.

A enzima a-galactosidade é pré-formada e possui maior atividade inicialmente
no embrido, gerando substrato para a respiracdo e formacdo de estruturas de carbono
para o crescimento. As atividades das enzimas [B-mananase e poligalacturonase
aumentam com a embebicdo das sementes e sdo diferentes entre cotilédone e embrido,

alcangando maiores valores nos cotilédones que no eixo embrionario.
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