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1. Introducao

O desenvolvimento da semente consiste em importante passo na evolucdo das plantas
terrestres. Atualmente, estudos sobre esse propagulo sexual sdo fundamentais para atender
as necessidades econémicas, assim como, para garantir a conservacao da biodiversidade por
meio da selegdo do material genético das espécies (Bewley e Black, 1994; Borghetti, 2000).
Do ponto de vista metabdlico, a composicao bioquimica das reservas organicas e como estas
sdo alteradas refletem o modelo de atividade bioquimica desenvolvido durante a germinagao
e o crescimento inicial das plantulas. Em geral, trés reservas organicas sdo predominantes
nas sementes, os carboidratos, lipidios e proteinas (Nkang et al., 2003; Fu et al,. 2005).
Durante o processo germinativo essas reservas sao intensamente hidrolisadas por enzimas
cataliticas, que por sua vez, tem sua atividade regulada por moléculas conhecidas como
inibidores, a fim de atenderem a demanda de crescimento do eixo embrionario, de modo a
fornecer energia e, em seguida, dando suporte ao estabelecimento da nova planta (Pontes et
al,. 2002). Além da presenca de proteinas como fonte de nitrogénio, as sementes também
podem apresentar outros importantes compostos nitrogenados mobilizados durante a
germinacdo, como por exemplo, os ureideos, com destaque para a alantoina e o acido
alantdico (Quiles et al., 2009). Considerando a complexidade das rotas bioquimicas ativadas
durante a germinagdao de sementes e a necessidade de estudos sobre a germinagdo versus o
metabolismo de espécies tropicais, o objetivo desse estudo foi analisar aspectos metabdlicos
e bioguimicos durante a germinagdo de sementes de Parkia multijuga a partir da mobilizacdo
de diferentes classes de proteinas, ureideos, carboidratos e a atividade e inibicdo da enzima
a-amilase.

2. Material e Metédos

Sementes de Parkia multijuga procedentes da RDS do Uatumad/AM, apdés quebra de
dorméncia e embebicdo durante 24 horas, foram semeadas em bandejas plasticas contendo
vermiculita e acondicionadas em camara de germinagao a temperatura constante de 25°C,
com fotoperiodo de 12:12 horas. As analises bioquimicas foram realizadas durante a
germinacdo em sementes quiescentes (SQ), em cotilédones apds 24h de embebicdo (EM),
em cotilédones quando a radicula atingiu de 2 a 10 mm de comprimento (C10), de 10 a 20
mm (C20), de 20 a 30 mm (C30), maior que 30 mm (>30), emissao da parte aérea (PA) e
primeira folha totalmente expandida (F). Apds cada coleta, foi realizada a dissecacgdo,
separando os cotilédones, do eixo embrionario e tegumento. Os cotilédones foram liofilizados
e triturados em moinho analitico (Ika-Werke/M20), até a obtencdo de um material finamente
pulverizado.

O fracionamento de proteinas foi obtido de acordo com a solubilidade das proteinas, onde o
material pulverizado (10 g) foi homogeneizado em solucgdo salina (NaCl 0,5 M), acida (HCI
0,1 M) e basica (NaOH 0,1 M), extraindo-se as fragdes, albuminas e globulinas, glutelinas
acidas e basicas, respectivamente. Os teores de proteinas de cada classe protéica foram
estimados segundo Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
Os ureideos foram extraidos em MCA (metanol, cloroférmio e agua) e sua concentracao foi
determinada pela andlise colorimétrica de derivados de glioxilato como
descrito por Vogel e Van der Drift (1970), a partir de leituras espectrofotométricas a A=535
nm, utlizando-se alantoina como padréo.

Para obtencdo do perfil protéico foram preparados géis de poliacrilamida, onde o gel de
concentragao foi preparado a 5% em tampdo Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, e o gel de separagao
12,5%, em tampao Tris-HClI 1 M, pH 8,8. A polimerizagao foi conseguida pela adicdao de
TEMED e PSA 10%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram BenckMark Protein
Ladder (10 kDa - 220 kDa, Promega). Apds a corrida os géis foram corados com Coomassie
Blilliant Blue.
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Os aculcares sollveis foram extraidos a partir do material pulverizado homogeneizado em
alcool etilico (80%) e o amido digerido em acido perclérico 35% (Buckeridge e Dietrich,
1990). Os carboidratos foram quantificados pelo método fenol-sulfurico a partir de leituras
espectrofotométricas a A=490 nm, utilizando-se a glicose como padrdo (Dubois et al., 1956;
Passos, 1996).

Do material pulverizado (10 g) procedeu-se a extracdo salina (NaCl 0,15 M) e, apds
centrifugacdo (10000 g, 5 min., 4°C) e dialise contra agua destilada, o material foi liofilizado
para determinacao da atividade da enzima a-amilase e do inibidor de a-amilase, de acordo
com método descrito por Bezerra et al. (2004).

3. Resultados e discussao

As sementes apresentaram rapido desenvolvimento, com germinabilidade (G) de 95%,
tempo médio de germinagdo (TMG) de 5 + 0,8 dias e, emissdo da parte aérea (TME) em 12
+ 0,6 dias. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi de 2,07 + 0,2 sementes por dia.
O comportamento das fragdes das proteinas sollveis durante a germinacdo é dado de forma
distinta, ressaltando que na classe C>30, de modo geral, houve reducdao de,
aproximadamente, 40% no teor de todas as fragGes protéicas testadas, em relacdo a C30.
No estadio seguinte (PA) observa-se acréscimo no contelido protéico para todas as fragGes
testadas, mantendo-se, no estadio seguinte (classe F), nas glutelinas acidas e basicas,
enquanto as fragGes albuminicas e globulinicas tiveram seus teores reduzidos duas e nove
vezes, respectivamente (Tabela 1), corroborando com a literatura cientifica, em que essas
duas classes protéicas sao apontadas como majoritarias em sementes de leguminosas
(Buckeridge et al., 2004).

Tabela 1 - Concentracdo de proteinas sollveis e ureideos durante a germinacdo de P.
multijuga.

Proteina (%)

Estadio

desenvolvimento _ Glutelinas Ureideos (%)
Albumina Globulina Acida Basica
SQ 6,3+0,2 3,8+0,1 24+0,0 24+0,1 53+04
EM 43+0,1 40+0,1 26+0,1 2,4+0,2 40+0,1
C10 6,1+0,1 79+0,1 3,6+0,2 3,0+0,2 4,0+0,3
C20 10,0£0,1 48+0,3 53x04 1,9+0,0 53%+0,3
C30 9,9+0,0 55%£0,3 4,7+0,3 2,8+£0,1 5705
C>30 6,9+0,0 2,2%+0,0 36x04 1,6 £0,0 6,8+0,3
PA 7,4+0,2 6,004 6,8+0,1 54+0,2 56+0,1
F 4,0+0,1 0,7+0,1 8,0+0,1 5,8+0,0 6,3 +0,6

Os ureideos, nos cotilédones de P. multijuga, de modo geral, apresentaram altas
percentagens (Tabela 1), sendo superior ao encontrado em Phaseolus vulgaris, que durante
a germinagao apresentou percentuais de 0,1% (w/w). Adicionalmente, durante a germinagao
de P. multijuga, o comportamento do teor de ureideos também foi semelhante ao encontrado
em Phaseolus vulgaris, com seu contelddo aumentando apds a emergéncia da radicula
(Quiles et al., 2009). A reducdo dos teores, observada no estadio de SQ para EM, sugere que
a presenca de ureideos em outros tecidos da semente, como tegumento e eixo embrionario,
tenham contribuido para a maior percentagem deste metabdlito em SQ. Conforme observado
em outras espécies, o consumo de ureideos na fase primaria da germinacdo ocorre para dar
apoio inicial a atividade metabdlica, assim a sintese do metabdlito pode ter ocorrido
simultaneamente com o seu consumo (Fait et al., 2006).

Analisando o perfil protéico durante a germinagdo, observa-se que as albuminas apresentam
bandas protéicas em diferentes faixas de massa molecular, destacando-se o aumento de
intensidade de algumas bandas durante a germinagdo na faixa de 25 kDa e 50 kDa (Figura
1). Ao passo que na fracdo das globulinas houve uma concentracdao de bandas protéicas nas
faixas abaixo de 20, 35 e 50 kDa (Figura 1).
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Figura 1 - Perfil eletroforético das fracGes protéicas em diferentes estadios de germinagdo P.
multijuga.

Nas glutelinas acidas observou-se a diminuicdo da intensidade de bandas na faixa de 50 kDa,
em contraste com o aumento da intensidade de outras bandas na faixa de 35 kDa, sugerindo
a degradacao e sintese de proteinas (Figura 1). Quanto as glutelinas basicas visualizou-se
bandas apenas nos estadios EM e C10 da germinacdo (Figura 1). Estudos envolvendo o
fracionamento protéico de Parkia nitida também demonstram a presenca duas bandas pouco
visiveis, com massas moleculares na faixa de 50 a 60 kDa para a classe das glutelinas
basicas (Macedo et al., 2002).

Sementes de P. multijuga apresentam baixas variacdes no conteddo de amido durante os
diferentes estadios germinacdo, sendo acumulado nos momentos iniciais, até C20 e,
posteriormente consumidos até a fase final da germinagdo, retornando aos niveis préoximos
ao encontrado nos cotilédones embebidos (EM) (Figura 2A). Quanto aos acglcares sollveis
totais (AST), observou-se acréscimo do conteldo de, aproximadamente, duas vezes em PA,
que pode ser resultante da degradacao do amido nos estadios anteriores (Figura 2B). Quanto
ao conteudo inicial de carboidratos em P. multijuga, observou-se maiores teores de amido
comparado ao AST nos cotilédones, corroborando ao encontrado para outra leguminosa
arbérea, Schizolobium parahyba, que também apresenta esse perfil de estocagem dos
carboidratos, no entanto, os teores de amido para esta espécie sdo, aproximadamente, 100
vezes maiores que os encontrados em P.multijuga (Weidlich et al., 2010).

A atividade enzima a-amilase inicialmente foi baixa nas sementes quiescentes de P.
multijuga, tendo sua atividade aumentada em, aproximadamente, duas vezes a partir da
embebicdo (EM) até C20, momento caracterizado pela diminuicdo na atividade enzimatica
até préoximo de zero (Figura 2C). Esse comportamento pode ser explicado pela presenca de
protedlises durante o processo de germinacdao, onde as enzimas (proteases) atuam no
estadio inicial (inicio da hidrélise) degradando proteinas de reserva e liberando aminoacidos
que sao utilizados para a sintese de novas enzimas envolvidas em diferentes processos,
como por exemplo, a degradacdo de reservas (a-amilase). Apds a atuacdo das enzimas,
estas também podem ser hidrolisadas por proteases, liberando novamente aminoacidos que
irdo dar suporte ao processo de germinacgdo (Savelkoul et al., 1992).

Outro fato é que, as enzimas hidroliticas, durante a geminagdo, podem ter suas atividades
reguladas pelo acumulo do produto de sua atuagdo, ou seja, para a-amilase, o acumulo de
AST, como observado no estadio PA pode ter contribuido para a manutencdo da baixa
atividade da enzima nesse estadio (Sun e Henson, 1990). Contudo, proteinas inibidoras de
a-amilase sdo as maiores responsaveis pela regulacdo da atividade enzimatica.

Durante a germinagdo de P. multijuga, os inibidores de a-amilase apresentaram
comportamento inverso ao da enzima, indicando uma possivel regulacdo da atividade da a-
amilase (Figura 2D). No decorrer do processo germinativo e formagdo da pléantula, a inibigdo
da a-amilase é reduzida, com aumento expressivo no ultimo estddio (classe F), sugerindo
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sua funcdo de defesa contra insetos e microorganismos, conferindomaior resisténcia a
plantula (Kadozawa, 2010).
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Figura 2 - A - Mobilizagcdo de amido (m);B - aglcares sollveis (<); C - Mobilizagdo da enzima
a-amilase (e); D - inibidor da enzima a-amilase (¢) durante a germinagao de P. multijuga.

4. Conclusao

Em sementes de P. multijuga a classe de proteina majoritaria é a albumina, seguida da
globulina, ndo havendo um padrdo na mobilizagdo das diferentes classes protéicas, ao passo
gue os ureideos tendem a ser sintetizados apds a emissdo da radicula.

Durante o processo de germinagdao e desenvolvimento das plantulas, proteinas de diferentes
massas moleculares aparentes, pertencentes as classes albuminas e glutelinas acidas foram
consumidas, ao passo que outras foram sintetizadas.

Apds a emissdo da radicula, o contelldo de amido tende a diminuir, ao passo que os niveis de
acUcares solUveis aumentam a partir da embebicao.

A inibicdo da atividade da enzima a-amilase ocorre nos momentos de desenvolvimento da
plantula aumentando expressivamente no Ultimo estddio, sugerindo a funcao de defesa
vegetal dos inibidores de a-amilase.
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