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ELETROFORESE DE PROTEINAS E ISOENZIMAS EM SEMENTES DE
Copaifera langsdorffii Desf. (LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE)
ENVELHECIDAS ARTIFICIALMENTE!

Dulcinéia de Carvalho?, Robério Anastacio Ferreira®, Luciana Magda de Oliveira*, Alessandro Fabiano de
Oliveira® e Rina Celeste Rodrigues Gemaque®

RESUMO - A eletroforese vem sendo utilizada com a finalidade de auxiliar a avaliagdo da qualidade fisiol6gica
de sementes de espécies florestais, uma vez que respostas mais rapidas podem ser obtidas usando-se marcadores
isoenzimaticos. Sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii) foram submetidas a diferentes tempos de envelhecimento
artificial (0, 24, 48, 72 e 96 horas), em germinador (42 °C e 100% de UR), tendo como objetivo avaliar
as possiveis mudangas nos padrdes eletroforéticos de proteinas e isoenzimas, decorrentes do envelhecimento
artificial. O envelhecimento artificial ocasionou redugéo na germinacgéo e vigor de sementes de C. langsdorffii,
sendo o vigor afetado mais rapidamente. Em relacéo aos padrdes eletroforéticos, ndo houve diferenca significativa
no contetdo de proteinas sollveis e de armazenamento, mas, nas enzimas esterase e peroxidase, verificou-
se reducdo na atividade destas, & medida que as sementes foram envelhecidas.
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PROTEINS AND ISOZYMES ELECTROFORESIS IN SEEDS OF Copaifera
langsdorffii Desf. (LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE) ARTIFICIALLY AGED

ABSTRACT - Electrophoresis has been used to aid the evaluation of physiological seed quality of forest species,
as isozymes provide fast responses. Seeds of copaiba (Copaifera langsdorffii) were artificially aged for O,
24, 48, 72 and 96 hours, in a germination chamber (42° C and 100% UR). The objective of this research
was to evaluate possible changes in the electrophoretic patterns of proteins and isozymes during the artificial
aging. The artificial aging reduced the germination and vigor of C. langsdorffii seeds, but vigor was affected
faster than germination. The electrophoretic patterns showed no difference in the content of soluble and
storage proteins, but for esterase and peroxidase isozymes there was reduction in the activity with aging.

Keywords: Seed germination, artificial aging, electrophoresis and Copaifera langsdorffii.
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1. INTRODUCAO

A eletroforese vem sendo utilizada no estudo de
proteinas e isoenzimas com relagdo ndo apenas as
mudangas na qualidade fisiologica de sementes, mas
também nas regulagdes génica, bioquimica e ontogénica,
entre outros (ISTA, 1992). Na tecnologia de sementes,
uma das maiores dificuldades para avaliar a qualidade
de sementes refere-se ao tempo para execuc¢do dos
testes. Desse modo, novos testes devem ser realizados
para obter resultados efetivos e mais rapidos, na tentativa
de predizer a qualidade dos lotes que chegam ao
laboratério.

Dentre os testes empregados com tal objetivo,
o envelhecimento artificial, utilizando-se alta temperatura
e alta umidade relativa, faz que as sementes passem
por rapida e intensa deterioracdo, propiciando uma
avaliacdo mais rapidamente de sua qualidade fisiolégica,
em relagéo a outros testes (MARCOS FILHO, 1992).
Nesse sentido, o conhecimento do processo de
deterioragdo, envolvendo reacdes em diferentes
intensidades, é fundamental na busca de marcadores
gue revelem, com a maxima seguranca, a condi¢ao do
material examinado (VIEIRA, 1996).

Durante o periodo de armazenamento de sementes,
€ necessario manter condi¢des adequadas de
temperatura e umidade, na tentativa de preservar a
qualidade destas. Muitas vezes, a falta de conhecimento
das condicdes ideais de armazenamento torna dificil
a manutencdo da qualidade fisioldgica das sementes,
pois o envelhecimento é um processo natural. Um dos
primeiros eventos da deterioragdo de sementes é a perda
da integridade das suas membranas, o que afeta a
permeabilidade, a compartimentalizacdo e a separacdo
dos sistemas metabdlicos (BASU, 1995). De acordo
com esse autor, muitas enzimas estio associadas aos
sistemas de membranas, e qualquer mudanca nessa
integridade teria conseqliéncias fisioldgicas e
bioquimicas. Além da perda da integridade das
membranas, observam-se reduc¢do na produgdo de ATP
e na sintese de proteinas e acidos nucléicos e
degeneragéo cromossdmica (BEWLEY e BLACK, 1994).

No caso de sementes, os marcadores
isoenzimaticos tém sido empregados em estudos de
viabilidade, pois séo eficientes para se conhecerem
eventos importantes do tempo de vida, das mudangas
deteriorativas e da morte da semente (BASU, 1995).
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Copaifera langsdorffii Desf., conhecida como
copaiba e 6leo-copaiba, ocorre nos Estados de MG,
GO, MS, SP e PR, sendo caracteristica da floresta
latifoliada. A espécie fornece 6leo com propriedades
medicinais, e amadeira pode ser empregada na construcao
civil e confecgao de méveis (LORENZI, 1992). De acordo
com esse autor, presta-se ainda para a arborizagéo urbana
e recuperacao de areas degradadas. As sementes maduras
sao exalbuminosas, ricas em amiléide, proteinas e éleos
em abundancia, armazenados nos cotilédones
(CRESTANAEe BELTRATI, 1988). De acordo com Carvalho
(1994), a espécie apresenta dorméncia ocasional,
promovida pela presenca de cumarina no tegumento

Do ponto de vista da tecnologia de sementes, a
maior dificuldade encontrada na espécie é manter as
sementes viaveis durante o armazenamento, uma vez
que estas apresentam longevidade variando de dois
meses (GONZALES e TORRES, 2003), de um a dois
anos (DAVIDE et al., 1995) até quatro anos (CARVALHO,
1994). O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes
nos padrdes eletroforéticos de proteinas e isoenzimas
em sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii)
submetidas a diferentes tempos de envelhecimento
artificial, de modo a auxiliar a predi¢édo da sua qualidade
para fins de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes
Florestais (LSF) e Laboratério de Melhoramento do
Departamento de Ciéncias Florestais (DCF), da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram colhidos
frutos de seis matrizes, distantes no minimo 100 m entre
si, naregido de Lavras, MG. A cidade localiza-se no
sul do estado, 21°14” S e 45°0° W, a 900 m de altitude.
Apresenta clima do tipo Cwb (clima temperado timido
com inverno seco), segundo a classificacdo de Kdppen.
A temperatura média anual € de 19,4 °C e a precipitagdo
média anual, de 1.529,7 mm (BRASIL, 1992a).

Os frutos foram colhidos diretamente das arvores-
matriz, utilizando-se pod&o, quando apresentavam sinais
de abertura espontanea. A secagem foi realizada em
pleno sol até a completa abertura, quando as sementes
foram removidas, como sugerido por Davide et al. (1995).
Ap6s o beneficiamento das sementes, o lote foi
homogeneizado para retirada das amostras, que foram
submetidas ao envelhecimento artificial.

l I\I f "]
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2.1. Envelhecimento artificial

Para promover o envelhecimento artificial das
sementes foi utilizado o germinador Mangelsdorf Elo’s,
a42 °C e 100% de umidade relativa. As sementes foram
colocadas em gerbox contendo 40 mL de agua destilada,
as quais foram mantidas separadas da agua com tela
de nailon (5 mm). Os tempos de envelhecimento
corresponderam a 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Em cada
tempo foram utilizadas 130 sementes, das quais 100
foram empregadas para a conducéo dos testes de
germinacéo e 30 para a determinacéo da umidade e
analises dos perfis eletroforéticos de proteinas e
isoenzimas.

2.2. Avaliacdo da qualidade fisiolgica das sementes

Para avaliacdo da qualidade fisioldgica das
sementes, foram realizados testes de germinagéo,
conduzidos em germinador Mangelsdorf Elo’s, em
temperatura constante de 25 °C, sob luz continua, durante
o periodo de 30 dias. As sementes foram semeadas
em bandejas de polietileno, contendo como substrato
areia peneirada, lavada e autoclavada (120 °C por 20
minutos). Para a instalacdo, as sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de s6dio 2% durante
dois minutos, enxaguadas em agua destilada e semeadas
sobre o substrato. Foram utilizadas quatro repeti¢des
de 25 sementes para cada tempo de envelhecimento.

As avaliagBes foram realizadas a cada dois dias,
considerando-se como germinadas quando apresentaram
aemissdo daradicula (critério botanico) e plantulas
normais (tecnologia de sementes). A umidade inicial
das sementes e apds cada tempo de envelhecimento
foi determinada em estufaa 103 °C, por 17 horas, utilizando-
se quatro repeti¢cdes de 1 g de sementes, as quais foram
quebradas com o auxilio de faca e martelo. O teor de
agua foi calculado de acordo com as Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 1992b).

Durante a realizacdo dos testes de germinagao
foi avaliado o vigor das sementes, através do indice
de velocidade de germinacéo (IVG), proposto por Maguire
(1962), considerando-se as plantulas normais.

Os testes foram realizados empregando-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC). As analises
estatisticas foram realizadas no programa SANEST,
sendo os dados transformados em arco-seno raiz quadrada
de x/100 e as médias, comparadas através do teste de
Tukey a 5% de significancia.
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2.3. Andlise dos perfis eletroforéticos de proteinas e
isoenzimas

Para a determinacdo dos perfis eletroforéticos,
apo6s cada tempo de envelhecimento as sementes foram
moidas na presenca de PVVP-40 (polivinilpirrolidona)
e liofilizadas.

Para a extracdo de proteinas soluveis, amostras
de 100 mg de sementes moidas, de cada tempo de
envelhecimento, foram maceradas em N, liquido, com
o auxilio de uma haste plastica, sendo as proteinas
extraidas em 3 mL de tampédo Hepes 100 mM. Apéds
a maceracgao, as amostras foram incubadas no gelo
por 20 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 4 °C
e 14.000 rpm, sendo acrescentados 200 pL do tampéo
Laemmli 2x. Para a corrida eletroforética, de cada amostra
foram utilizados 60 uL de extrato e adicionados 20 pL
do tampao da amostra (LAEMMLI, 1970), fervidos
durante cinco minutos e aplicados no gel.

Para a extragdo das proteinas de armazenamento
foi utilizado o “pellet” recolhido da extracéo de proteinas
sollveis, adicionando-se as amostras 200 uL do tampéo
Laemmli e fervendo durante cinco minutos. Os macerados
foram centrifugados durante 10 minutos a 4 °C e 14.000
rpm e o sobrenadante, recolhido. Para a corrida
eletroforética, em 60 puL do sobrenadante foram
adicionados 20 pL de tampé&o de Laemmli 1x das amostras,
que foram fervidas durante cinco minutos e aplicadas
no gel.

Para as analises de proteinas solUveis e de
armazenamento, a corrida eletroforética foi realizada
utilizando-se gel de poliacrilamida, em sistema
descontinuo SDS-PAGE, sendo empregados gel
separador 12% e gel concentrador 4%. A coloracéo
dos géis foi realizada com azul-de-coomassie.

Para a extragdo das enzimas foram utilizados 150
mg de sementes moidas, sendo as amostras maceradas
com 3 mL de tampéo de extracéo (Tris-HCI 0,2M, pH
8,0; EDTA1mM; PVP0,4%; PEG 0,4% e b-Mercaptoetanol
0,2%), em nitrogénio liquido; foi utilizado o vortex,
sendo as sementes centrifugadas por 20 minutos a
4 °C e 14.000 rpm. O “pellet” foi descartado e o
sobrenadante, empregado na eletroforese. A corrida
eletroforética foi realizada utilizando-se o sistema PAGE,
em gel de poliacrilamida, sendo o separador 7,5% e
o concentrador 4%. Para analise do perfil isoenzimaético,
foram utilizadas as enzimas esterase (EST-EC 3.1.1.1)
e peroxidase (PO-EC 1.11.1.7), de acordo com a
metodologia descrita por Alfenas (1998).

R. Arvore, Vicosa-MG, v.30, n.1, p.19-24, 2006
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Germinagdo e vigor das sementes

O envelhecimento artificial empregado nas sementes
de C. langsdorffii interferiu diretamente na sua qualidade
fisiologica (Tabela 1). Até 24 horas de envelhecimento,
ndo se observou diferenca em relagéo ao controle (0
hora). No entanto, a partir desse periodo, pode-se
constatar reducéo significativa no porcentual de emissao
de radicula e plantulas normais e no IVG. De acordo
com Bewley e Black (1994), Basu (1995) e Desai et al.
(1997), isso pode ser explicado pelas mudancgas
promovidas no sistema de membranas e pela rapida
degradacgdo das substancias de reserva, promovidas
pela intensa atividade de enzimas hidroliticas, quando
as sementes sdo submetidas a condi¢fes adversas de
temperatura e umidade. Durante o processo de
deterioracdo de sementes, segundo Desai et al. (1997),
verifica-se que o vigor é afetado mais rapidamente do
gue aviabilidade, fato comprovado também neste trabalho.

No decorrer do experimento, nos testes de
germinagdo foi observado incidéncia dos fungos
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp.,
sendo maior a partir de 48 horas de envelhecimento
artificial. A identificacdo foi realizada na Clinica
Fitopatoldgica da UFLA. Deve-se considerar também
que a presenca dos fungos citados podem ter contribuido
para a reducdo da germinacéo e do vigor de sementes,
apos o envelhecimento.

Tabela 1-Umidade, germinacéo e vigor de sementes de copaiba
(Copaifera langsdorffii) submetidas a diferentes
tempos de envelhecimento artificial (EA). Valores
médios de teor de 4gua (TA), emissdo de radicula
(ER), plantulas normais (PN) e indice de velocidade
de germinagéo (IVG)

Table 1 — Moisture content, germination and vigor of seeds
of copaiba (Copaifera langsdorffii) at different times
of artificial aging (EA). Moisture content (TA), radicle
emergence (ER), normal seedlings (PN) and
germination velocity index (IVG)

EA (h) TA (%) ER (%) PN (%) VG
0 14,4 a 96 a 89 a 1.32 a
24 21,2 b 95 a 90 a 1.17 b
48 34,2 ¢ 82 b 77 ab 0.89 ¢
72 34,6 ¢ 84 b 69 b 0.99 c
96 43,4 d 26 c 19 ¢ 0.30 d

* Médias nas colunas, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey a 5%.
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3.2. Andlise de proteinas e isoenzimas

Os zimogramas dos perfis eletroforéticos de
proteinas indicam que os tempos de envelhecimento
artificial utilizados ndo promoveram alterac6es nos
padrdes de proteinas solUveis e de armazenamento
(Figura 1), ndo sendo recomendada a sua avaliagéo
para monitoramento da qualidade de sementes durante
o0 armazenamento de sementes de C. langsdorffii. Em
todos os tempos de envelhecimento, verificou-se a
presenca de trés bandas mais intensas, com peso molecular
de 16,4; 34,1; e 48,2 kDa. Destas, a banda de 34,1 kDa
corresponde a classe das leguminas, como mencionado
por Luthe (1992). Segundo esse autor, as leguminas
presentes também em Magnolia grandiflora, uma espécie
primitiva, apresentam peso molecular variando de 30
a 40 kD. No entanto, ndo foram observadas bandas
correspondentes as proteinas da classe das vicilinas,
que tém peso molecular variando de 50 a 75 kDa
(DERBYSHIRE etal., 1976).

Soluveis Armazenamento

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
92,5KDa
69,0KDa
46,0KDa e - - » &

- o= @ -
30,0KDa
KD ——

Tempos de envelhecimento artificial (horas)

Figura 1 — Padréo eletroforético de proteinas sollveis e de
armazenamento utilizando-se tampao Tris-HCI,
em sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii)
submetidas ao envelhecimento artificial.

Figure 1 — Electroforetic pattern of soluble and storage proteins

using Tris-HCI buffer, in artifically aged seeds of
copaiba (Copaifera langsdorffii).
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O zimograma do perfil eletroforético da isoenzima
esterase (Figura 2), que esta relacionada a hidrdlise
de ésteres, mostra que houve variacdo na atividade
desta, em razdo do tempo de envelhecimento. Pode-
se observar que, nos tempos de O e 24 horas, as bandas
foram mais intensas, diminuindo a seguir.
Consequentemente, a reducéo da sua atividade impede
que os fosfolipidios das membranas permanegam
eficientemente protegidos. Desse modo, com a
desestruturacdo destes, verificou-se que o sistema
de membranas das organelas entram em declinio, tornando-
se mais suscetiveis aos efeitos deletérios do O, e
permitindo maior producdo de lixiviados, & medida que
as sementes sdo envelhecidas (BEWLEY e BLACK,
1994).

Para a peroxidase, cuja perda de atividade pode
tornar a semente mais sensivel aos efeitos do O, e
radicais livres, 0 zimograma indica que houve mudanca
na sua atividade, em fungéo de envelhecimento artificial
(Figura 3). As bandas apresentaram-se mais intensas
nos tempos de 0 e 24 horas e diminuiram a partir de
48 horas, indicando uma provavel reducgéo da sua
atividade nas sementes em estadio de deterioragao
mais avancgado. Esses resultados foram semelhantes
aos obtidos por Brandao Junior (1996) e Vieira (1996)
com sementes de milho (Zea mays) e algodao (Gossypium
hirsutum), respectivamente. Para Vieira (1996), a perda
completa da atividade da peroxidase, durante o
envelhecimento, pode esclarecer parcialmente o acimulo
de per6xidos em sementes envelhecidas.

Esterase

0 24 48 72 96
(tempos de envelhecimento - horas)

Figura 2 — Padréo eletroforético da esterase em sementes
de copaiba (Copaifera langsdorffii) submetidas
ao envelhecimento artificial.

Figure 2 — Electroforetic pattern of esterase in artificially
aged seeds of copaiba (Copaifera langsdorffii).
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Peroxidase

0 24 48 72 96
(tempos de envelhecimento - horas)

Figura 3 — Padrdo eletroforético da peroxidase em sementes
de copaiba (Copaifera langsdorffii) submetidas ao
envelhecimento artificial.

Figure 3 — Electroforetic pattern of peroxidase in artificially
aged seeds of copaiba (Copaifera langsdorffii).

De acordo com Bewley e Black (1994), a redugdo
da atividade dessa enzima proporciona maior exposicao
dos sistemas de membranas aos efeitos do O,. Com
isso, em decorréncia do nivel de danos das membranas,
0 O, atua de forma mais intensa, promovendo oxidagao
dos compostos. De forma analoga, tais efeitos foram
comprovados neste trabalho.

Segundo Desai et al. (1997), o declinio na atividade
da peroxidase, como pdde ser observado em C.
langsdorffii, assim como de enzimas como citocromo
oxidase, malato e alcool desidrogenase, desidrogenase
succinica e glutamica e catalase, em sementes nado-
viaveis, pode contribuir significativamente para a reducéo
da atividade respiratoria. De modo contrério, a produgéo
de isoenzimas e enzimas respiratdrias é um indicador
de que o embrido esta viavel. Nesse sentido, a auséncia
de mecanismos que tornem essas sementes capazes
de corrigir tais deficiéncias, durante o desenvolvimento
ou armazenamento, pode estar associada a perda da
viabilidade da semente.

4. CONCLUSOES

a) O envelhecimento acelerado ocasionou redugdo
na germinagao e vigor de sementes de C. langsdorffii,
sendo o vigor afetado mais rapidamente do que a
germinagéo.

b) N&o foram detectadas mudancas nos padrdes
eletroforéticos de proteinas solUveis e de armazenamento
em funcdo dos diferentes tempos de envelhecimento
artificial.

R. Arvore, Vicosa-MG, v.30, n.1, p.19-24, 2006



24

¢) Nos sistemas isoenzimaticos esterase e peroxidase,
o tempo de envelhecimento artificial influenciou, de
forma significativa, a atuacéo dessas, sendo observado
reducdo da sua atividade a medida que as sementes
foram envelhecidas. Portanto, podem ser empregadas
para avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes
durante o armazenamento, uma vez que a reducdo da
atividade destas indicou perda da capacidade
germinativa.
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