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RESUMO

Durante a germinacdo, as sementes utilizam os compostos de reserva para fornecerem os nutrientes necessarios até que as
plantulas se tornem autotréficas. Neste trabalho objetivou-se investigar as alteragdes nas reservas de carboidratos, amido, lipidios
e proteinas em sementes de Melanoxylon brauna durante o periodo germinativo em diferentes temperaturas. Para tanto, sementes
da espécie foram colocadas para germinar sob temperaturas de 10, 25, 30 e 40 °C, sendo retiradas amostras de sementes a
cada 24 horas durante o periodo de 96 horas. Uma pequena redugao nos teores de lipidios foi observada durante a germinacéo
nas temperaturas analisadas, enquanto os teores de aglcares sollveis decresceram a partir de 48 horas de embebicédo, sendo
prontamente utilizados, especialmente nas temperaturas de 25 e 30 °C. Para as proteinas soluveis, verificou-se declinio desde o
inicio do periodo germinativo as temperaturas de 25 e 30 °C, sendo este mais intenso no periodo p6s-germinativo a temperatura
de 30 °C. Conclui-se que as reservas de carboidratos soluveis, lipidios e proteinas decresceram durante o periodo germinativo de
sementes de Melanoxylon brauna, variando esses decréscimos de acordo com a temperatura.

Palavras-chave: amido; carboidratos; lipidios; proteinas

Changes in seed reserves of Melanoxylon brauna Schott. (Fabaceae
Caesalpinoideae) during germination at different temperatures

ABSTRACT

During germination, seeds use the reserve compounds to provide the nutrients until the seedlings become autotrophic. The
aim of this study was to investigate the changes in carbohydrates, starch, lipids and proteins reserves during germination of
Melanoxylon brauna seeds at different temperatures. For both, the seeds were germinated at temperatures of 10, 25, 30 and 40
°C, and samples were collected every 24 hours during 96 hours. Was observed small reduction of lipid levels during germination
in temperatures analyzed, while the levels of soluble sugars decreased from 48 hours of soaking, being readily used, especially
at temperatures of 25 and 30 °C. For soluble proteins, there was a decrease from the beginning of the germination period
at temperatures of 25 to 30 °C, this being more intense in the post-germination at 30 °C period. It is concluded that soluble
carbohydrate, lipid and protein reserves decreased during the germination period of Melanoxylon brauna seeds, varying these
decreases according to temperature.

Key words: starch; carbohydrates; lipids; protein
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Introducao

Nas ultimas décadas, o desmatamento contribuiu para a
fragmentagdo da Mata Atlantica, que foi reduzida a 12,4% de
sua cobertura original, considerando-se todos os fragmentos
acima de trés hectares (SOS Mata Atlantica & INPE, 2017).
Em Minas Gerais, tal fragmentagdo resultou na diminui¢ao
da abundancia de espécies vegetais, com consequente
reducdo na variabilidade genética. Dentre estas, ressalta-se a
Melanoxylon brauna, espécie arborea pertencente a familia
botanica Fabaceae Caesalpinoideae, que se encontra na “Lista
das espécies da flora brasileira ameagada de extingdo”, na
categoria vulneravel (Brasil, 2008). Esta espécie é encontrada
nos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio
de Janeiro e Bahia.

M. brauna apresenta madeira pesada e de grande
durabilidade, mesmo em ambientes adversos, sendo utilizada
em obras externas e na construgao civil (Lorenzi, 2009). Devido
a estes aspectos, sua madeira tem sido alvo de devastacao,
restando poucos fragmentos florestais com a espécie, em geral
pequenos ¢ isolados, como os destacados nos trabalhos de
Carvalho et al. (2007), Crepaldi & Peixoto (2010) e Versieux
et al. (2011). Neste contexto, estudos a respeito da germinacao
das sementes sdo o ponto de partida para o desenvolvimento de
novas estratégias para a conservagao da espécie, haja vista ser
esta sua principal forma de propagacao.

No intuito de fornecer subsidios para propor estratégias de
conservacdo e melhor utilizacdo/propagagdo da espécie, sdo
necessarios estudos sobre a fisiologia e bioquimica de suas
sementes, especialmente a respeito das principais substancias
de reserva como carboidratos, lipidios e proteinas. Durante
a germinacdo, estas precisam ser convertidas em compostos
soluveis e transportadas para as regides de crescimento para
fornecerem os nutrientes necessarios até que as plantulas se
tornem autotroficas.

Lipidios, carboidratos, amido e proteinas sdo mobilizados
por enzimas hidroliticas distintas, muitas das quais sdo
transcritas e sintetizadas de novo (Bewley et al., 2013). Os
lipidios e proteinas de reserva tém como produto final do
catabolismo a sacarose ¢ aminoacidos, respectivamente,
enquanto carboidratos e amido sdo convertidos em aglicares
menores, como maltose, glicose e sacarose (Ataide et al.,
2013).

Em sementes de Jathropha curcas, foi observada reducao
nos teores de carboidratos, tanto no endosperma quanto no
embrido durante o processo germinativo, sendo estes minimos
durante a protrusdo e logo ap6s (Lopes et al., 2013). Durante
a germinagdo de sementes de Aniba rosaeodora, o decréscimo
no teor de amido foi relacionado ao aumento na atividade da
a-amilase, indicando ser esta enzima a responsavel pela quebra
inicial do amido na espécie (Lima et al., 2008).

Considerando que pouco se conhece a respeito do processo
de mobilizagdo de reservas em sementes de espécies florestais
nativas durante a germinagao, ¢ que este processo ¢ influenciado
por fatores ambientais, o objetivo neste trabalho foi investigar
as alteragdes nas reservas de carboidratos, amido, lipidios e
proteinas em sementes de Melanoxylon brauna durante o
periodo germinativo em diferentes temperaturas.
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Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de
Sementes Florestais do Departamento de Engenharia Florestal
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no periodo de
outubro/2012 a fevereiro/2013. As sementes de Melanoxylon
brauna utilizadas para as analises foram coletadas na regido
de Leopoldina, Minas Gerais em setembro/2012. Durante
o beneficiamento foram eliminadas as sementes imaturas,
deterioradas ou danificadas. As sementes selecionadas foram
acondicionadas em tambores de fibra e armazenadas em camera
friaa 5 °C e 60% UR até a realizagdo dos experimentos.

O teor de agua inicial das sementes 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). Sementes de M. brauna 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, nas temperaturas constantes de 10, 25,
30 e 40°C, durante 10 dias. As sementes foram consideradas
germinadas quando apresentaram protrusdo da raiz primaria,
sendo computada a porcentagem média. Foram utilizadas
cinco repeticdes de 20 sementes para cada temperatura.

Para avaliar as alteragdes nas reservas das sementes nas
diferentes temperaturas, amostras de sementes foram retiradas
a cada 24 horas durante o periodo germinativo, até o tempo de
96 horas, quando se observou o inicio da protrusdo radicular
a temperatura de 30 °C. Em seguida, foram secas em estufa a
60 °C por 24 horas e armazenadas em vidros hermeticamente
fechados, que foram mantidos a -20 °C até o momento de se
iniciarem a extra¢do e a quantificacdo das reservas. Foram
feitas as seguintes determinagdes:

Lipidios: A determinacdo do teor de lipidios foi obtida a
partir da extra¢do a frio dos dleos contidos nos cotilédones
das sementes, realizada em aparelho Soxhlet, segundo
procedimentos descritos por Silva (1990). Amostras de
cotilédones foram trituradas e trés repetigdes de 1,0 g
colocadas em cartuchos de papel-filtro, pesadas e transferidas
para o aparelho, sendo mantidas em refluxo, com éter de
petroleo, durante 24 horas. Apds, foram secas a 45 °C por 18
horas e pesadas novamente, sendo o resultado expresso em
percentagem de lipidios extraidos.

Actuicares soluveis e amido: Para a extragdo dos agucares
soluveis, foram utilizadas amostras de 300 mg de cotilédones
do material do qual foram extraidos lipidios. Estas foram
mantidas em alcool 80% em banho-maria a 75 °C durante 30
minutos e centrifugadas a 16000 g durante 10 minutos para
a coleta do sobrenadante, sendo este processo repetido por
mais trés vezes. Os sobrenadantes das quatro extragdes foram
reunidos ¢ secos a 45 °C por 24 horas. Apos, as amostras
foram ressuspendidas com 1,0 mL de agua destilada, sendo a
quantificagdo realizada pelo método colorimétrico (Dubois et
al., 1956).

O precipitado resultante da extragdo dos aglicares soluveis
foi seco em estufa a 45 °C durante 24 horas e submetido a
digestdo com 1,0 mL de &cido perclorico 35% durante 15
minutos, sendo em seguida utilizado como extrato para
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quantificacdo do amido presente pelo método colorimétrico,
conforme metodologia descrita por Dubois et al. (1956). Os
teores de agucares soliiveis e amido foram determinados por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 490 nm,
utilizando-se uma curva padrdo de glicose (1%) de intervalo
de 10290 pug.

Proteinas soluveis: A extragdo de proteinas soluveis foi
realizada utilizando-se tampao acetato de soédio 100 mM, pH
5,0 como solucdo de extragdo. A quantificagdo foi efetuada
em amostras de 100 mg de eixos embrionarios ¢ cotilédones
de sementes, de acordo com Bradford (1976). Para o preparo
dos extratos soluveis de cada tratamento, as amostras foram
trituradas em nitrogénio liquido utilizando-se almofariz e
pistilo. O homogenato obtido foi centrifugado a 15.000 x g,
por 30 min e 4 °C, e o sobrenadante resultante constituiu o
extrato soltivel utilizado para quantificacdo de proteinas,
mensurada pela absorbancia a 595 nm. Preparou-se uma curva
padrao ajustada por regressao linear, utilizando-se albumina
sérica bovina (BSA) como proteina padrdo entre zero e 75 mg.
Foram utilizadas trés repeti¢cdes em triplicatas.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado. Foram realizadas analises de
variancia, sendo as médias de germinagdo comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises das
reservas lipidios, carboidratos soliveis, amido e proteinas
soluveis foram avaliados modelos de regressdo linear e ndo-
linear, selecionados de acordo com o maior coeficiente de
determinagdo e menor erro padrao da média. As significancias
das regressoes foram testadas pelo teste t ao nivel de 5%. O
programa estatistico utilizado foi o Statistica 8.0.

Resultados e Discussao

As maiores porcentagens de germinagdo em sementes de
M. brauna foram observadas nas temperaturas de 25 ¢ 30
°C, com valores de 93 ¢ 98%, respectivamente, as quais nido
diferiram estatisticamente entre si e¢ foram estatisticamente
superiores a germinagdo nas temperaturas 10 ¢ 40 °C, onde foi
observada porcentagem média de 5% para ambas (Figura 1).

Assim, o aumento de 5 °C na temperatura contribuiu
significativamente para acelerar a germinagdo. Dentro de
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Figura 1. Germinagao acumulada de sementes de Melanoxylon brauna nas
temperaturas de 10, 25, 30 e 40 °C.
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certos limites, quanto maior a temperatura, mais rapida a
velocidade do processo com que ocorrem as reagdes quimicas
do metabolismo germinativo, sendo este mais eficiente. Bewley
et al. (2013) afirmam que a velocidade de germinagdo ¢ mais
sensivel as variagdes na temperatura do que a porcentagem
total. Os dados obtidos estdo de acordo com os apresentados
por Flores et al. (2014), que afirmam ser a faixa de 25 a 30 °C
a otima para a germinagdo da espécie. Assim, possivelmente,
as temperaturas 10 e 40 °C atuaram comprometendo o
desenvolvimento do processo e crescimento do embrido.

A faixa de temperatura entre 20 e 30 °C tem sido indicada
para a germinagdo de inimeras espécies florestais tropicais
e subtropicais, dentre as quais Peltogyne paniculata (Ramos
et al., 2007), Adenanthera pavonina (Kissmann et al., 2008),
Senna alata (Braga et al., 2010), Tabebuia ochracea (Oliveira
et al., 2012), Myracroduon urundeuva (Virgens et al., 2012) e
Apeiba tibourbou (Guedes et al., 2013).

O teor inicial de lipidios dos cotilédones das sementes de
M. brauna era de 39,3%, com decréscimo ao longo do periodo
de embebicdo em todas as temperaturas, conforme apresentado
na Figura 2. Tais decréscimos corresponderam a reducdes de
13,54, 16,08 e 14,05% durante as 96 horas de germinagdo nas
temperaturas de 10, 25 e 40 °C, respectivamente (Figuras 2A, B
e D). Estes resultados indicaram que, mesmo nas temperaturas
10 e 40 °C, fora da faixa 6tima de germinagdo da espécie,
as reservas lipidicas estdo sendo consumidas, ainda que em
pequenas taxas.

Durante a germinag@o, os lipidios sdo hidrolisados e
convertidos a sacarose pela B-oxidagdo e ciclo do glioxalato,
para fornecerem energia e esqueletos de carbono para a
plantula em formagdo (Theoudoulou & Eastmond, 2012).
Pritchard et al. (2002) demonstraram que a germinagdo e a
mobilizagdo de lipidios sdo reguladas independentemente em
sementes de Arabidopsis, ao observarem que a mobilizagao
lipidica ¢ metabolicamente ativa na presenca de ABA, que as
enzimas e sinais que iniciam a digestdo dessas reservas estdo
presentes e que ocorre acimulo de sacarose, embora nao se
tenha germinacdo nas mesmas condigdes.

Segundo Hooks et al. (2010), o processo de mobilizagdo
das reservas lipidicas se tornara especialmente importante no
periodo pos-germinativo e no estabelecimento das plantulas,
até 0 momento em que estas se tornem autotroficas. Corte et al.
(2006) e Lima et al. (2008) observaram acentuado declinio nos
teores de lipidios de sementes de Caesalpinia peltophoroides e
Aniba rosaeodora imediatamente apos a protrusdo da radicula.

A 30 °C, a diminui¢do no contetido de lipidios observada
entre o tempo inicial e 72 horas de embebicao foi de 13,68%,
com novo acumulo nessa reserva em 96 horas de embebigao
(Figura 2C). Nesta temperatura, em 96 horas de embebicao ja
ocorreu a protrusdo da raiz primaria, de forma que o aumento de
lipidios pode ser atribuido a sintese destes para prover energia
a raiz em formacao. Neste sentido, Berni & Canniatti-Brazaca
(2011), também observaram aumento no teor de lipidios na
germinagao de trigo.

Pela observacdo das alteragcdes nas reservas de aglicares
soluveis pode-se inferir que estas foram utilizadas durante a
germinacdo das sementes em todas as temperaturas, porém
maiores decréscimos foram observados nas temperaturas
de 25 ¢ 30 °C (Figuras 3B ¢ 3C). Nestas, o teor de aglicares
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Figura 2. Porcentagem de lipidios de cotilédones de sementes de
Melanoxylon brauna durante a germinagéo nas temperaturas de 10 (a), 25
(b), 30 (c) e 40 °C (d).
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Figura 3. Aglcares sollveis (mg. g' de massa seca) de cotilédones de
sementes de Melanoxylon brauna durante a germinagdo nas temperaturas
de 10 (a), 25 (b), 30 (c) e 40 °C (d).
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soluveis decresceu de 713,15 para 434,75 e 455,45 mg g’
(redugdo de 39,04 e 36,14%), respectivamente, enquanto para
as temperaturas de 10 e 40 °C (Figuras 3A e 3D) tal decréscimo
nao ultrapassou 25%, com valores correspondentes a 554,83
e 550,50 mg g'ap6s 96 horas de embebigdo. Neste contexto,
possivelmente, na faixa 6tima de temperatura para germinagao
das sementes de M. brauna (25-30 °C) o metabolismo ¢
estimulado pela assimilagdo e translocacdo mais eficiente
dos carboidratos de reserva. Os decréscimos nos teores de
agUcares soluveis nos cotilédones indicaram que estes foram,
aparentemente, translocados para o eixo embrionario durante a
fase inicial de embebigao.

Os carboidratos pré-formados nas sementes servem como
substrato durante o periodo pré-germinativo (Bewley et al.,
2013), sendo os oligossacarideos da série rafinosica utilizados
como fontes primarias de energia em sementes de Dalbergia
nigra ¢ Vicia faba, respectivamente (Carrijo et al., 2010;
Goyoaga et al., 2011). Na hidratacdo das sementes inicia-
se o gasto de energia, suprida pelas reservas de sacarose,
possibilitando as células os niveis de atividade metabolica
necessarios para sustentar o desenvolvimento do embrido.

Os teores de amido na temperatura de 10 °C permaneceram
praticamente constantes durante as primeiras 48 horas de
embebigdo, decrescendo em 72 horas e retornando aos valores
originais no tempo de 96 horas (Figura 4A). E possivel que,
em 72 horas, o amido esteja sendo utilizado para sintetizar
mais reservas amilaceas, diante de uma baixa demanda do
eixo embrionario. Na temperatura de 25 °C, foram observados
decréscimos do tempo zero (44,64 mg g' MS) até 48 horas de
embebicdo (29,49 mg g MS), com tendéncia de estabilizagdo
em seguida, até as 96 horas, que manteve valores de 29,25
mg g' MS (Figura 4B). Houve mobiliza¢do do amido até 72
horas apo6s inicio da embebicdo em 30 °C, correspondendo a
decréscimo de 43,22% (19,29 mg g MS) em relacdo ao teor
inicial da reserva, porém com novo incremento em 96 horas
(Figura 4C). O aumento nas reservas de amido observado em
96 horas pode ser devido a protrusdo da radicula, com sintese
de novas estruturas de carbono para serem translocadas e
permitir o desenvolvimento da plantula.

O acimulo de amido nas sementes no periodo pos-
germinativoatemperaturade 30 °Cpodeseratribuidoaformacao
de amido transitorio, resultante do inicio da mobilizacdo
das reservas lipidicas, até 72 horas nesta temperatura, que
sdo convertidos em glicose por gliconeogénese e podem ser
armazenados temporariamente como amido (Shimada & Hara-
Nishimura, 2010). Para a temperatura de 40 °C, os teores
médios de amido decresceram de 44,64 mg g'' MS no inicio da
embebigdo para 37,82 mg g' MS ap6s 96 horas de embebigao,
indicando pequena variagao no periodo analisado (Figura 4D).
A temperatura supra 6tima possivelmente acarretou danos ao
sistema enzimatico do metabolismo do amido, prejudicando a
degradagao do polissacarideo.

Eixos embrionarios e cotilédones das sementes de M.
brauna apresentaram tendéncia de mobilizacdo de proteinas
soluveis em todas as temperaturas analisadas, com excegdo
do eixo embrionario daquelas mantidas a 10 °C (Figura 5).
Observou-se quantidade superior de proteinas soluveis nos eixos
embrionarios das sementes secas (46,78 mg g!' MS), quando
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Figura 4. Teores médios de amido (mg. g”' de massa seca) de cotilédones de
sementes de Melanoxylon brauna durante a germinagdo nas temperaturas
de 10 (a), 25 (b), 30 (c) e 40 °C (d).
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comparado aos cotilédones (43,74 mg g' MS). Em 10 °C, os
valores de proteinas soluveis nos eixos embrionarios foram
relativamente estaveis por 72 horas. Nos cotilédones verificou-
se decréscimo continuo nos teores. Nas temperaturas 25 e
30°C foram observados decréscimos progressivos nos teores
de proteinas em eixos embrionarios ao longo da embebicao,
com destaque para o grande consumo nessa reserva no embrido

Proteinas soliwveis (mg.g! MS)

20 ap6s 72 horas de embebi¢do a 30°C, atingindo valores de 10,82

e EMB v =456+01937x-00033x2R2 =092 mg g' MS em 96 horas, o que representa redugido de 76,86%

10 1 s COT . 43533 _ &Uglgx R = 0.84 ' em relacdo aos teores iniciais. Assim, a hidrolise das reservas

0 ) | | | | protéicas ocorreu em todas as temperaturas avaliadas, porém
0 24 48 72 96 foi mais expressiva apos a emissdo da radicula a 30 °C.

A mobiliza¢do mais intensa de proteinas no periodo pds-
germinativo em dicotiledoneas ¢ devido principalmente ao
abaixamento do pH nos vacuolos pela introdugdo de ions H*
apos a germinagdo, tornando o meio favoravel a atividade das
proteases, associado a sintese de novas proteinas neste periodo,
que fornecem substrato para as endo e exopeptidases (Bewley
et al., 2013). Na temperatura de 40 °C, houve reducdo continua
¢ similar nos teores de proteinas entre eixos embrionarios,
representando decréscimo de 29,23 e 37,01% em eixos

Tempo de embebigdo (horas)

Proteinas soliveis (mg g! MS)

20 embrionarios e cotilédones, respectivamente, apos 96 horas.
« EMB v*=46.009-02683x+ 00011z R2=095 Essas proteinas de reserva sdo sintetizadas durante
107 o COT v¥=40,126-0.101xR2=0.64 o desenvolvimento da semente e hidrolisadas a partir da
0 | | | | atividade de enzimas proteoliticas, responsaveis por catalisar a
0 24 48 7 06 clivagem de ligagdes peptidicas em outras proteinas, podendo

atuar nas ligagdes internas (proteinases ou endopeptidades) ou
entre os residuos de aminoacidos C- ou N- terminal (protease
60 - ou exopeptidades) (Shen & Chou, 2009).

Tempo de embebigdo (horas)

Conclusao

Durante a germinagao, as reservas de carboidratos soluveis
sdo as que apresentam maior decréscimo nos cotilédones de
sementes de Melanoxylon brauna, em todas as temperaturas,
enquanto as proteinas decrescem no inicio do periodo pos

Protefnas soltvels (mg g-! MS)

104 * EMB v*=46.053-0,1736x - 0,002x2 R2 =0, germinativo, a temperatura de 30 °C.
o COT v*=40609-0.1584x R2=085
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