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COMPORTAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES OSMOCONDICIONADAS
DE Platymiscium pubescens Micheli (TAMBORIL-DA-MATA)!

Eduardo Euclydes de Lima e Borges?, Sonia Cristina J.G.A. Perez*, Rita de Cassia Gongalves Borges?,
Sebastido Tavares de Rezende® e Silvana Ribeiro Garcia®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi investigar alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em sementes
osmocondicionadas de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens Micheli). Foram analisados o crescimento do
eixo embrionario, a germinacado, as alteragdes na parede celular, a mobilizagdo de carboidratos e proteinas e a
atividade de a-galactosidase. Observou-se que o teor de umidade das sementes da testemunha aumentou
continuamente até 96 horas de embebig&o, enquanto as mantidas nas solugdes de PEG estabilizaram-se a partir de
48 horas. A germinagdo ocorreu somente nas sementes mantidas em &gua, alcangando 30% em 120 horas. As
sementes mantidas em solugéo-0,4 MPa de PEG por 120 horas tiveram 66% de germinagdo quando transferidas
paraégua, sendo amaior em relacao aos demai s potenciais. A massafresca e o comprimento do embrido aumentaram
significativamente durante o periodo de 120 horas em solugdo de PEG (-0,4 MPa/120 horas), porém a massa seca
teve incremento ndo-significativo. Os teores de arabinose e xilose em membranas lavadas com agua decresceram
significativamente durante o osmocondicionamento. A galactose ndo foi detectada na membrana em 120 horas. A
arabinose mostrou ser a principal constituinte da membrana. A atividade de a-galactosidase mostrou diferenca
significativa durante o periodo de 120 horas. Os teores de ramnose, arabinose e xil ose alteraram-se significativamente
na fragdo péctica, enquanto a ramnose foi a Unica na fragdo hemiceluldsica. A glicose foi detectada somente nessa
Ultima fragdo. Os teores de glicose no embrido e cotilédones alteraram-se significativamente durante o
osmocondicionamento. Os teores de estagquiose e de rafinose ndo tiveram alteragdes significativas nos cotilédones,
enquanto o de sacarose reduziu-se significativamente, mantendo-se mais alto do que os dos outros dois
oligossacarideos. O teor de proteina decresceu significativamente nas 120 horas de osmocondi cionamento. Concluiu-
se que o osmocondicionamento potencializou a germinagdo das sementes durante o processo de embebicao,
resultando em modificagdes da parede celular pela deposicdo de aglicares redutores.

Palavras-chave:  Germinagdo, Platymiscium pubescens, carboidrato, proteina e parede celular.

PHYSIOLOGICAL BEHAVIOR OF OSMOPRIMED SEEDS OF Platymiscium pubescens
Micheli (TAMBORIL-DA-MATA)

ABSTRACT - The objective of this study was to investigate the physiological and biochemical alterations in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) osmoconditioned seeds. Embryonic axis growth, germination, cell
wall changes, carbohydrate and protein content and &-galactosidase activity were analyzed. Seed water content
for control seeds was found to increase continuously throughout 96 hours of imbibition, while those maintained
in the PEG solutions stabilized at 48 hours. Germination occurred only in seeds maintained in water, reaching
30% in 120 hours. The seeds maintained in -0.4 MPa PEG solution for 120 hours showed 66% of germination
when transferred to water, and had the greatest potential. Fresh matter and length increased significantly during
the 120 hour period in PEG solution (-0.4 MP&a/120 hours), while dry matter showed no significant increment.
Arabinose and xilose contentsin water washed-membranes decreased significantly during osmopriming. Galactose
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was not detected until 120 hours. Arabinose had the largest concentration. The a-galactosidase activity showed
significant activity during the 120 hour period. Ramnose, arabinose and xilose contents changed significantly in
the pectic fraction, while ramnose was the only one in the hemicellulose fraction that showed significant change.
Glucose contents changed significantly during the osmopriming. Staquiose and raffinose contents showed no
significant change, while sucrose content was reduced significantly though maintained higher than the other
oligossacharides during the entire period. Protein contents decreased significantly after 120 hours of osmopriming.
It was concluded that priming caused seed germination by reducing sugar deposition in the cellular wall.

Key words:

1.INTRODUCAO

A germinacdo de sementes € um processo complexo,
€ Seus mecani Smos variam entre espéci es ou mesmo entre
populagdes de mesma espécie (Khatri et al., 1991). O
osmocondicionamento de semente tem sido empregado,
para que 0s mecanismos envolvidos na germinacdo de
diversas espécies sejam entendidos. A solucgéo de polie-
tilenoglicol (PEG) tem sido usada como meio osmaético
para simular o estresse hidrico que ocorre no campo e
que, segundo Baskin & Baskin (1998), poderiainduzir a
dorménciasecundaria. Porém, é necessario que asemente
alcance determinado nivel de umidade, cujo teor é
variavel com aespécie. Khan & Karssen (1980), traba-
Ihando com Chenopodium bonnes-henricus, e Samimy
& Khan (1983), com Rumex crispus, induziram dormén-
ciasecundaria quando as sementes foram submetidas ao
estresse hidrico de-0,86 e-1,57 M Pa, respectivamente.
A condicao hidrica e atemperatura séo dois fatores que
exercem influénciadecisivanamanutencéo do banco de
sementes no solo. A absorcao de umidade pelas sementes
em quantidade suficiente para alcangar nivel minimo
poderia estimular o metabolismo. Entretanto, a baixa
temperatura no solo florestal ndo é adequada para que
ocorraagerminacdo, levando as sementes a dorméncia
secundéria. Assim, elas teriam a potenciagcdo para
germinar, mas teriam de aguardar condicfes térmicas
propicias, que viriam em outra estacdo, ou a queda de
alguma arvore. A dorméncia secundéria asseguraria a
sobrevivéncia nesse periodo. Por outro lado, o periodo
de alta temperatura poderia encontrar as sementes com
baixo teor de umidade, mas com o estimulo metabdlico
pronto para que ocorraagerminagdo em curto espago de
tempo, adequado para vencer a concorréncia com as
demais espécies, pel o osmocondicionamento ocorrido na
estacdo anterior.

Segundo Borges et a. (2001), a germinacdo de
sementes de Senna macranthera ocorre pela expansdo
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celular. Os autores verificaram que ndo ha alteragdes
significativas nasreservas. Resultados semelhantesforam
encontrados por Armstrong & Mcdonald (1992) em
sementes de soja, cujos comprimentos e a matéria seca
daradiculae daplumulaaumentaram apds 0 osmocondi-
cionamento.

Toorop et a. (2000) concluiram que a germinagédo
de sementes de Lycopersicon esculentum ocorriadevido
ao enfraquecimento mecanico do endosperma, permi-
tindo que aradicula o rompesse. Muito embora alguns
autores tenham tentado relacionar o enfraguecimento
mecanico de tegumento com aatividade de enzimas, em
poucas espéciestem havido essaassociagdo com aparede
celular (Bewley, 1997).

Spyropoulos & Lambiris (1980) constataram que
em sementes de Ceratonia siliqua o crescimento do eixo
embrion&rio, o decréscimo damatéria secatotal e afor-
macdo de amido correlacionaram-se com o decréscimo
de galactomanano. Entretanto, a atividade dea-galacto-
sidase embrionariando foi afetadasignificativamente. Os
teores de agUcares solGveis nos cotilédones foram altos
guando as sementes estiveram sob estresse hidrico,
especia mente devido ao ato teor de gal actose e manose.

Hulbert et al. (1988) concluiram pela ndo-incor-
poracdo de metionina em proteina durante o estresse
hidrico de sementes de Pinus taeda. Da mesma forma,
osresultados obtidos por Dell’ aquilla(1992), com semen-
tesdetrigo Triticumaestivum, evidenciaram queasintese
de proteina no eixo embrionario é reduzida quando o
embri&o é submetido ao estresse hidrico. Entretanto, o
bloqueio da germinacdo sob estresse e a subsequiente
recuperacao em agua ndo estdo associados ao bloqueio
ou estimul o a sintese de determinada proteina.

Segundo Klitgaard (1995), Platymiscium pubescens
var. pubescens ocorre na Bahia, no Espirito Santo, no

Distrito Federal eem Minas Gerais. Neste tltimo foi iden-
tificada a presenca da espécie nas cidades de Carangol a,
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Vespasiano, Coronel Pacheco, Jequitiba, Paraopeba,
Lagoa Santa, Caratinga, Ipatinga, Vigosae nasrodovias
Vigosa-Cajuri e Belo Horizonte-Brasilia. A espécie é
identificada pelos nomesdetimburi, timburil ejacarandé
branco. Ainda segundo aautora, o habitat daespécie éo
cerrado, embora Marangon (1999) a identifique como
de floresta estacional semidecidual, ocorrendo em alti-
tudes de 300 a 750 m. De acordo com Klitgaard (1995),
aespécie € de vegetacdo secundariae suamadeiraé usada
para construcdo de moirdo de cerca, além de sua utili-
zacdo como planta ornamental e de reflorestamento.
Segundo Lorenzi (1992), elatambém pode ser usadana
recuperacao de areas degradadas.

Tendo em vistaacarénciadeinformagdesfisiol 6gi-
cas e bioquimicas concernentes a germinagao das semen-
tes de grande parte das espéciesflorestais arboreas nati-
vas, foi desenvolvido o presente traba ho, com o objetivo
de verificar o efeito do osmocondicionamento sobre os
mecanismos fisiol égicos envolvidos na germinagdo de
sementes de Platymi scium pubescens (tamboril-da-mata).

2.MATERIAL E METODOS

O fruto de Platymiscium pubescens Micheli
(tamboril-da-mata) é umasémara, contendo umasemente
envolta por tecido duro e asa membranécea. O embri&o
€ envolto por umamembrana, conformeaFigural.
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Figura 1 — Frutos e partes da semente (membrana,
cotilédone e eixo embrionario) de Platymiscium
pubescens (tamboril-da-mata).

Figure 1 - Fruits and seed parts (membrane, cotyledone
and embrionic axis) of Platymiscium pubescens
(tamboril-da-mata).
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Sementes colhidas de quatro arvores foram colo-
cadas para embeber em solucdo de polietilenoglicol
(PEG, p.m. 6.000), nos potenciais de -0,2, -0,4 e
-0,6 MPA, eatestemunhafoi colocada somente em gua
destilada, por 120 horas, colhendo-se amostras a cada
24 horas, para determinagéo de umidade. Esta determi-
nacdo foi feita todos os dias, em estufa a 105 °C por
24 horas. Foram utilizadastrés repeti ¢des de 20 sementes
cada. Durante aretiradade amostras procurou-se verificar
aocorrénciade sementes germinadas em cada potencial.
N&o se detectando germinagdo em -0,4 e -0,6 MPa, as
sementes foram entdo colocadas para embeber nesses
potenciais por 96 e 120 horas, a temperatura de 25 °C.
Em seguida, foram lavadas ao final de cada tempo e
colocadas para germinar @ mesma temperatura, sob
iluminac&o constante, proporcionada por oito |ampadas
fluorescentes OSRAM, de40 W, tipo luz do diaespecial .
A cadahorafoi feitacontagem de sementes germinadas.
Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentavam protusdo deradicula. Utilizaram-se cinco
repeticdes com 20 sementes cada, para cadatratamento.

O comprimento e as massas dos embrides frescos e
secos de sementes colocadas em solucéo de PEG -
0,4 MPa foram avaliados em amostras colhidas com
tempos zero, 72 e 120 horas de embebicdo. Asavaliacles
dos comprimentos dos embrides foram feitas antes de
serem |levados paraaestufa, utilizando-se um ampliador
fotogréfico e curvimetro. Asmatérias secasforam avalia-
das ap0ds secagem dos embrides em estufa a 45 °C, por
48 horas. Todas as quantificacfes foram feitas em cinco
repeticdes de 20 sementes.

A extragao de proteinafoi feita em embrides man-
tidos em solucdo de PEG -0,4 M Pa, pelo periodo de zero
a120 horas, segundo Alfenaset a. (1991). Utilizou-se 0
tampéo TRIS-HCI, 0,1 M, pH 7,5 como solugéo de extra-
¢30. A quantificagdo foi feitaconforme Bradford (1976),
utilizando-se a albumina de serum bovina (BSA) como
padrdo de proteina. Foram feitas cinco repeticoes, cada
umaem duplicata.

A extragdo e a determinacéo de atividade de
a-galactosidadase foram feitas segundo Rezende (1998),
com modificactes. O extrato foi obtido ao macerar 50 mg
de embrites mantidos em PEG -0,4 MPa pelo periodo
de 72 2120 horasem 1,5 ml de tamp&o acetato de sddio
100 mM pH 5,0 e centrifugado sob refrigeracdo a
13.000 rpm, por 60 segundos. A quantificacdo de
a-galactosidadase foi feita com adicéo de p-nitrofenil
galactopiranosideo (pNPGal) 2,0 MM ao extrato
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enzimético, seguida de incubagdo em banho-maria, a
37 °C, por 30 minutos. Acrescentou-se 1,0 ml de
carbonato de sodio 0,5 M para paralisar a reagdo. A
leiturafoi feitano comprimento de onda de 410 nm. Os
valores de absorbancia foram transformados em
micromoles de p-NB, utilizando-se uma curva-padréo.
Uma unidade da atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzimanecessariaparaproduzir 1,0 mM
de p-NP por minuto, nas condi¢Bes do ensaio. Foram
reali zadas trés repeti ¢cdes de medidas de atividade de cada
enzima.

Os embriBes originados de sementes mantidas em
solucdo de PEG -0,4 MPa por zero, 72 e 120 horas
tiveram amembrana que os recobre retirada e submetida
ou ndo alavagem com égua deionizada, quantificando-
se suacomposi ¢8o apos preparagdo dos alditdis acetatos.

A extracdo de parede celular easeparacdo de pectina
e hemicelulose foram feitas conforme descrito por Carpita
& Gilbeaut (1993), sendo preparados alditis acetatos
para andlise de agUcares redutores em cromatografia
gasosa. Foram feitas quatro repeticdes de cada extragéo
equantificagao.

As extragdes de agUcares redutores e oligossa-
carideos do embri&o e dos cotilédones foram feitas
conforme metodol ogia descrita por Black et al. (1996),
com modificagtes: o material seco e moido foi homoge-
neizado com etanol 80% a 75 °C, por 30 minutos, sendo
em seguida centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm.
O sobrenadante foi separado, e homogeneizou-se o
precipitado com etanol 80% por mais cinco vezes. Os
sobrenadantes foram misturados e secos totalmente,
ressuspendendo-se com 1,0 ml de &guaultrapura. Retirou-
se 0,5 ml, quefoi usado para preparo do aditol acetato.
O restante da amostra foi utilizado para quantificagdo
dos oligossacarideos.

As digestdes da membrana, da hemicelulose e da
pectina foram feitas conforme metodol ogia descritaem
Borgeset a. (2000) e aquantificagdo dos aguicares redu-
tores, conforme Englyst & Cummings (1984). Utilizou-se
cromatografo a gas Shimadzu GC14-A, equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID), acoplado a um
registrador e integrador C-R6A chromatopac. Utilizou-
se colunamoderadamente polar, 50% de cianopropilfenil-
dimetilsiloxane. O fluxo de gas foi de 0,25 ml/min. As
temperaturas do injetor, do detector e da coluna foram
250, 220 e 275 °C, respectivamente. A raz&o de divisdo
foi de /40, tendo sido injetado 1,0 ml de aditol acetato.
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Os oligossacarideos foram quantificados apos
passagem das amostras em coluna sep-pak C-18 e, apbs
reducdo de volume, injetados 20 m em cromatografia
liquidade alto desempenho (HPL C) Shimadzu, equipado
com coluna aminex HPX-42C,de 300 mm X 7,8 mm,
tendo aagua como fase mével, com fluxo de 0,6 mi/min.
O aparelho estéd equipado com detetor de indice derefra-
¢ao.

Todos os experimentos foram estabelecidos no
delineamento inteiramente casualizado. Asdeterminagtes
deteor de umidade e atividade daa-gal actosidasetiveram
trés repeticdes, enquanto aquel es correspondentes a maté-
riafresca e seca e ao comprimento do eixo embrionario
tiveram cinco repeti¢cGes. As caracteristicas avaliadas
foram submetidas aos testes de normalidade dos dados e
de homogeneidade de variéncia e posteriormente sub-
metidasaandisedevarianciae ao teste F, a1% de proba-
bilidade. As equacGes de regressio nao foram ajustadas
pelo fato de se ter apenas trés pontos (zero, trés e cinco
dias). Os experimentos de membrana foram instalados
no esquema fatorial 2 X 3 (sem e com lavagem e trés
tempos: zero, 72 e 120 horas), com quatro repeticoes.
Osdados de agUcares redutores foram submetidos ao teste
de homogeneidade e normalidade e, em seguida, proce-
deu-seaandlise devarianciae ao teste F, a1% de proba-
bilidade. Todas as andlises foram realizadas utilizando-
se 0 Sistema de Andlise Estatistica (SAEG, versdo 8.X,
Universidade Federal de Vicosa).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Observa-se no Quadro 1 que houve rapida embe-
bic&o das sementes, tanto na &gua quanto nas solugdes
de PEG, nasprimeiras 24 horas. Enquanto a estabilizagéo
da umidade das sementes mantidas em agua ocorre em
96 horas, aguel as mantidas nos potenciais-0,4 e-0,6 MPa
o fizeram em 24 horas e no potencia de -0,2 MPa, em
48 horas. Houve 30% de germinacdo nas sementes
mantidas em &gua por 120 horas, alcangando 67% em
144 horas, indicando que €elas alcangaram nivel critico
deumidade, o quelhes permitiu germinar. Por outro lado,
n&o se observou germinagdo das sementes mantidas em
solugbes de PEG, em todos os potenciais. Vé-se pela
Figura 2 que as sementes alcangaram teor de umidade
que lhes permitiu germinar somente quando transferidas
paraagua. O potencial de-0,4 MPapor 120 horas esti-
mulou claramente a germinag&o em relacdo aos demais,
0 que permitiu alcancar 60% de germinacdao em
300 minutos. Quando o osmocondicionamento em -0,4
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e -0,6 MPafoi feito por 120 horas, a similaridade da
porcentagem de germinacdo foi somente verificada nos
primeiros 180 minutos, com incremento superior aos
demais tratamentos. O tratamento no potencia de
-0,6 MP&a/120 horas representou maior incremento na
germinagao nos primeiros 180 minutos.

As sementes mantidas em solugdes de potencial
-0,4 MPapor 120 horastiveram amatériafrescadobra-
danas primeiras 72 horas de germinag&o, estabilizando-
se em seguida (Figura 3, Quadro 2). O comprimento ea
massa fresca dos embrides tiveram incrementos signifi-
cativos nas 120 horas de embebi ¢do na solugéo de PEG.
A massa frescamostrou clarareducéo nataxade cresci-
mento apos 72 horas. Assim, a germinacdo observada

607

guando as sementes sdo transferidas paradguase deve a
pré-expansdo do embri&o, em parte ocasionada peladgua
absorvida. De maneira similar, Borges et a. (2001),
estudando sementes de Senna macranthera durante o
periodo inicial de germinagao, verificaram que amassa
fresca apresentou pequeno aumento, enguanto o compri-
mento do embrido aumentou nas primeiras 24 horas,
estabilizando-se em seguida. Houve pequenareducdo no
massa seca. Em trabalhos realizados com sementes de
Zea mays por Garcia et a. (1995), néo foi constatado
sinal dedivisdo celular durante o osmocondicionamento.
Entretanto, ao serem transferidas para agua houve
aumento dedivisdo celular ede sintesede ADN, supondo-
se gque ambas as atividades sio eventos especificos da
germinagéo daquel a espécie.

Quadro 1 - Teor de umidade (%) em sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em solucdes de diferentes

potenciais osmoticos

Table 1 — Seed water content (%) of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) in solutions with different osmotic

potentials
Potencial Tempo (h)
(MPa) 0 24 48 72 96 120
Agua 12,68+1,59 58,16+7,90 63,30+0,27 68,83+0,71 72,88+1,28 69,26+0,16
-0,2 12,68+1,59 58,37+1,00 62,39+0,06 63,31+1,03 62,99+1,42 57,73+0,22
0,4 12,68+0,59 59,64+5,04 61,63+0,15 60,06+0,51 60,48+0,91 59,39+0,53
-0,6 12,68+1,59 57,65+0,15 58,66+1,00 57,01+0,63 57,72+0,78 56,23+0,15
70
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& 40
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180 240 300
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Médias no tempo de 300 minutos seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tuckey (P<0,01).
Means at last time followed by a common letter are not significantly different by the Tuckey test (P<0,01).

Figura 2— Germinacdo acumulada de sementes de tamboril-da-mata Platymiscium pubescens) apds osmocondicionamento
em solucdo de PEG. Concentracdo/tempo de permanéncia em solucéo de PEG: -0,4 MPa/4d:0 ; -0,4 MPa/5dm; -0,6 MPa/4d:

0O;-0,6 MPa/5d:@ .

Figure 2- Cumulative germination of seeds of tamboril-da-mata Platymiscium pubescens) after osmoconditioning in PEG
solution. Concentration/time in PEG solution: -0.4 MP/4d:; -0.4 MPa/5d:m,-0,6 MPa/4d:O, -0.6 MPa/5d.@.
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Figura 3 — Comprimento e massas fresca e seca de embrides de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) durante o
osmocondiciomento em solugdo de PEG (-0,4 MPa). Massa fresca: O; massa seca: O; comprimento: D.

Figure 3 - Seed length and fresh and dry matters of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) during osmoconditioning
in PEG solution (-0.4 MPa). Fresh matter: O, dry matter: O; length: D.

Quadro 2 - Resumo da analise de variancia de massas fresca e seca e do comprimento de embrides de tamboril-da-mata

(Platymiscium pubescens)

Table 2 - Summary of ANOVA of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)embryo length and fresh and dry matters

A/ GL Quadrado Médio
Peso Fresco Peso Seco Comprimento
Tempo 2 0,6732.10%* 0,1447.10"ns 0,9706.10%*
Residuo 12 0,2151.10* 0,6533.10° 0,7019.10°
CV (%) - 4,42 4,46 3,62

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

A andlise das alteracBes na composicdo da mem-
brana que recobre o embrido mostra que os teores dos
acUcares arabinose e xilose reduziram-se significativa-
mente quando as sementes foram mantidas por 120 horas
em solugdo de PEG, seguidas de lavagem (Quadro 3).
Somente agalactose ndo foi detectada naqueletempo. A
arabinose mostra-se como a principal constituinte da
membrana. E interessante ressaltar adiferencanacompo-
si¢do da membrana com e sem lavagem em agua antes
das andlises. Todos os aglcares analisados nas mem-
branas sem lavagem tiveram aumentos nos seus teores,
quando no PEG, indicando erradamente aumento nos seus
teores como deposi¢do na membrana. Esses resultados
permitem depreender que durante o periodo de embe-
bicdo ha remocgdo de aglcares do eixo embrionério ou
dos cotilédones, que ficam retidos na membrana. Com-
parando esses dados com aquel es daFigura 4, percebe-se

R. Arvore, Vigosa-MG, v.26, n.5, p.603-613, 2002

gue a atividade da enzima a-gal actosidase no embri&o,
quando no PEG, mantém-se constante nas primeiras
96 horas, aumentando em seguida. A andlise estatistica
mostrou que houve diferenca significativa a 1% de
probabilidade, na atividade da enzima, entre os tempos
deavaliacéo. Entretanto, aatividade daenzimanéo parece
ser 0 provavel componente metabdlico quejustificariaa
reducdo nagal actose damembrana. E interessante ressal -
tar que testes realizados n&o indicaram a presenca da
enzimanamembrana, havendo anecessidade dapresenca
do embrido para essa atividade ou mesmo a sintese de
umaisoenzima de a-gal actosi dase especificaparaatuar
namembrana.

Considerando os val ores dos aglicares redutores da

parede celular do embrido (Quadros 4 e 5, Figura 5),
conclui-se que aativagdo de a-galactosidase (Figura4),
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muito emboratenhamostrado diferengasignificativaao
longo de 120 horas de observacdo, ndo parece ser em
nivel de parede celular, pois a andlise estatistica nao
detectou diferenca significativa entre os trés tempos de
avaliagdo de galactose na fragdo péctica ou hemicelu-
l6sica. Observa-se que houve aumentos significativos
paraaramnose, arabinose e xilose nafracdo péctica, per-
cebendo-se que ha deposi¢éo de aglicares redutores com
a permanéncia em solucdo de PEG, especialmente em
relacdo a arabinose, que apresentou aumento mais que

Quadro 3 - Teores de aglcares redutores (mgA matéria
seca) em membrana de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) em solucdo de PEG (-0,4 MPa)

Table 3 - Membrane reducing sugar contents (mg/g dry
matter) in seeds of tamboril-da-mata (Platymiscium
pubescens) in PEG solution (-0.4 MPa)

Aclcar Ignag)o Sem Lavagem Com Lavagem
0 16,99 A 12,42B
Ramnose 3 16,14 A 13,19B
5 22,53A 10,63 B
0 34,68A 35,18A
Arabinose 3 40,71 A 37,22 A
5 55,47 A 30,63B
0 12,07 A 11,58 A
Xilose 3 1250 A 11,13B
5 15,16 A 10,31 B
0 13,63 12,50 (3)
Galactose 3 14,23 12,81 (2)
5 18,64

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisti-
camente pelo teste F (P<0,05).

Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de repeticdes.
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dobrado nas primeiras 72 horas. Também chamaaaten-
¢a0 a auséncia da glicose na fragdo péctica. O compor-
tamento desse aglicar na hemicelulose é semelhante aos
demais, na mesma fragdo, cujas variagdes ao longo do
tempo ndo diferiram significativamente (Quadro 4), com
excegdo daramnose, que apresentou decréscimo signifi-
cativo em seu contedido, em PEG. A manose apareceu na
fragdo hemicelulose somente com 120 horas de embe-
bicdo em solugdo de PEG, com valor de 0,15 mg/g de
massa seca. Assim, conclui-se que ha deposicéo de agu-
cares naparede celular (Quadro 5), muito emboranéo se
perceba aumento significativo no mesmo (Figura 3).
Resultados obtidos por Qoutaet a. (1999) com sementes
de Brassica oleracea mostram que houve pequeno
aumento de aglicar depositado na parede somente apés a
retirada do meio osmdtico.

2,50

2,00 L)

W

1,50

1,00

0,50

Atividade (micromol/min/ml)

0,00
0 24 48 72 96 120

Tempo em solugdo de PEG (h)

Figura 4- Atividades dea-galactosidase em embrides de
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidos em
solucéo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 4- Embryoa-galactosidase activity of tamboril-da-
mata (Platymiscium pubescens) kept in PEG solution
(-0.4 MPa).

Quadro 4 - Resumo da analise de variancia de teores de aclcares redutores (mgA massa seca) na pectina e hemicelulose
de parede celular de embrides de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidas em solucdo de PEG (-0,4 MPa)

Table 4 — ANOVA summary in the cellular wall reducing sugar contents (mg/ g dry matter) of pectine and hemicellulose in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) embryos, keptin PEG solution (-0.4 MPa)

A GL Quadrado Médio

Ramnose Arabinose Xilose Gdactose Glicoe
Tempo 2 0,2861.10% 0,1143* 0,4780.10% 0,7707.10%ns -
Residuo 9 Pectina 0,5033.10° 0,0239 0,8589.10° 0,2622.10 -
CV (%) - 24,29 36,99 25,07 32,11 -
Tempo 2 0,1286.10%* 0,1120.10"ns 0,1117.10°ns 0,1264.10"'ns 0,0499ns
Residuo 9 Hemi-celulose 0,1872.10° 0,8263.10° 0,4008.102 0,8508.10° 0,0318
CV (%) - 9,51 20,18 17,98 35,10 37,70

* Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5 - Teores médios de acuUcares redutores (mgA massa seca) da parede celular de embrido de sementes de tamboril-
da-mata (Platymiscium pubescens) em solugcdo de PEG (-0,4 MPa)
Table 5 — Mean contents of cell wall reducing sugars (mg/ g dry matter) in tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)

embryos kept in PEG solution (-0.4 MPa)

Componentes Tempo (h) Ramnose Arabinose Xilose Galactose Glicose
0 0,062 0,224 0,077 0,109 -
Pectina 72 0,104 0,494 0,133 0,186 -
120 0,111 0,535 0,141 0,184 -
0 0,159 0,485 0,357 0,286 0,468
Hemicelulose 72 0,150 0,390 0,334 0,199 0,346
120 0,124 0,477 0,366 0,304 0,569

Analisando-se os aglicares redutores nos cotil édones
e no eixo embriondrio ndo se detectou a presencga de
nenhum outro aglicar que ndo aglicose (Figura6). Esta,
por suavez, decresceu significativamente em ambos os
compartimentos nas primeiras 96 horas no PEG, com
tendéncia de aumento em seguida. Como a utilizagdo
desse agUcar pela deposicdo na parede celular ndo foi
proporciona a sua degradagdo, pode-se supor que ele
foi utilizado em outras fungdes, como a respiracéo, por
exemplo, ndo ocorrendo sua retencdo pela membrana
(Quadro 3). Ndo deixa de ser intrigante o fato de se
detectar apresencade um Unico aglcar redutor em ambos
compartimentos. Provavelmente el e exerce funcéo osmoé-
tica, permitindo maior absorcéo de dguanafaseinicial
de embebicdo.

Osteores de oligossacarideos nos cotilédones estéo
naFigura7. Vé-se que asacarose € 0 maior componente
entre os demais, apresentando reducdo significativa

IN)
38

@
g l {( =15090 - 0,01627 **T + 0,00009541 * *Tz R2 = 0,94
S 150
£
g 100 ) .\o———o——/.
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3
= 000 ; ‘
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Figura 6 — Teores de glicose (mg/g massa seca) em sementes
de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em
solucéo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 6 — Glucose content (mg/g dry matter) in tamboril-
da-mata (Platymiscium pubescens) seeds in PEG
solution (-0,4 MPa).
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durante o periodo em que as sementes estiveram na
solucdo do PEG. Né&o se observaram maiores variagoes
na concentracdo da rafinose durante as primeiras
96 horas, porém €ela foi inteiramente consumida em
120 horas. O seu destino é desconhecido, tendo em vista
que afrutose ndo foi detectada em nenhuma amostra de
qualquer tempo de embebicdo. A glicose, por sua vez,
teve suaconcentracdo decrescente apartir dasprimeiras
24 horas (Figura 6). A galactose poderia ter sido
incorporada, em parte, na parede celular, onde ndo se
detectaram variagdes significativas nem napectinae nem
na hemicelulose (Quadro 4), mas apresentou tendéncia
de aumento na membrana (Quadro 3), naquelas nao
lavadas, em 120 horas, e desapareceu nas lavadas, no
mesmo tempo, mostrando claramente que foi eliminada
durante o tempo de embebicdo. Os valores de estaquiose
decresceram significativamente durante o periodo em que
esteve no PEG. Desta forma, a estaquiose e a sacarose
mostraram ser 0s primeiros oligossacarideos utilizados
durante a pré-emergéncia da radicula. Observa-se que
ndo existe um padréo de comportamento entre as dife-
rentes espécies, quanto ao consumo de oligossacarideos
ede aglcares redutores. Diferentemente do tamboril-da-
mata, sementes de Brassica campestris (Baleroni et al .,
1997) e de Dimorphandra mollis (Buckeridge et a. 1995)
degradam sacarose, rafinose e estaquiose antes da
protusdo daradicula. Em sementes de Pinuslambertiana,
observou-se que no inicio da embebicdo a sacarose
aumentou 50%, a estaquiose decresceu e aglicose aumen-
tou. A rafinose decresceu somente apds a germinagdo
(Murphy & Hammer, 1988). Em sementes de Senna
macranthera, a concentragdo de acUcares redutores
permaneceu constante, enquanto o teor de amido dimi-
nuiu (Borgeset al., 2001).Uma parte do desaparecimento
dosaglcares pode ser explicada pelasuposi¢éo de Jensen
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Figura 7 — Teores de oligossacarideos (mg/g massa seca) em
cotilédones de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) em solugdo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 7 — Cotyledon oligossacharide contents (mg/g dry

matter) in tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)
seeds kept in PEG solution (-0.4 MPa).

(1985), segundo o qual a rota da biossintese de amino-
acidos arométicos e de fendis depende do metabolismo
do carboidrato como fonte inicial de substrato. Muito
embora o autor ndo apresente dados de tais conversoes
em sementes, 0 mesmo levanta a possibilidade dessa
ocorréncia no cloroplasto de folha. Aparentemente ndo
houve interconversdo acentuada entre aglcares e
proteinas, tendo em vista o decréscimo significativo das
segundas (Figura 8). Diferentemente, Smith & Coob
(1992) verificaram aumento significativo no teor de
proteina durante o osmocondicionamento de sementes

siF

611

de Capsicumannuum. Por outro lado, Qoutaet al. (1999)
somente observaram quedano teor de proteinas apés dois
dias do final da embebicdo, com o que concordam
GARCIA et a. (1995), segundo os quais os embrides de
Zeamayssintetizam ADN, ARN e proteinasem maiores
quantidades apds remogao da solugdo osmética. Segundo
Bray (1995), o tipo de proteinaformada, e ndo ataxade
suaformagdo, seriaresponsavel pelagerminacgéo, o que
foi confirmado por Borges & Borges (1996) com
sementes de Dalbergia nigra, durante o osmocondi-
cionamento, quando ndo encontraram correl agdo entre 0
teor de proteina e agerminagéo das sementes. Por outro
lado, Fujikura & Karssen (1992) verificaram que pro-
teinas relacionadas ao vigor expressam-se mais em
sementes osmocondicionadas, havendo correlacdo entre
essa expresséo e taxa de germinacéo.

6,00 *

4,00

Y =79874- 0,01770 **T R? = 0,65

2,00
1,00
0,00 T T T T T

Teor de proteina (mg/ml)
ol
8

Tempo (h)

Figura 8- Teor de proteina (mg/g massa fresca) em
embrides de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) mantidos em solucédo de PEG
(-0,4 MPa).

Figure 8 - Embryo protein content (mg/g dry matter) in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) seeds kept
in PEG solution (-0.4 MPa).

4. CONCLUSOES

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

- O osmocondicionamento das sementes de
Platysmiscium pubescens provoca entumescimento e
expansdo do eixo embrionario, associado a alteractes
de aglcares redutores na parede celular, resultando em
aumento do comprimento do e xo embrionério.

- Né&o se detectou clara participagéo de proteinas e
modificagdes em mono e oligossacarideos nas alteragdes
fisicas observadas durante o osmocondi cionamento.

R. Arvore, Vigosa-MG, v.26, n.5, p.603-613, 2002
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- A atividade de &galactosidase ndo se mostrou
responsavel pelas alteragdes na composicdo da parede
celular ou nos teores dos agUcares.

- A estaguiose e asacarose mostraram ser os primel-
ros oligossacarideos degradados durante a protusdo da
radicula.
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COMPORTAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES OSMOCONDICIONADAS
DE Platymiscium pubescens Micheli (TAMBORIL-DA-MATA)!

Eduardo Euclydes de Lima e Borges?, Sonia Cristina J.G.A. Perez*, Rita de Cassia Gongalves Borges?,
Sebastido Tavares de Rezende® e Silvana Ribeiro Garcia®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi investigar alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em sementes
osmocondicionadas de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens Micheli). Foram analisados o crescimento do
eixo embrionario, a germinacado, as alteragdes na parede celular, a mobilizagdo de carboidratos e proteinas e a
atividade de a-galactosidase. Observou-se que o teor de umidade das sementes da testemunha aumentou
continuamente até 96 horas de embebig&o, enquanto as mantidas nas solugdes de PEG estabilizaram-se a partir de
48 horas. A germinagdo ocorreu somente nas sementes mantidas em &gua, alcangando 30% em 120 horas. As
sementes mantidas em solugéo-0,4 MPa de PEG por 120 horas tiveram 66% de germinagdo quando transferidas
paraégua, sendo amaior em relacao aos demai s potenciais. A massafresca e o comprimento do embrido aumentaram
significativamente durante o periodo de 120 horas em solugdo de PEG (-0,4 MPa/120 horas), porém a massa seca
teve incremento ndo-significativo. Os teores de arabinose e xilose em membranas lavadas com agua decresceram
significativamente durante o osmocondicionamento. A galactose ndo foi detectada na membrana em 120 horas. A
arabinose mostrou ser a principal constituinte da membrana. A atividade de a-galactosidase mostrou diferenca
significativa durante o periodo de 120 horas. Os teores de ramnose, arabinose e xil ose alteraram-se significativamente
na fragdo péctica, enquanto a ramnose foi a Unica na fragdo hemiceluldsica. A glicose foi detectada somente nessa
Ultima fragdo. Os teores de glicose no embrido e cotilédones alteraram-se significativamente durante o
osmocondicionamento. Os teores de estagquiose e de rafinose ndo tiveram alteragdes significativas nos cotilédones,
enquanto o de sacarose reduziu-se significativamente, mantendo-se mais alto do que os dos outros dois
oligossacarideos. O teor de proteina decresceu significativamente nas 120 horas de osmocondi cionamento. Concluiu-
se que o osmocondicionamento potencializou a germinagdo das sementes durante o processo de embebicao,
resultando em modificagdes da parede celular pela deposicdo de aglicares redutores.

Palavras-chave:  Germinagdo, Platymiscium pubescens, carboidrato, proteina e parede celular.

PHYSIOLOGICAL BEHAVIOR OF OSMOPRIMED SEEDS OF Platymiscium pubescens
Micheli (TAMBORIL-DA-MATA)

ABSTRACT - The objective of this study was to investigate the physiological and biochemical alterations in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) osmoconditioned seeds. Embryonic axis growth, germination, cell
wall changes, carbohydrate and protein content and &-galactosidase activity were analyzed. Seed water content
for control seeds was found to increase continuously throughout 96 hours of imbibition, while those maintained
in the PEG solutions stabilized at 48 hours. Germination occurred only in seeds maintained in water, reaching
30% in 120 hours. The seeds maintained in -0.4 MPa PEG solution for 120 hours showed 66% of germination
when transferred to water, and had the greatest potential. Fresh matter and length increased significantly during
the 120 hour period in PEG solution (-0.4 MP&a/120 hours), while dry matter showed no significant increment.
Arabinose and xilose contentsin water washed-membranes decreased significantly during osmopriming. Galactose

1 Recebido para publicagdo em 2.4.2002.
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was not detected until 120 hours. Arabinose had the largest concentration. The a-galactosidase activity showed
significant activity during the 120 hour period. Ramnose, arabinose and xilose contents changed significantly in
the pectic fraction, while ramnose was the only one in the hemicellulose fraction that showed significant change.
Glucose contents changed significantly during the osmopriming. Staquiose and raffinose contents showed no
significant change, while sucrose content was reduced significantly though maintained higher than the other
oligossacharides during the entire period. Protein contents decreased significantly after 120 hours of osmopriming.
It was concluded that priming caused seed germination by reducing sugar deposition in the cellular wall.

Key words:

1.INTRODUCAO

A germinacdo de sementes € um processo complexo,
€ Seus mecani Smos variam entre espéci es ou mesmo entre
populagdes de mesma espécie (Khatri et al., 1991). O
osmocondicionamento de semente tem sido empregado,
para que 0s mecanismos envolvidos na germinacdo de
diversas espécies sejam entendidos. A solucgéo de polie-
tilenoglicol (PEG) tem sido usada como meio osmaético
para simular o estresse hidrico que ocorre no campo e
que, segundo Baskin & Baskin (1998), poderiainduzir a
dorménciasecundaria. Porém, é necessario que asemente
alcance determinado nivel de umidade, cujo teor é
variavel com aespécie. Khan & Karssen (1980), traba-
Ihando com Chenopodium bonnes-henricus, e Samimy
& Khan (1983), com Rumex crispus, induziram dormén-
ciasecundaria quando as sementes foram submetidas ao
estresse hidrico de-0,86 e-1,57 M Pa, respectivamente.
A condicao hidrica e atemperatura séo dois fatores que
exercem influénciadecisivanamanutencéo do banco de
sementes no solo. A absorcao de umidade pelas sementes
em quantidade suficiente para alcangar nivel minimo
poderia estimular o metabolismo. Entretanto, a baixa
temperatura no solo florestal ndo é adequada para que
ocorraagerminacdo, levando as sementes a dorméncia
secundéria. Assim, elas teriam a potenciagcdo para
germinar, mas teriam de aguardar condicfes térmicas
propicias, que viriam em outra estacdo, ou a queda de
alguma arvore. A dorméncia secundéria asseguraria a
sobrevivéncia nesse periodo. Por outro lado, o periodo
de alta temperatura poderia encontrar as sementes com
baixo teor de umidade, mas com o estimulo metabdlico
pronto para que ocorraagerminagdo em curto espago de
tempo, adequado para vencer a concorréncia com as
demais espécies, pel o osmocondicionamento ocorrido na
estacdo anterior.

Segundo Borges et a. (2001), a germinacdo de
sementes de Senna macranthera ocorre pela expansdo
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celular. Os autores verificaram que ndo ha alteragdes
significativas nasreservas. Resultados semelhantesforam
encontrados por Armstrong & Mcdonald (1992) em
sementes de soja, cujos comprimentos e a matéria seca
daradiculae daplumulaaumentaram apds 0 osmocondi-
cionamento.

Toorop et a. (2000) concluiram que a germinagédo
de sementes de Lycopersicon esculentum ocorriadevido
ao enfraquecimento mecanico do endosperma, permi-
tindo que aradicula o rompesse. Muito embora alguns
autores tenham tentado relacionar o enfraguecimento
mecanico de tegumento com aatividade de enzimas, em
poucas espéciestem havido essaassociagdo com aparede
celular (Bewley, 1997).

Spyropoulos & Lambiris (1980) constataram que
em sementes de Ceratonia siliqua o crescimento do eixo
embrion&rio, o decréscimo damatéria secatotal e afor-
macdo de amido correlacionaram-se com o decréscimo
de galactomanano. Entretanto, a atividade dea-galacto-
sidase embrionariando foi afetadasignificativamente. Os
teores de agUcares solGveis nos cotilédones foram altos
guando as sementes estiveram sob estresse hidrico,
especia mente devido ao ato teor de gal actose e manose.

Hulbert et al. (1988) concluiram pela ndo-incor-
poracdo de metionina em proteina durante o estresse
hidrico de sementes de Pinus taeda. Da mesma forma,
osresultados obtidos por Dell’ aquilla(1992), com semen-
tesdetrigo Triticumaestivum, evidenciaram queasintese
de proteina no eixo embrionario é reduzida quando o
embri&o é submetido ao estresse hidrico. Entretanto, o
bloqueio da germinacdo sob estresse e a subsequiente
recuperacao em agua ndo estdo associados ao bloqueio
ou estimul o a sintese de determinada proteina.

Segundo Klitgaard (1995), Platymiscium pubescens
var. pubescens ocorre na Bahia, no Espirito Santo, no

Distrito Federal eem Minas Gerais. Neste tltimo foi iden-
tificada a presenca da espécie nas cidades de Carangol a,
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Vespasiano, Coronel Pacheco, Jequitiba, Paraopeba,
Lagoa Santa, Caratinga, Ipatinga, Vigosae nasrodovias
Vigosa-Cajuri e Belo Horizonte-Brasilia. A espécie é
identificada pelos nomesdetimburi, timburil ejacarandé
branco. Ainda segundo aautora, o habitat daespécie éo
cerrado, embora Marangon (1999) a identifique como
de floresta estacional semidecidual, ocorrendo em alti-
tudes de 300 a 750 m. De acordo com Klitgaard (1995),
aespécie € de vegetacdo secundariae suamadeiraé usada
para construcdo de moirdo de cerca, além de sua utili-
zacdo como planta ornamental e de reflorestamento.
Segundo Lorenzi (1992), elatambém pode ser usadana
recuperacao de areas degradadas.

Tendo em vistaacarénciadeinformagdesfisiol 6gi-
cas e bioquimicas concernentes a germinagao das semen-
tes de grande parte das espéciesflorestais arboreas nati-
vas, foi desenvolvido o presente traba ho, com o objetivo
de verificar o efeito do osmocondicionamento sobre os
mecanismos fisiol égicos envolvidos na germinagdo de
sementes de Platymi scium pubescens (tamboril-da-mata).

2.MATERIAL E METODOS

O fruto de Platymiscium pubescens Micheli
(tamboril-da-mata) é umasémara, contendo umasemente
envolta por tecido duro e asa membranécea. O embri&o
€ envolto por umamembrana, conformeaFigural.
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Figura 1 — Frutos e partes da semente (membrana,
cotilédone e eixo embrionario) de Platymiscium
pubescens (tamboril-da-mata).

Figure 1 - Fruits and seed parts (membrane, cotyledone
and embrionic axis) of Platymiscium pubescens
(tamboril-da-mata).
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Sementes colhidas de quatro arvores foram colo-
cadas para embeber em solucdo de polietilenoglicol
(PEG, p.m. 6.000), nos potenciais de -0,2, -0,4 e
-0,6 MPA, eatestemunhafoi colocada somente em gua
destilada, por 120 horas, colhendo-se amostras a cada
24 horas, para determinagéo de umidade. Esta determi-
nacdo foi feita todos os dias, em estufa a 105 °C por
24 horas. Foram utilizadastrés repeti ¢des de 20 sementes
cada. Durante aretiradade amostras procurou-se verificar
aocorrénciade sementes germinadas em cada potencial.
N&o se detectando germinagdo em -0,4 e -0,6 MPa, as
sementes foram entdo colocadas para embeber nesses
potenciais por 96 e 120 horas, a temperatura de 25 °C.
Em seguida, foram lavadas ao final de cada tempo e
colocadas para germinar @ mesma temperatura, sob
iluminac&o constante, proporcionada por oito |ampadas
fluorescentes OSRAM, de40 W, tipo luz do diaespecial .
A cadahorafoi feitacontagem de sementes germinadas.
Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentavam protusdo deradicula. Utilizaram-se cinco
repeticdes com 20 sementes cada, para cadatratamento.

O comprimento e as massas dos embrides frescos e
secos de sementes colocadas em solucéo de PEG -
0,4 MPa foram avaliados em amostras colhidas com
tempos zero, 72 e 120 horas de embebicdo. Asavaliacles
dos comprimentos dos embrides foram feitas antes de
serem |levados paraaestufa, utilizando-se um ampliador
fotogréfico e curvimetro. Asmatérias secasforam avalia-
das ap0ds secagem dos embrides em estufa a 45 °C, por
48 horas. Todas as quantificacfes foram feitas em cinco
repeticdes de 20 sementes.

A extragao de proteinafoi feita em embrides man-
tidos em solucdo de PEG -0,4 M Pa, pelo periodo de zero
a120 horas, segundo Alfenaset a. (1991). Utilizou-se 0
tampéo TRIS-HCI, 0,1 M, pH 7,5 como solugéo de extra-
¢30. A quantificagdo foi feitaconforme Bradford (1976),
utilizando-se a albumina de serum bovina (BSA) como
padrdo de proteina. Foram feitas cinco repeticoes, cada
umaem duplicata.

A extragdo e a determinacéo de atividade de
a-galactosidadase foram feitas segundo Rezende (1998),
com modificactes. O extrato foi obtido ao macerar 50 mg
de embrites mantidos em PEG -0,4 MPa pelo periodo
de 72 2120 horasem 1,5 ml de tamp&o acetato de sddio
100 mM pH 5,0 e centrifugado sob refrigeracdo a
13.000 rpm, por 60 segundos. A quantificacdo de
a-galactosidadase foi feita com adicéo de p-nitrofenil
galactopiranosideo (pNPGal) 2,0 MM ao extrato

R. Arvore, Vigosa-MG, v.26, n.5, p.603-613, 2002



606

enzimético, seguida de incubagdo em banho-maria, a
37 °C, por 30 minutos. Acrescentou-se 1,0 ml de
carbonato de sodio 0,5 M para paralisar a reagdo. A
leiturafoi feitano comprimento de onda de 410 nm. Os
valores de absorbancia foram transformados em
micromoles de p-NB, utilizando-se uma curva-padréo.
Uma unidade da atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzimanecessariaparaproduzir 1,0 mM
de p-NP por minuto, nas condi¢Bes do ensaio. Foram
reali zadas trés repeti ¢cdes de medidas de atividade de cada
enzima.

Os embriBes originados de sementes mantidas em
solucdo de PEG -0,4 MPa por zero, 72 e 120 horas
tiveram amembrana que os recobre retirada e submetida
ou ndo alavagem com égua deionizada, quantificando-
se suacomposi ¢8o apos preparagdo dos alditdis acetatos.

A extracdo de parede celular easeparacdo de pectina
e hemicelulose foram feitas conforme descrito por Carpita
& Gilbeaut (1993), sendo preparados alditis acetatos
para andlise de agUcares redutores em cromatografia
gasosa. Foram feitas quatro repeticdes de cada extragéo
equantificagao.

As extragdes de agUcares redutores e oligossa-
carideos do embri&o e dos cotilédones foram feitas
conforme metodol ogia descrita por Black et al. (1996),
com modificagtes: o material seco e moido foi homoge-
neizado com etanol 80% a 75 °C, por 30 minutos, sendo
em seguida centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm.
O sobrenadante foi separado, e homogeneizou-se o
precipitado com etanol 80% por mais cinco vezes. Os
sobrenadantes foram misturados e secos totalmente,
ressuspendendo-se com 1,0 ml de &guaultrapura. Retirou-
se 0,5 ml, quefoi usado para preparo do aditol acetato.
O restante da amostra foi utilizado para quantificagdo
dos oligossacarideos.

As digestdes da membrana, da hemicelulose e da
pectina foram feitas conforme metodol ogia descritaem
Borgeset a. (2000) e aquantificagdo dos aguicares redu-
tores, conforme Englyst & Cummings (1984). Utilizou-se
cromatografo a gas Shimadzu GC14-A, equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID), acoplado a um
registrador e integrador C-R6A chromatopac. Utilizou-
se colunamoderadamente polar, 50% de cianopropilfenil-
dimetilsiloxane. O fluxo de gas foi de 0,25 ml/min. As
temperaturas do injetor, do detector e da coluna foram
250, 220 e 275 °C, respectivamente. A raz&o de divisdo
foi de /40, tendo sido injetado 1,0 ml de aditol acetato.
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Os oligossacarideos foram quantificados apos
passagem das amostras em coluna sep-pak C-18 e, apbs
reducdo de volume, injetados 20 m em cromatografia
liquidade alto desempenho (HPL C) Shimadzu, equipado
com coluna aminex HPX-42C,de 300 mm X 7,8 mm,
tendo aagua como fase mével, com fluxo de 0,6 mi/min.
O aparelho estéd equipado com detetor de indice derefra-
¢ao.

Todos os experimentos foram estabelecidos no
delineamento inteiramente casualizado. Asdeterminagtes
deteor de umidade e atividade daa-gal actosidasetiveram
trés repeticdes, enquanto aquel es correspondentes a maté-
riafresca e seca e ao comprimento do eixo embrionario
tiveram cinco repeti¢cGes. As caracteristicas avaliadas
foram submetidas aos testes de normalidade dos dados e
de homogeneidade de variéncia e posteriormente sub-
metidasaandisedevarianciae ao teste F, a1% de proba-
bilidade. As equacGes de regressio nao foram ajustadas
pelo fato de se ter apenas trés pontos (zero, trés e cinco
dias). Os experimentos de membrana foram instalados
no esquema fatorial 2 X 3 (sem e com lavagem e trés
tempos: zero, 72 e 120 horas), com quatro repeticoes.
Osdados de agUcares redutores foram submetidos ao teste
de homogeneidade e normalidade e, em seguida, proce-
deu-seaandlise devarianciae ao teste F, a1% de proba-
bilidade. Todas as andlises foram realizadas utilizando-
se 0 Sistema de Andlise Estatistica (SAEG, versdo 8.X,
Universidade Federal de Vicosa).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Observa-se no Quadro 1 que houve rapida embe-
bic&o das sementes, tanto na &gua quanto nas solugdes
de PEG, nasprimeiras 24 horas. Enquanto a estabilizagéo
da umidade das sementes mantidas em agua ocorre em
96 horas, aguel as mantidas nos potenciais-0,4 e-0,6 MPa
o fizeram em 24 horas e no potencia de -0,2 MPa, em
48 horas. Houve 30% de germinacdo nas sementes
mantidas em &gua por 120 horas, alcangando 67% em
144 horas, indicando que €elas alcangaram nivel critico
deumidade, o quelhes permitiu germinar. Por outro lado,
n&o se observou germinagdo das sementes mantidas em
solugbes de PEG, em todos os potenciais. Vé-se pela
Figura 2 que as sementes alcangaram teor de umidade
que lhes permitiu germinar somente quando transferidas
paraagua. O potencial de-0,4 MPapor 120 horas esti-
mulou claramente a germinag&o em relacdo aos demais,
0 que permitiu alcancar 60% de germinacdao em
300 minutos. Quando o osmocondicionamento em -0,4
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e -0,6 MPafoi feito por 120 horas, a similaridade da
porcentagem de germinacdo foi somente verificada nos
primeiros 180 minutos, com incremento superior aos
demais tratamentos. O tratamento no potencia de
-0,6 MP&a/120 horas representou maior incremento na
germinagao nos primeiros 180 minutos.

As sementes mantidas em solugdes de potencial
-0,4 MPapor 120 horastiveram amatériafrescadobra-
danas primeiras 72 horas de germinag&o, estabilizando-
se em seguida (Figura 3, Quadro 2). O comprimento ea
massa fresca dos embrides tiveram incrementos signifi-
cativos nas 120 horas de embebi ¢do na solugéo de PEG.
A massa frescamostrou clarareducéo nataxade cresci-
mento apos 72 horas. Assim, a germinacdo observada

607

guando as sementes sdo transferidas paradguase deve a
pré-expansdo do embri&o, em parte ocasionada peladgua
absorvida. De maneira similar, Borges et a. (2001),
estudando sementes de Senna macranthera durante o
periodo inicial de germinagao, verificaram que amassa
fresca apresentou pequeno aumento, enguanto o compri-
mento do embrido aumentou nas primeiras 24 horas,
estabilizando-se em seguida. Houve pequenareducdo no
massa seca. Em trabalhos realizados com sementes de
Zea mays por Garcia et a. (1995), néo foi constatado
sinal dedivisdo celular durante o osmocondicionamento.
Entretanto, ao serem transferidas para agua houve
aumento dedivisdo celular ede sintesede ADN, supondo-
se gque ambas as atividades sio eventos especificos da
germinagéo daquel a espécie.

Quadro 1 - Teor de umidade (%) em sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em solucdes de diferentes

potenciais osmoticos

Table 1 — Seed water content (%) of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) in solutions with different osmotic

potentials
Potencial Tempo (h)
(MPa) 0 24 48 72 96 120
Agua 12,68+1,59 58,16+7,90 63,30+0,27 68,83+0,71 72,88+1,28 69,26+0,16
-0,2 12,68+1,59 58,37+1,00 62,39+0,06 63,31+1,03 62,99+1,42 57,73+0,22
0,4 12,68+0,59 59,64+5,04 61,63+0,15 60,06+0,51 60,48+0,91 59,39+0,53
-0,6 12,68+1,59 57,65+0,15 58,66+1,00 57,01+0,63 57,72+0,78 56,23+0,15
70
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Médias no tempo de 300 minutos seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tuckey (P<0,01).
Means at last time followed by a common letter are not significantly different by the Tuckey test (P<0,01).

Figura 2— Germinacdo acumulada de sementes de tamboril-da-mata Platymiscium pubescens) apds osmocondicionamento
em solucdo de PEG. Concentracdo/tempo de permanéncia em solucéo de PEG: -0,4 MPa/4d:0 ; -0,4 MPa/5dm; -0,6 MPa/4d:

0O;-0,6 MPa/5d:@ .

Figure 2- Cumulative germination of seeds of tamboril-da-mata Platymiscium pubescens) after osmoconditioning in PEG
solution. Concentration/time in PEG solution: -0.4 MP/4d:; -0.4 MPa/5d:m,-0,6 MPa/4d:O, -0.6 MPa/5d.@.
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Figura 3 — Comprimento e massas fresca e seca de embrides de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) durante o
osmocondiciomento em solugdo de PEG (-0,4 MPa). Massa fresca: O; massa seca: O; comprimento: D.

Figure 3 - Seed length and fresh and dry matters of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) during osmoconditioning
in PEG solution (-0.4 MPa). Fresh matter: O, dry matter: O; length: D.

Quadro 2 - Resumo da analise de variancia de massas fresca e seca e do comprimento de embrides de tamboril-da-mata

(Platymiscium pubescens)

Table 2 - Summary of ANOVA of tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)embryo length and fresh and dry matters

A/ GL Quadrado Médio
Peso Fresco Peso Seco Comprimento
Tempo 2 0,6732.10%* 0,1447.10"ns 0,9706.10%*
Residuo 12 0,2151.10* 0,6533.10° 0,7019.10°
CV (%) - 4,42 4,46 3,62

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

A andlise das alteracBes na composicdo da mem-
brana que recobre o embrido mostra que os teores dos
acUcares arabinose e xilose reduziram-se significativa-
mente quando as sementes foram mantidas por 120 horas
em solugdo de PEG, seguidas de lavagem (Quadro 3).
Somente agalactose ndo foi detectada naqueletempo. A
arabinose mostra-se como a principal constituinte da
membrana. E interessante ressaltar adiferencanacompo-
si¢do da membrana com e sem lavagem em agua antes
das andlises. Todos os aglcares analisados nas mem-
branas sem lavagem tiveram aumentos nos seus teores,
quando no PEG, indicando erradamente aumento nos seus
teores como deposi¢do na membrana. Esses resultados
permitem depreender que durante o periodo de embe-
bicdo ha remocgdo de aglcares do eixo embrionério ou
dos cotilédones, que ficam retidos na membrana. Com-
parando esses dados com aquel es daFigura 4, percebe-se
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gue a atividade da enzima a-gal actosidase no embri&o,
quando no PEG, mantém-se constante nas primeiras
96 horas, aumentando em seguida. A andlise estatistica
mostrou que houve diferenca significativa a 1% de
probabilidade, na atividade da enzima, entre os tempos
deavaliacéo. Entretanto, aatividade daenzimanéo parece
ser 0 provavel componente metabdlico quejustificariaa
reducdo nagal actose damembrana. E interessante ressal -
tar que testes realizados n&o indicaram a presenca da
enzimanamembrana, havendo anecessidade dapresenca
do embrido para essa atividade ou mesmo a sintese de
umaisoenzima de a-gal actosi dase especificaparaatuar
namembrana.

Considerando os val ores dos aglicares redutores da

parede celular do embrido (Quadros 4 e 5, Figura 5),
conclui-se que aativagdo de a-galactosidase (Figura4),
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muito emboratenhamostrado diferengasignificativaao
longo de 120 horas de observacdo, ndo parece ser em
nivel de parede celular, pois a andlise estatistica nao
detectou diferenca significativa entre os trés tempos de
avaliagdo de galactose na fragdo péctica ou hemicelu-
l6sica. Observa-se que houve aumentos significativos
paraaramnose, arabinose e xilose nafracdo péctica, per-
cebendo-se que ha deposi¢éo de aglicares redutores com
a permanéncia em solucdo de PEG, especialmente em
relacdo a arabinose, que apresentou aumento mais que

Quadro 3 - Teores de aglcares redutores (mgA matéria
seca) em membrana de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) em solucdo de PEG (-0,4 MPa)

Table 3 - Membrane reducing sugar contents (mg/g dry
matter) in seeds of tamboril-da-mata (Platymiscium
pubescens) in PEG solution (-0.4 MPa)

Aclcar Ignag)o Sem Lavagem Com Lavagem
0 16,99 A 12,42B
Ramnose 3 16,14 A 13,19B
5 22,53A 10,63 B
0 34,68A 35,18A
Arabinose 3 40,71 A 37,22 A
5 55,47 A 30,63B
0 12,07 A 11,58 A
Xilose 3 1250 A 11,13B
5 15,16 A 10,31 B
0 13,63 12,50 (3)
Galactose 3 14,23 12,81 (2)
5 18,64

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisti-
camente pelo teste F (P<0,05).

Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de repeticdes.
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dobrado nas primeiras 72 horas. Também chamaaaten-
¢a0 a auséncia da glicose na fragdo péctica. O compor-
tamento desse aglicar na hemicelulose é semelhante aos
demais, na mesma fragdo, cujas variagdes ao longo do
tempo ndo diferiram significativamente (Quadro 4), com
excegdo daramnose, que apresentou decréscimo signifi-
cativo em seu contedido, em PEG. A manose apareceu na
fragdo hemicelulose somente com 120 horas de embe-
bicdo em solugdo de PEG, com valor de 0,15 mg/g de
massa seca. Assim, conclui-se que ha deposicéo de agu-
cares naparede celular (Quadro 5), muito emboranéo se
perceba aumento significativo no mesmo (Figura 3).
Resultados obtidos por Qoutaet a. (1999) com sementes
de Brassica oleracea mostram que houve pequeno
aumento de aglicar depositado na parede somente apés a
retirada do meio osmdtico.

2,50

2,00 L)

W

1,50

1,00

0,50

Atividade (micromol/min/ml)

0,00
0 24 48 72 96 120

Tempo em solugdo de PEG (h)

Figura 4- Atividades dea-galactosidase em embrides de
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidos em
solucéo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 4- Embryoa-galactosidase activity of tamboril-da-
mata (Platymiscium pubescens) kept in PEG solution
(-0.4 MPa).

Quadro 4 - Resumo da analise de variancia de teores de aclcares redutores (mgA massa seca) na pectina e hemicelulose
de parede celular de embrides de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) mantidas em solucdo de PEG (-0,4 MPa)

Table 4 — ANOVA summary in the cellular wall reducing sugar contents (mg/ g dry matter) of pectine and hemicellulose in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) embryos, keptin PEG solution (-0.4 MPa)

A GL Quadrado Médio

Ramnose Arabinose Xilose Gdactose Glicoe
Tempo 2 0,2861.10% 0,1143* 0,4780.10% 0,7707.10%ns -
Residuo 9 Pectina 0,5033.10° 0,0239 0,8589.10° 0,2622.10 -
CV (%) - 24,29 36,99 25,07 32,11 -
Tempo 2 0,1286.10%* 0,1120.10"ns 0,1117.10°ns 0,1264.10"'ns 0,0499ns
Residuo 9 Hemi-celulose 0,1872.10° 0,8263.10° 0,4008.102 0,8508.10° 0,0318
CV (%) - 9,51 20,18 17,98 35,10 37,70

* Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5 - Teores médios de acuUcares redutores (mgA massa seca) da parede celular de embrido de sementes de tamboril-
da-mata (Platymiscium pubescens) em solugcdo de PEG (-0,4 MPa)
Table 5 — Mean contents of cell wall reducing sugars (mg/ g dry matter) in tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)

embryos kept in PEG solution (-0.4 MPa)

Componentes Tempo (h) Ramnose Arabinose Xilose Galactose Glicose
0 0,062 0,224 0,077 0,109 -
Pectina 72 0,104 0,494 0,133 0,186 -
120 0,111 0,535 0,141 0,184 -
0 0,159 0,485 0,357 0,286 0,468
Hemicelulose 72 0,150 0,390 0,334 0,199 0,346
120 0,124 0,477 0,366 0,304 0,569

Analisando-se os aglicares redutores nos cotil édones
e no eixo embriondrio ndo se detectou a presencga de
nenhum outro aglicar que ndo aglicose (Figura6). Esta,
por suavez, decresceu significativamente em ambos os
compartimentos nas primeiras 96 horas no PEG, com
tendéncia de aumento em seguida. Como a utilizagdo
desse agUcar pela deposicdo na parede celular ndo foi
proporciona a sua degradagdo, pode-se supor que ele
foi utilizado em outras fungdes, como a respiracéo, por
exemplo, ndo ocorrendo sua retencdo pela membrana
(Quadro 3). Ndo deixa de ser intrigante o fato de se
detectar apresencade um Unico aglcar redutor em ambos
compartimentos. Provavelmente el e exerce funcéo osmoé-
tica, permitindo maior absorcéo de dguanafaseinicial
de embebicdo.

Osteores de oligossacarideos nos cotilédones estéo
naFigura7. Vé-se que asacarose € 0 maior componente
entre os demais, apresentando reducdo significativa

IN)
38

@
g l {( =15090 - 0,01627 **T + 0,00009541 * *Tz R2 = 0,94
S 150
£
g 100 ) .\o———o——/.
S
8 0%
3
= 000 ; ‘
0 50 100 150
Tempo (h)

Figura 6 — Teores de glicose (mg/g massa seca) em sementes
de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em
solucéo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 6 — Glucose content (mg/g dry matter) in tamboril-
da-mata (Platymiscium pubescens) seeds in PEG
solution (-0,4 MPa).

R. Arvore, Vigosa-MG, v.26, n.5, p.603-613, 2002

durante o periodo em que as sementes estiveram na
solucdo do PEG. Né&o se observaram maiores variagoes
na concentracdo da rafinose durante as primeiras
96 horas, porém €ela foi inteiramente consumida em
120 horas. O seu destino é desconhecido, tendo em vista
que afrutose ndo foi detectada em nenhuma amostra de
qualquer tempo de embebicdo. A glicose, por sua vez,
teve suaconcentracdo decrescente apartir dasprimeiras
24 horas (Figura 6). A galactose poderia ter sido
incorporada, em parte, na parede celular, onde ndo se
detectaram variagdes significativas nem napectinae nem
na hemicelulose (Quadro 4), mas apresentou tendéncia
de aumento na membrana (Quadro 3), naquelas nao
lavadas, em 120 horas, e desapareceu nas lavadas, no
mesmo tempo, mostrando claramente que foi eliminada
durante o tempo de embebicdo. Os valores de estaquiose
decresceram significativamente durante o periodo em que
esteve no PEG. Desta forma, a estaquiose e a sacarose
mostraram ser 0s primeiros oligossacarideos utilizados
durante a pré-emergéncia da radicula. Observa-se que
ndo existe um padréo de comportamento entre as dife-
rentes espécies, quanto ao consumo de oligossacarideos
ede aglcares redutores. Diferentemente do tamboril-da-
mata, sementes de Brassica campestris (Baleroni et al .,
1997) e de Dimorphandra mollis (Buckeridge et a. 1995)
degradam sacarose, rafinose e estaquiose antes da
protusdo daradicula. Em sementes de Pinuslambertiana,
observou-se que no inicio da embebicdo a sacarose
aumentou 50%, a estaquiose decresceu e aglicose aumen-
tou. A rafinose decresceu somente apds a germinagdo
(Murphy & Hammer, 1988). Em sementes de Senna
macranthera, a concentragdo de acUcares redutores
permaneceu constante, enquanto o teor de amido dimi-
nuiu (Borgeset al., 2001).Uma parte do desaparecimento
dosaglcares pode ser explicada pelasuposi¢éo de Jensen
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Figura 7 — Teores de oligossacarideos (mg/g massa seca) em
cotilédones de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) em solugdo de PEG (-0,4 MPa).

Figure 7 — Cotyledon oligossacharide contents (mg/g dry

matter) in tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens)
seeds kept in PEG solution (-0.4 MPa).

(1985), segundo o qual a rota da biossintese de amino-
acidos arométicos e de fendis depende do metabolismo
do carboidrato como fonte inicial de substrato. Muito
embora o autor ndo apresente dados de tais conversoes
em sementes, 0 mesmo levanta a possibilidade dessa
ocorréncia no cloroplasto de folha. Aparentemente ndo
houve interconversdo acentuada entre aglcares e
proteinas, tendo em vista o decréscimo significativo das
segundas (Figura 8). Diferentemente, Smith & Coob
(1992) verificaram aumento significativo no teor de
proteina durante o osmocondicionamento de sementes
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de Capsicumannuum. Por outro lado, Qoutaet al. (1999)
somente observaram quedano teor de proteinas apés dois
dias do final da embebicdo, com o que concordam
GARCIA et a. (1995), segundo os quais os embrides de
Zeamayssintetizam ADN, ARN e proteinasem maiores
quantidades apds remogao da solugdo osmética. Segundo
Bray (1995), o tipo de proteinaformada, e ndo ataxade
suaformagdo, seriaresponsavel pelagerminacgéo, o que
foi confirmado por Borges & Borges (1996) com
sementes de Dalbergia nigra, durante o osmocondi-
cionamento, quando ndo encontraram correl agdo entre 0
teor de proteina e agerminagéo das sementes. Por outro
lado, Fujikura & Karssen (1992) verificaram que pro-
teinas relacionadas ao vigor expressam-se mais em
sementes osmocondicionadas, havendo correlacdo entre
essa expresséo e taxa de germinacéo.

6,00 *

4,00

Y =79874- 0,01770 **T R? = 0,65

2,00
1,00
0,00 T T T T T

Teor de proteina (mg/ml)
ol
8

Tempo (h)

Figura 8- Teor de proteina (mg/g massa fresca) em
embrides de sementes de tamboril-da-mata
(Platymiscium pubescens) mantidos em solucédo de PEG
(-0,4 MPa).

Figure 8 - Embryo protein content (mg/g dry matter) in
tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) seeds kept
in PEG solution (-0.4 MPa).

4. CONCLUSOES

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

- O osmocondicionamento das sementes de
Platysmiscium pubescens provoca entumescimento e
expansdo do eixo embrionario, associado a alteractes
de aglcares redutores na parede celular, resultando em
aumento do comprimento do e xo embrionério.

- Né&o se detectou clara participagéo de proteinas e
modificagdes em mono e oligossacarideos nas alteragdes
fisicas observadas durante o osmocondi cionamento.

R. Arvore, Vigosa-MG, v.26, n.5, p.603-613, 2002
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- A atividade de &galactosidase ndo se mostrou
responsavel pelas alteragdes na composicdo da parede
celular ou nos teores dos agUcares.

- A estaguiose e asacarose mostraram ser os primel-
ros oligossacarideos degradados durante a protusdo da
radicula.
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