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RESUMO

MOREIRA, Suerlani Aparecida Ferreira. Caracterizacdo morfo-anatémica,
fisioldgica e bioquimica do desenvolvimento de sementes de seringueira
(Hevea spp.). 2009. 67 p. Dissertagdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

Neste estudo teve-se o objetivo de avaliar as transformagdes morfo-anatomicas,
fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante o desenvolvimento da semente
de seringueira, caracterizar as fases do desenvolvimento dessas sementes e
verificar a presenga de proteinas responsaveis pela tolerancia a dessecagdo,
durante o desenvolvimento dessas sementes. O experimento foi realizado em
uma planta de seringueira pé-franco, oriundo de sementes do clone RRIM 600,
cultivada na area experimental do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras. Em coleta realizada no decorrer
de seis meses ¢ meio de desenvolvimento do fruto (38, 65, 95, 120, 155, 195
dias apds a polinizagdo) aproximadamente 10 frutos (30 sementes) foram
coletados os frutos e realizadas as seguintes avaliacdes: teor de adgua, matéria
seca e analise morfologica. Também foram quantificados amido, proteinas
soluveis, acucares e atividade enzimatica da Susy e invertase nos tecidos:
pericarpo do fruto, endosperma, embrido e tegumento da semente, sendo o
embrido e o tegumento avaliados a partir de 120 DAP (quando foi possivel sua
separacdo da semente). Para andlise de proteinas resistentes ao calor (sHSPs),
foram avaliados embrides de sementes também a partir de 120 DAP. O lipideos
foram quantificados na améndoa da semente e pericarpo do fruto. As sementes
de seringueira atingem seu tamanho maximo entre os trés e quatro meses de
desenvolvimento. A mudanca da fase de divisdo e expansdo celular para o de
armazenamento de reserva e maturagdo parece ocorrer proximo aos 100 DAP
em sementes de seringueira. E sua maturidade fisioldgica é alcancada aos 195
DAP. O acimulo de amido ¢ proteinas soluveis no endosperma dessas sementes
ocorre, principalmente, a partir dos 95 DAP. No endosperma, hd uma alta
concentracdo de aglicares redutores no inicio do desenvolvimento das sementes,
até 95 DAP, o qual declina com a sua maturacdo. A sacarose permanece em
baixas concentragdes no inicio do desenvolvimento das sementes e, a partir dos
95 DAP, eleva-se superando o teor de aglicares redutores. No embrido ocorre
aumento nos teores de agucares soliveis totais, redutores e de sacarose com o
avanco do desenvolvimento das sementes de seringueira. No tegumento ocorre
redu¢do no teor de agucares soluveis totais e redutores com o avang¢o do
desenvolvimento das sementes e o teor de sacarose permanece inalterado. A

! Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA



atividade da invertase acida aumenta no endosperma das sementes até 95 DAP,
enquanto, a da SuSy permanece inalterada. A partir deste periodo ocorre uma
inversdo, com a atividade da invertase acida declinando ¢ a da SuSy
aumentando. No embrido, a atividade da invertase acida declina com o avango
do desenvolvimento das sementes e a atividade da invertase neutra aumenta,
superando a atividade da acida proximo dos 150 DAP. A SuSy permanece baixa
durante todo o desenvolvimento do embrido. No tegumento ocorreu reducdo na
atividade de todas as enzimas avaliadas com o avanco do desenvolvimento das
sementes de seringueira. As sHSPs estdo presentes nas sementes de seringueira,
existindo um aumento da intensidade das bandas que correspondem a estas
proteinas com o avango do desenvolvimento das sementes.

il



ABSTRACT

MOREIRA, Suerlani Aparecida Ferreira. Morpho-anatomical, physiological
and biochemical characterization of development of rubber tree (Hevea
spp.) seeds. 2009. 67 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.?

In this study the objective was to evaluate the morpho-anatomical, physiological
and biochemical transformations that occurr during the development of the
rubber tree seed, to characterize the development phases of those seeds and
verify the presence of proteins responsible for dessecation tolerance during their
development. The experiment was carried out on a non-grafted rubber tree plant,
originating from clone RRIM 600 seeds, cultivated in the experimental area of
the Plant Physiology Sector of the Biology Department of the Federal University
of Lavras. At collection, carried out after six and a half months of fruit
development (38, 65, 95, 120, 155, 195 days after pollination), approximately
10 fruits (30 seeds) were collected and subjected to the following evaluations:
water level, dry matter and morphological analysis. Also quantified were starch,
soluble proteins, sugars and SuSy and invertase enzymatic activity in the
tissues: fruit pericarp, endosperm, embryo and seed tegument, the embryo and
the tegument being evaluated starting from 120 DAP (when separation from
seed was possible). For analysis of heat resistant proteins - small Heat Shock
Proteins (sHSPs), embryos of seeds were appraised, also starting from 120 DAP.
The lipids were quantified in the seed kernel and fruit pericarp. The rubber tree
seeds reach their maximum size between three and four months of development.
The change of the division and cellular expansion phase to that of storage
reservation and maturation seems to occurr close to 100 DAP in rubber tree
seeds and their physiological maturity is reached at 195 DAP. The accumulation
of starch and soluble proteins in the endosperm of those seeds occurrs, mainly,
starting from 95 DAP. In the endosperm, there is a high concentration of
reducing sugars at the beginning of seed development, until 95 DAP, which
declines with their maturation. The sucrose remains at low concentrations at the
beginning of the seed development and, starting from 95 DAP, rises, surpassing
the reducing sugar levels. In the embryo, there occurrs an increase in the levels
of total soluble sugars, reducers and sucrose with the progress of the rubber tree
seed development. In the tegument, there occurrs a reduction in the levels of
total soluble sugars and reducers with seed development progress and the
sucrose level remains unaffected. The activity of the acid invertase increases in
the endosperm of the seeds up to 95 DAP, while, that of SuSy remains
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unaffected. Starting from this period an inversion occurrs, with the activity of
the acid invertase declining and the SuSy increasing. In the embryo, the activity
of the acid invertase declines with seed development progress and the neutral
invertase activity increases, surpassing the activity of the acid close to150 DAP.
SuSy stays low during the whole development of the embryo. In the tegument a
reduction occurrs in the activity of all of the enzymes appraised during the
rubber tree seed development progress. The sHSPs are present in the rubber tree
seeds, having an increase in the intensity of the bands that correspond to the
proteins during the seed development progress.

v



1 INTRODUCAO

A seringueira ¢ uma planta pertencente a familia Euphorbiacea, nativa
da regido amazonica. A sua madeira pode ser empregada para tabuado, forros e
caixotaria. Seu maior valor reside no latex extraido do seu tronco, que ¢é
transformado em borracha de excelente qualidade; sua exportacdo representou
no passado a maior atividade econdmica da regido Amazdnica, colocando o
Brasil durante muito tempo como o unico produtor e exportador desse produto.

Atualmente, a borracha natural ¢ um artigo onipresente na vida dos seres
humanos, com mais de 50 mil itens produzidos a partir de sua exploracao.
Devido a importancia da borracha, a grande maioria das pesquisas envolvendo
seringueira destina-se a producao de latex, sendo dada pouca atencdo as outras
partes da planta, inclusive as sementes (Bonome, 2006).

No entanto, nos ultimos anos, além do latex e da madeira, a semente de
seringueira tem despertado interesse no mercado, devido ao seu potencial de
utilizagdo em diversas atividades econdmicas. Paises asiaticos t€ém desenvolvido
pesquisas sobre possibilidades de aproveitamento destas sementes, como fonte
de biodiesel, sabdao, cosméticos, resinas para producdo de adesivos, vernizes,
tintas e alimentagdo animal. Assim, o conhecimento do metabolismo da semente
de seringueira em especial, do acimulo de materiais de reserva, os quais tém
origem nas transformagdes fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem nos
diferentes estadios do seu desenvolvimento ¢ de fundamental importancia.

Além do potencial de utilizagdo econdmica das sementes de seringueira,
existem outros aspectos que justificam investiga¢des acerca das transformagdes
que ocorrem durante o seu desenvolvimento. O seu carater recalcitrante é um
dos principais entraves para cultivos comerciais. A propagacdo dessa espécie
ocorre quase que exclusivamente, por enxertia em porta enxertos oriundos de

sementes. Dessa maneira, a disponibilidade de sementes em qualidade e



quantidade adequada ¢ de fundamental importdncia para a exploragdo
econdmica dessa cultura.

A caracteristica recalcitrante dessas sementes faz com que elas percam,
rapidamente, o poder germinativo, desta forma a dificuldade de armazenamento
de sementes de seringueira inviabiliza a instalagdo de viveiros em época
adequada ao desenvolvimento das plantulas, gerando restrigdo de oferta de
mudas em determinadas épocas do ano, ou tornando-as disponiveis em €pocas
inadequadas ao plantio.

Os estudos que visam amenizar as caracteristicas indesejaveis da
recalcitrancia sdo voltados, principalmente, para a melhoria das condi¢des de
armazenamento, tipos de embalagens e utilizagdo de fungicidas, como o estudo
realizado por Bonome (2006). Em geral, estes estudos tém em comum a busca
de alternativas para os efeitos — e ndo as causas — da recalcitrancia, com o intuito
de prolongar a viabilidade das sementes.

A tolerancia a dessecacdo ¢ uma caracteristica adquirida pelas sementes
ortodoxas durante o seu desenvolvimento. Na maioria das espécies, isso ocorre,
principalmente, na fase de maturagao.

Com esse trabalho, teve-se por objetivo avaliar as transformagdes
morfo-anatdmicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante o
desenvolvimento da semente de seringueira, bem como, caracterizar as fases do
desenvolvimento dessas sementes e também verificar a presenga de aglicares e

proteinas responsaveis pela tolerancia a dessecacao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sementes de seringueira

O fruto de seringueira ¢ capsular do tipo tricoca contendo trés sementes.
Segundo Roosmalen (1985), esse tipo de fruto ¢ caracteristico da familia
Euphorbiaceae, embora possam ser encontrados, com menor freqiiéncia, outros
tipos de fruto como drupa ou baga. A deiscéncia do fruto ¢ explosiva; esse tipo
de deiscéncia ¢ caracteristico das plantas de regides tropicais e subtropicais e
segundo Berg (1975), deve constituir uma caracteristica primitiva da familia
Euphorbiaceae.

As sementes de seringueira sdo geralmente grandes, normalmente
pesando de 3,5 a 6,0g de forma oval ligeiramente achatada. O tegumento ¢ duro
e brilhante de cor marrom com numerosos matizes sobre a superficie dorsal. E
possivel identificar a arvore ou clone mae que deu origem as sementes pelas
matizes do dorso e pelo seu formato, visto que, o tegumento ¢ tecido maternal e
o formato deste é determinado pela pressdo externa da capsula durante seu
desenvolvimento (Instituto Agronéomico de Campinas - IAC, 2004).

As plantas de seringueira oriundas de sementes apresentam grande
variabilidade vegetativa e produtiva, sendo as sementes usadas somente para a
formacao de porta-enxertos em viveiros, € ndo para plantios a campo.

Por possuirem deiscéncia explosiva e ndo tolerarem sol, a coleta de
sementes deve ser realizada a cada dois dias. As sementes da espécie sao
recalcitrantes, tendo potencial de germinag@o de no maximo 80% .

A caracteristica recalcitrante dessas sementes faz com que percam,
rapidamente, o poder germinativo, principalmente, quando as condi¢des
climaticas propiciam rapida redu¢do do seu teor de agua. Essas sementes,

mesmo quando mantidas sob condi¢des consideradas adequadas para o



armazenamento, apresentam longevidade relativamente curta se comparadas as
sementes ortodoxas (Vieira, 1991).

Existe uma grande variagdo na quantidade produzida de sementes em
cada ano, podendo variar de 73 a 424 Kg/ha, devido a influéncias climaticas,
incidéncia de doengas e a diferencas entre e dentro dos clones.

Entre os paises produtores de borracha natural a fndia foi o primeiro pais
a explorar comercialmente as sementes de seringueira visando a extragdo de 6leo
e, posteriormente, a Nigéria ¢ a Malasia, embora ainda em condigoes

rudimentares.

2.2 Desenvolvimento de sementes

O desenvolvimento da semente ¢ um processo fundamental no ciclo de
vida da planta. Ele inicia-se com um processo de dupla fertilizacdo, o qual
culmina com o desenvolvimento do embrido e do endosperma. Em plantas
diploides, o desenvolvimento do embrido é seguido da fertilizagdo do 6vulo
hapléide por uma célula espermatica, o qual da origem a um zigoto diploide. Em
contraste, o desenvolvimento do endosperma, que € um tecido triploide, ¢
iniciado quando os nucleos polares do saco embrionario diploide sédo fertilizados
por uma segunda célula espermatica.

Em termos conceituais, o desenvolvimento de sementes de uma
angiosperma pode ser dividido em trés fases distintas. A primeira ¢ denominada
de histodiferenciacdo ou morfogénese inicial, durante o qual se estabelece o
plano em que o embrido ¢ formado. Isso acontece por meio de intensas divisdes
celulares, ocorrendo a formag¢do do eixo embrionario e dos tecidos de reserva. A
segunda ¢ a expansdo celular concomitante com o acumulo de reservas,
mudancas de tamanho, peso fresco e peso seco da semente e, por fim, a terceira
fase que corresponde ao dessecamento da semente. A aquisi¢do da tolerancia a

dessecacdo parece acontecer entre o final da fase de expansao e inicio da fase de



dessecacdo, antes que as sementes sofram uma severa queda no seu contetido de
agua. Porém, ndo se pode afirmar se a tolerancia é adquirida antes ou em
resposta a perda de agua.

Diversos autores denominam este conjunto de eventos que ocorrem
durante o desenvolvimento das sementes como maturagdo de sementes, sendo
este considerado como o resultado de todas as alteragdes morfoldgicas,
bioquimicas e fisiologicas que se sucedem desde a fertilizagdo do 6vulo até o
momento em que as sementes atingem o maximo acimulo de matéria seca, ou
seja, o ponto de maturidade fisiologica (Popinigis, 1985; Carvalho & Nakagawa,
2000). A maturidade fisiologica ¢ o ponto em que as sementes se desligam da
planta mae, cessando a translocagdo de fotoassimilados e, no caso de sementes
ortodoxas (tolerantes a dessecagdo), levando a planta a acionar mecanismos para
promover a desidratagio das sementes. E importante ressaltar que o ponto de
maturidade fisiologica pode ou ndo coincidir com o maximo de qualidade
fisioloégica da semente, além disso, pode variar em fungdo da espécie e do
ambiente.

A permanéncia da semente na planta, depois de atingida sua maturidade
fisiologica, compromete sua qualidade, pois corresponde a um armazenamento
no campo, sujeito as variagdes climaticas, dando inicio, assim, ao processo de
deterioragdo das sementes, cuja velocidade ¢ influenciada pelas condigdes

ambientais.

2.3 Alteracgdes bioquimicas durante o desenvolvimento de sementes

Nos ultimos anos, maior atencdo tem sido dada as alteracdes
bioquimicas que ocorrem durante a formagdo das sementes. Diversos genes
regulatérios ¢ hormonios que participam do processo estdo sendo identificados

(Wobus & Weber, 1999a,b). O papel de metabolitos, como agucares, atuando



como sinais moleculares no desenvolvimento de sementes, ao lado de seu papel
como nutriente, tem atraido muita atenc¢do dos pesquisadores.

A sacarose exerce um papel central no crescimento ¢ desenvolvimento
de plantas e sementes, como uma forma primaria de transporte de carbono e
energia na maioria das espécies vegetais ¢ também como um regulador da
expressdo de genes. Orgdos drenos nio fotossintetizantes como, por exemplo,
sementes em formacgdo, sdo altamente dependentes de sua importagdo. A
hidrdlise da sacarose € o primeiro passo em direcdo ao metabolismo ¢ a sintese
de produtos de armazenamento; assim, a clivagem da sacarose em hexose ¢ vital
a todas as plantas, ndo somente para a alocacdo de carbono, mas também para a
inducdo de sinais em importantes estruturas (Koch, 2004). As unicas rotas
enzimaticas conhecidas de hidrdlise de sacarose em plantas sdo catalisadas por
meio de invertases e sacarose sintase (Susy). Ambas as rotas degradam sacarose
in vivo, no entanto, um dos produtos destas reagdes se difere (Winter & Huber,
2000). As invertases formam glicose e frutose, que sdo fosforiladas,
posteriormente, por varias hexoses e frutoquinases (Taiz & Zeiger, 2004),
requerendo, para isso, duas moléculas de ATP. Ja a Susy forma UDP-Glicose e
frutose, sendo necessario, para isso apenas uma molécula de PPi (Geigenberger,
2003).

Em geral, tem sido evidenciado que hexoses favorecem a diviséo e a
expansdo celular, enquanto que a sacarose favorece a diferenciagdo e a
maturacdo de sementes (Baud et al., 2002; Borisjuk et al., 2002, 2003). Estas
informagdes tém sugerido que o controle de invertase/Susy ¢ de fundamental
importdncia para a transicdo das fases do desenvolvimento de sementes
(Borisjuk et al., 2002, 2003). Alta atividade da invertase e alta razdo
hexose/sacarose tém sido encontradas nos estadios iniciais de desenvolvimento
de diversos cereais, como milho (Cheng & Chourey, 1999), arroz (Hirose et al.,

2002) e cevada (Winter & Huber, 2000).



As invertases sdo P-frutosidases que costumam ser classificadas por,
pelo menos, trés critérios: (1) de acordo com o pH 6timo para a sua atividade,
podem ser acidas, neutras ou alcalinas; (2) em fun¢do da sua solubilidade,
podem ser solaveis ou insoliveis e (3) quanto a sua localizagdo, a invertase
acida soluvel ¢ vacuolar, a invertase insoluvel acida ¢ extracelular (associada a
parede celular) e as invertases alcalina e neutra sdo citossolicas (Quick, 1996;
Winter & Huber, 2000). Estas enzimas, além de fornecer hexoses para o
metabolismo celular, participam no controle do crescimento, diferenciacdo
celular e desenvolvimento de plantas e sementes, regulando a razdo
sacarose/hexose. Em células se semente de cenoura, a diferenciagdo ¢ induzida
quando a atividade da invertase acida diminui, porém, a permanéncia desta
enzima em estadios mais avancados do desenvolvimento pode reduzir a
diferenciacdo pela diminuicdo do nivel de sacarose (Sturm & Tang, 1999). De
acordo com Kock & Zeng (2002), as invertases s@o as responsaveis pelo inicio
da divisdo e da expansdo celular em diversos tecidos drenos.

Em sementes, a hexose é, primeiramente, proveniente da hidrélise da
sacarose realizada por uma invertase acida da parede celular de células
parenquimatosas que revestem o interior da parte liquida do endosperma.
Mediante a disponibilizacdo de hexose, inicia-se a expansdo do embrido até o
ponto em que este comega a pressionar as células do endosperma, ocorrendo, a
partir dai, sua morte, provavelmente, por apoptose (Hill et al., 2003). Nesse
ponto, a atividade da SuSy torna-se maior do que a da invertase que, por sua vez,
comega a diminuir sua atividade até praticamente seu desaparecimento. Como
conseqiiéncia, o nivel de hexose cai e a sacarose torna-se o principal agticar do
endosperma, induzindo uma mudanca na expressdo de genes a favor da
acumulagdo de produtos de armazenamento (Hill et al., 2003).

Essa mudanca na concentragdo de hexose para sacarose no endosperma,

durante o desenvolvimento de sementes, também foi observada em ervilha, por



Borisjuk et al. (2002). Segundo Déjardin et al. (1997), a passagem do estadio de
expansdo do embrido para o de armazenamento de reservas ¢ acompanhada por
uma queda na atividade invertasica, que permanece muito baixa, tanto no
tegumento como no embrido. Resultados semelhantes foram observados por
Weber et al. (1996), em sementes de Vicia faba.

Quanto a Susy, em geral, admite-se que sua atividade ¢ relacionada com
a sintese de parede celular e de amido (Winter & Huber, 2000), mas também
pode estar associada com a sintese de sacarose. Apesar de a reagdo catalisada
pela Susy ser reversivel, existe evidéncias de que a acdo predominante desta
enzima ¢ no sentido da clivagem da sacarose, produzindo UDP-glicose e frutose
para a sintese de parede celular ¢ amido. De acordo com Kruger (1993), pelo
menos trés argumentos sustentam essas evidéncias. O primeiro argumento tem
relagdo com a distribui¢do da Susy em diferentes tecidos. A atividade da Susy ¢&,
geralmente, baixa em células fotossintéticas e gliconeogénicas, ¢ €, muitas
vezes, alta em tecidos com intensa atividade de crescimento, os quais dependem
da sacarose como o seu substrato respiratorio. Em segundo lugar, em alguns
tecidos, a atividade das invertases ¢ muito menor que a da Susy, mostrando-se
insuficiente para catalisar o metabolismo da sacarose. Um bom exemplo disso ¢
o tubérculo da batata, no qual as invertases acida e alcalina tém atividades tao
baixas que a Susy parece assumir, quase integralmente, a clivagem da sacarose.
Por fim, estudos realizados com mutantes de milho revelam que uma reducao
dos niveis de Susy em endosperma em desenvolvimento restringe a capacidade
desse tecido de metabolizar sacarose.

Em sementes, resultados de diversas pesquisas indicam que a expressao
de genes para as invertases ocorre, predominantemente, durante os primeiros
estadios, enquanto os da Susy ocorrem nas etapas intermediarias ¢ finais do
desenvolvimento. Essa mudanga se correlaciona com a transicdo da divisdo

celular para o de expansdo celular e armazenamento e foi interpretada,



inicialmente, como uma resposta a regulagdo por sensores de agucares (Borisjuk
et al,, 1998). De acordo com Kock (2004), em revisdo sobre o papel do
metabolismo de sacarose no desenvolvimento de diferentes tecidos drenos, as
invertases vacuolar e de parede celular iniciam a hidrdlise de sacarose nos
primeiros estadios do desenvolvimento, aumentando a respiragdo e gerando, em
troca, hexoses sinais. Segundo a autora, as hexoses sinais regulam diversos
genes dos estadios iniciais do desenvolvimento, incluindo aqueles envolvidos na
divisdo celular. Com a mudanga da fase de divisdo celular e a expansdo para o
de armazenamento e maturagdo, a Susy torna-se mais importante.

Além do seu papel como nutriente, a sacarose funciona também como
um sinal, o qual ativa uma prematura interrup¢do da mitose e da expansao
celular e induz a expressdo de genes associados ao armazenamento e a
acumulagdo de amido (Weber et al., 1997). Trabalhando com sementes de colza,
Hill et al. (2003) verificaram que, no inicio do desenvolvimento do embrido, o
conteudo endospermadtico era rico em glicose e frutose, porém, pobre em
sacarose. Com o desenvolvimento do embrido, o conteudo de hexoses do
endosperma foi reduzindo e o de sacarose foi aumentando, semelhantemente ao
que ocorre em Vicia spp (Wobus & Weber, 1999b) ¢ em canola. Diversos
autores associam esta mudanga no conteado de acucares, durante o
desenvolvimento de sementes, a mudanca na atividade de enzimas, como
invertases e Susy (Weber et al., 1996). Entretanto, uma explicagdo alternativa a
mudanca na atividade das enzimas esta relacionada as redugdes nas
concentragdes de oxigénio que ocorrem a medida que a semente se desenvolve.
Em raizes de milho e tubérculos de batata, por exemplo, baixos niveis de
oxigénio reprimem a invertase e induzem genes especificos da Susy. Essas
adaptacdes bioquimicas t€ém o propdsito de conservar energia sob condi¢des em

que a disponibilidade de oxigénio ¢ limitante.



Tomlinson et al. (2004), trabalhando com sementes oleaginosas de fumo
transgénico, verificaram, semelhantemente ao que ocorre em sementes de
diversas outras espécies, uma alta atividade da invertase acida de parede celular
no periodo inicial de seu desenvolvimento, com posterior queda no decorrer do
mesmo. No entanto, diferentemente do observado em sementes de leguminosa,
por Borisjuk et al. (2003) e em colza, por Hill et al. (2003), a queda na atividade
da invertase ocorreu apos o acaimulo do principal material de reserva da semente
que, no caso, ¢ o lipideo, nao apresentando, assim, nenhum “interruptor” de
passagem da invertase para Susy. De acordo com os resultados, fica evidenciada
a associagdo entre a alta atividade da invertase e a alta acumulacdo de lipideos,
sugerindo que, enquanto a sacarose utilizada para a sintese de amido ocorre via
Susy, a rota da invertase predomina para sintese de lipideo (Tomlinson et al.,
2004).

Os autores relatam ainda, que, em sementes de fumo, assim como em
sementes de Vicia faba (Borisjuk et al., 1998) e milho (Cheng & Chourey,
1999), as hexoses provenientes da sacarose hidrolisada pelas invertases parecem
regular a atividade mitotica. No entanto, a proposta de que a mudanga na razdo
de acucares (hexose/sacarose) funciona como indutor da fungdo de
armazenamento de reservas ¢ menos suportada, pois, em experimento realizado
com sementes de fumo geneticamente transformadas para aumentar a quantidade
de invertase e hexoquinase no apoplasto ¢ no citoplasma, respectivamente, foi
observado um normal funcionamento de acimulo de reservas, mesmo mediante
uma alta atividade da invertase. Este resultado indica que, nas sementes de fumo
ndo transgénicas, a maior parte do acimulo de lipideos e de proteinas ocorre
quando estas apresentam alta atividade da invertase e alta razao hexose/sacarose,
ndo sendo necessaria, portanto, uma condi¢ao de baixa atividade da invertase e
alta razdo sacarose/hexose para a ocorréncia do acumulo dos materiais de

reserva. Assim, os autores afirmam que o modelo de agucares como sinalizador
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molecular no desenvolvimento de sementes (Wobus & Weber, 1999b) ndo deve

ser utilizado de maneira generalizada como vem ocorrendo.

2.4 Alteracdes fisioldgicas durante o desenvolvimento de sementes

Para o estudo de maturacdo de sementes, além dos aspectos
bioquimicos, devem ser contemplados também aspectos relacionados com as
caracteristicas de natureza fisica e fisiologica das sementes, tais como: tamanho,
peso de sementes, teor de agua e massa seca (Carvalho & Nakagawa, 2000) que,
analisadas em conjunto, permitem uma estimativa do estadio de maturacao,
possibilitando a identificagdo da maturidade fisiologica das sementes. Estes sdo
importantes parametros que podem ser usados como indicadores da maturidade
fisiolégica, dadas a facilidade e a rapidez de utilizacdo, comparada com os
indices bioquimicos.

O grau de umidade da semente ¢ considerado o parametro mais
adequado para definir o ponto de maturidade fisiologica de sementes de
algodoeiro. Outros estudos com sementes de diversas espécies, como Dalbergia
nigra e Cnidosculus phyllacanthus (Silva et al., 2002), indicam o teor de agua,
quando analisado com outras caracteristicas, como um dos principais indices que
evidenciam o processo de maturagdo das sementes, constituindo-se em um
importante indicador das suas condigdes fisiologicas.

Alves et al. (2005), trabalhando com sementes de Mimosa
caesalpiniifolia, verificaram que o teor de 4gua ¢ a matéria seca foram eficientes
parametros para avaliacdo da maturidade fisiologica.

Em estudo realizado sobre a maturagdo fisioldgica de sementes, Lopes et
al. (2005) verificaram que, para a quaresmeira (Tibouchina granulosa), a
maturidade fisiologica das sementes ocorreu entre 84 ¢ 105 dias e que a colheita
deve ser realizada entre 84 e 98 dias, um pouco antes da deiscéncia dos frutos,

que ocorre 105 dias apos a antese. Segundo os autores, o teor de d4gua e a massa
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de matéria seca foram os indices que melhor caracterizaram a maturagao
fisiologica e a época de colheita das sementes. Entretanto, o tamanho dos frutos
¢ a coloragdo das sementes também se revelaram bons indicadores do ponto de
maturidade fisiologica.

Assim, o estudo da maturagdo dos frutos e sementes deve permitir, por
meio da analise e da associagcdo de um conjunto de caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e fisiologicas, a identificagdo do melhor momento para a colheita de

frutos, com vistas a obten¢ao de maior viabilidade das sementes.

2.5 Tolerancia a dessecacao por protecdo de aguicares

Trés estadios gerais sdo reconhecidos durante o desenvolvimento de
sementes de uma angiosperma. O primeiro estadio ¢ caracterizado pela
fertilizagdo, pela divisdo celular e pela histodiferenciacdo de todos os principais
tecidos. Durante o segundo estadio, ocorrem a expansdo celular concomitante &
fase de acimulo de reservas ¢ a fase final, que corresponde ao dessecamento. O
dessecamento constitui um evento integrante do processo do desenvolvimento
da maioria das sementes, especialmente as ortodoxas. Nesse grupo, o
desenvolvimento s6 se completa quando a semente apresenta baixos teores de
umidade, sendo a dessecagdo considerada necessaria para a conclusdo de seu
ciclo de vida.

Esse padrio de desenvolvimento ocorre em sementes de espécies
ortodoxas em relagdo a sua habilidade de resistir a0 armazenamento com um
reduzido contetido de agua. Em contraste, existem espécies de sementes que nao
podem sofrer uma secagem durante o seu desenvolvimento ¢ maturacdo. Seu
conteudo de dgua deve permanecer alto durante todo o seu desenvolvimento, até
a germinagdo. Desse modo, ja que ndo podem resistir & dessecacgdo, sdo inaptas
para o armazenamento por longos periodos de tempo. Esse grupo de sementes ¢

chamado de recalcitrante e incluem muitas espécies de arvores tropicais, como
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canela-amarela, macaranduba e seringueira e também algumas de clima
temperado, como o carvalho.

A agua, além de ser um solvente para reagdes bioquimicas, ¢ um
importante estabilizador estrutural para os organismos, proporcionando, por
meio de suas interagdes hidrofilicas e hidrofébicas, estrutura para
macromoléculas e organelas dentro da célula. Estruturas de membranas,
consideradas como local primario de danos por dessecacdo, em particular,
dependem dessas complexas interagdes (Senaratna & Mckersie, 1983). Assim, a
perda de agua nos estagios finais do desenvolvimento de sementes pode causar
danos irrecuperaveis a algumas espécies, como as recalcitrantes. No entanto,
outras, como as sementes ortodoxas, apresentam habilidade para resistir a
dessecacdo. Alguns estudos t€m evidenciado que proteinas acumuladas durante a
maturacdo, sacarose e alguns oligossacarideos da série rafinose sdo importantes
fatores na aquisi¢@o de tolerancia a dessecacao (Vertucci & Farrant, 1995).

Alguns autores associam a acumulag@o de oligossacarideos e sacarose
durante a maturagdo de sementes com a aquisicdo de tolerancia a dessecacao
(Vertucci & Farrant, 1995). De acordo com Hottiyer et al. (1994), alguns
agucares sdo substancias consideradas eficientes em estabilizar macromoléculas
e estrutura de membranas (Leprince et al., 1993), durante a dessecacio.
Agucares redutores, como glicose, frutose, galactose e maltose estdo ausentes ou
presentes em baixas quantidades, em sementes maduras e secas, sendo estes
caracteristicos em tecidos intolerantes a dessecacdo. Acucares redutores,
especialmente monossacarideos, promovem produtos da reacdo de Maillard.
Esta é uma reagdo que ocorre entre os aminoacidos ou proteinas e os agucares
redutores e que conduz a uma inativacdo de proteinas e danos ao DNA, estimula
a respiracdo (Leprince & Vertucci, 1995) e aumenta a formacdo de radicais
livres. Por outro lado, agucares nao redutores, como a sacarose €

oligossacarideos, sdo menos reativos e considerados componentes protetores dos
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tecidos. Segundo Vertucci & Farrant (1995), o grupo hidroxil dos agtcares
soluveis pode substituir a agua durante a dessecagdo das sementes, promovendo
interacdes hidrofilicas fundamentais para a estabilizagdo de membranas e
proteinas.

A tolerdncia a dessecagdo parece ser um processo gradual e a
acumulagdo de sacarose se correlaciona com seus estadios iniciais, todavia,
sacarose sozinha ndo ¢ suficiente para conferir tal atributo as sementes. A
propor¢ao de oligossacarideos da familia da rafinose e estaquinose também ¢
importante para o mecanismo de tolerdncia a dessecacdo em sementes
(Blackman et al., 1991). A hipotese € a de que estes oligossacarideos previnem a
cristalizacdo da sacarose durante a desidrata¢do, permitindo a ocorréncia de um
estado vitreo no citoplasma crucial para a tolerincia a dessecacdo e
armazenabilidade. A vitrificagdo do citoplasma consiste na criacdo de uma
solugdo liquida, com propriedades de viscosidade de um solido, que ndo forma
cristais, mesmo em temperaturas muito baixas e com estabilidade em uma larga
faixa de temperatura.

Oligossacarideos da série rafinose e a sacarose sdo acumulados
tradicionalmente em sementes em desenvolvimento, continuando apos a
maturidade e dessecagdo. Segundo Horbowicz & Obendorf (1994), a
acumulagdo de oligossacarideos da série rafinose, durante a formagdo de
sementes, prolonga sua armazenabilidade. No entanto, esse mecanismo s6 deve
ser aplicado a sementes que toleram a dessecacdo, pois, em tecidos intolerantes,
a umidade requerida para a formacao do estado vitreo ¢ muito mais elevada (Sun
et al., 1994).

Embora diversas pesquisas evidenciem a participacdo dos aguicares nao
redutores na tolerancia a dessecagdo de sementes, deve-se levar em consideragao
que tais agucares nao atuam sozinhos, sendo, provavelmente, incapazes de

tolerar a dessecacdo nesta condi¢do (Blackman et al., 1991; Leprince et al.,

14



1993). Tanto isso ¢ verdadeiro que alguns autores relatam uma alta concentra¢do
de sacarose e oligossacarideos, durante o desenvolvimento de sementes
recalcitrantes, sugerindo que a capacidade de tolerar a desidratagdo ndo ¢

somente por causa da presenga destes sacarideos.

2.6 Tolerancia a dessecacdo por protecdo de proteinas resistentes ao calor

Na maioria das espécies, o crescimento e¢ o desenvolvimento das
sementes sdo paralisados no final da maturagdo. Essa fase ¢ marcada pela queda
no conteudo de agua que, provavelmente, ¢ resultante da desconexdo entre a
semente e a planta-mae. Nessa fase de amadurecimento, a semente sofre uma
adaptacdo estratégica para tornar-se apta a tolerar as severas condigdes
ambientais, garantindo, assim, melhor sobrevivéncia das espécies durante o
armazenamento e disseminacao (Guimardes, 2000). Entretanto, em algumas
espécies, como as recalcitrantes, as sementes ndo podem resistir a dessecagéo,
devendo seu contetdo de 4gua permanecer alto durante todo o seu
desenvolvimento ¢ maturagio.

A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo ocorre durante a maturacio,
antes que as sementes sofram uma severa queda no seu conteido de agua.
Porém, ndo se pode afirmar que a tolerancia ¢ adquirida antes ou em resposta a
perda de agua. Além da presenga de acucares ndo redutores que funcionam
como substitutos da agua estabilizando macromoléculas e estruturas de
membrana, outros mecanismos tém se destacado por conferir as sementes
tolerdncia & dessecacdo. Dentre estes, merece atengdo um grupo de proteinas de
pequeno peso molecular, 15 a 42 kD, denominadas proteinas resistentes ao calor
(Small Heat-Shock Proteins — sHSPs) (Vierling, 1997). Este grupo de proteinas
esta presente, predominantemente, em plantas e, normalmente, ¢ acumulada em
resposta a algum tipo de estresse, como, por exemplo, altas temperaturas e

estresse hidrico severo. No entanto, a expressdo destas proteinas tem sido
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relatada também em tecidos ndo estressados, como, por exemplo, em sementes
em desenvolvimento (Hong et al., 2003).

Segundo Walters et al. (1997), em plantas, as sHSPs podem ser
encontradas em diferentes compartimentos celulares, dando origem a, pelo
menos, cinco classes de proteinas: citossolicas I, citossolicas 11, cloroplastidica,
mitocondrial e reticulo endoplasmatico localizada. A expressio de mRNA e/ou
proteinas sHSPs das classes citossolicas I e II tem sido frequentemente
encontrada durante os ultimos estadios de maturacdo e o inicio da tolerancia a
dessecagdo em sementes de diferentes espécies, como ervilha (Derocher &
Vierling, 1994), trigo (Helm & Abernathy, 1990) e girassol (Coca et al., 1994).

Em embrides de ervilha, as classes citossolicas I e II de sHSPs
apareceram durante a sintese de reservas até a fase média de maturacao, havendo
um elevado aumento com a desidratacdo das sementes (Derocher & Vierling,
1994). Uma acumulagdo similar de sHSPs citossolicas classe II foi observada
em girassol, porém, a classe I acumulou num periodo mais tardio da maturagao
(Coca et al., 1994). Em embrides de Arabdopsis, a acumula¢do de sHSPs
citossolicas da classe I iniciou-se na fase média da maturagdo e apresentou um
pico na fase tardia.

Zur Nieden et al. (1995), estudando a acumulacdo de sHSPs durante o
desenvolvimento de sementes de tomate, Nicotiana ristica, milho, ervilha e
Vicia faba, relataram que esta ocorre em diferentes periodos apds a antese,
porém, sua expressdo sempre foi observada antes de uma perceptivel dessecacdo
da semente. Segundo Guimaraes et al. (2002), as proteinas resistentes ao calor
contribuem para a tolerancia a dessecagdo de sementes de café.

Embora uma diversidade de trabalhos associe o aparecimento das sHSPs
a aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo em sementes, existem relatos do
aparecimento destas proteinas em sementes recalcitrantes, que ndo a toleram.

Collada et al. (1997) relataram o isolamento de grande quantidade de proteinas
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homologas as smHSPs em cotilédones de Castanea sativa, uma espécie
recalcitrante. As smHSPs foram encontradas em sementes ortodoxas e
associadas a aquisi¢@o de tolerancia a dessecagdo (Coca et al., 1994; Derocher &
Vierling, 1994). No entanto, segundo os autores, este ndo deve ser o caso das Cs
smHSP I encontradas em sementes de Castanea sativa, que parecem estar mais
associadas ao alto conteudo de agua das sementes. Concluindo, os autores
relatam que a presenca de grande quantidade de Cs smHSP I encontrada em
sementes de Castanea sativa pode nio ter sido suficiente para conferir a elas
tolerancia a dessecacdo, embora a expressao de smHSPs da classe I em varios
mutantes de Arabidopsis thaliana (insensiveis ao ABA) tenha sido
correlacionada com a tolerancia a dessecagdo. De acordo com Farrant et al.
(1993), a habilidade de tolerincia a dessecacdo em sementes ¢ funcdo de um
conjunto de sistemas mais complexos, ndo podendo, dessa maneira, ser atribuida

a um Unico mecanismo.

3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em uma planta de seringueira cultivada
na area experimental do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A arvore de seringueira selecionada, pé-franco, oriunda de sementes do
clone RRIM 600, possuia aproximadamente 20 anos de idade. O florescimento
da arvore foi acompanhado e os galhos marcados com etiquetas quando se
iniciou a senescéncia das flores femininas, que ocorre 96 horas apds a sua
abertura. Neste momento foi considerada a fecundacdo do ovario pelo grdo de
polen. Em coleta realizada no decorrer de seis meses e meio de desenvolvimento
do fruto (38, 65, 95, 120, 155 e 195 dias apos a polinizagdo), aproximadamente
10 frutos (30 sementes) foram coletados em cada coleta e, imediatamente,

realizou-se a retirada de sua capsula, por processo manual. Depois de concluida
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esta operagdo, o lote de fruto e sementes coletado foi dividido em duas amostras.
Uma delas foi utilizada para as seguintes avalia¢Ges: teor de agua, matéria seca e
analise morfoldgica por estercoscopia. A segunda amostra de sementes foi
destegumentada e quando possivel, quando o embrido encontrava-se formado,
separou-se o embrido do endosperma, em seguida os diferentes tecidos do
fruto/semente foram armazenados em freezer -80°C para posterior realizagdo das
analises onde foram quantificados amido, lipidios, proteinas soliveis, aglicares e
proteinas resistentes ao calor, bem como a atividade das enzimas Susy e
invertase.

Os teores de amido, proteinas soluveis e aglicares foram dosados
separadamente em cada tecido do fruto e semente: pericarpo, endosperma,
embrido e tegumento da semente, em coletas realizadas no decorrer dos seis
meses ¢ meio de desenvolvimento do fruto (38, 65, 95, 120, 155 ¢ 195 dias apos
a polinizacdo), sendo o embrido e o tegumento avaliados a partir do quarto més
de desenvolvimento do fruto (quando foi possivel sua separacdo da semente) ¢ a
determinagdo das proteinas resistentes ao calor foram realizados em embrides
também a partir do quarto més de desenvolvimento.

A atividade da sacarose sintase (Susy) e das invertases (4cida e neutra)
foi avaliada nos mesmos tecidos e periodos que as biomoléculas citadas
anteriormente. Ja o teor de lipideo foi quantificado no pericarpo do fruto ¢ na

améndoa da semente nos mesmos periodos ja citados.

3.1 Determinac&o do teor de 4gua e da matéria seca das sementes

Para cada época de coleta, foi determinado o teor de dgua das sementes
e do pericarpo do fruto, por meio do método de estufa a 105 £+ 2°C, por 24
horas (Brasil, 1992). A porcentagem de matéria seca foi obtida pela relagao

entre o peso da matéria seca final e o peso inicial (peso fresco).
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3.2 Analise morfoldgica por estereoscopia

A cada época de coleta, as sementes foram destegumentadas e cortadas
longitudinalmente e transversalmente em sua parte mediana com o auxilio de um
bisturi. Apos esse procedimento, os fragmentos da semente foram conduzidos a
lupa estereoscopica no qual foram feitas imagens dos diferentes tecidos que

compdem a semente, segundo metodologia descrita por Estanislau (2002).

3.3 Extracéo e quantificacdo de amido

A extragdo de amido seguiu o protocolo utilizado por Alencar (2003),
utilizando 0,2 g de material oriundo de 10 sementes moidas de cada época de
coleta. A quantificagdo do conteudo de amido foi realizada pelo método da

antrona (Yemm & Coccking, 1954).

3.4 Extracdo e quantificacdo de proteinas sollveis, agUcares redutores,
acucares sollveis totais e sacarose

Para a extragdo das proteinas soluveis, agucares redutores e soluveis
totais, 0,2 g do material oriundo de 10 sementes coletados em cada época foram
moidos com nitrogénio liquido e centrifugado com tampao de extracdo Fosfato
de Potassio, 0,1 M, pH 7,0 e em seguida levado ao banho-maria, a 40°C, por 30
minutos e novamente centrifugado. Este procedimento foi repetido duas vezes e
os sobrenadantes unidos. O teor de proteinas soluveis foi determinado segundo
metodologia descrita por Bradford (1976). E os agtcares redutores de acordo
com Miller (1959). Os agtcares soluveis totais foram determinados de acordo
com a metodologia descrita por Yemm & Coccking (1954).

As concentragdes de sacarose foram determinadas pela diferenca entre
os teores de agtlicares soluveis totais e aglicares redutores, multiplicada pelo fator

0,95, segundo Martim (2003).
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3.5 Extracdo e quantificacdo de lipidios

A extracdo e a quantificacdo de lipideos das sementes foram realizadas
pelo método gravimétrico, sendo realizada na améndoa da semente e no
pericarpo do fruto. Para esta analise o material vegetal foi seco em estufa a 105
+ 2°C até alcancar peso constante e depois foi moido. Um grama desse
material foi colocado em cartuchos de papel-filtro e transferido para o conjunto
Soxhlet, por um periodo de quatro horas. Foi realizada a extracdo continua com
refluxo, em presenca de éter etilico. Apds a completa evaporagdo e recuperacao
do solvente, as amostras foram pesadas e o teor de lipideos determinado (Silva,

1990).

3.6 Extracdo e atividade invertasica

Para extragdo da invertase (e suas isoformas), uma amostra de 10
sementes coletada em cada época, foi moida em almofariz na presenca de
nitrogénio liquido, posteriormente, 0,2 g dessa amostra foi pesado e acrescido de
200 pL de tampao acetato de sodio a 1 M pH 4,7; 100 pL de MgCl,0,1 M e 400
puL de sacarose 1 M, sendo o restante completado com agua até totalizar 2000
uL. Em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria, a 37°C durante
trinta minutos. Para a extragdo da invertase neutra usou-se O mesmMo

procedimento, porém o tampao foi substituido pelo tampao fosfato pH 7,0; 1M.

3.7 Extracdo e atividade da sacarose sintase (Susy)

Para extragdo da Susy, 0,1 g de material oriundo de 10 sementes
coletadas em cada época e moidas na presenca de nitrogénio liquido foi pesado e
acrescido de 200 pL de tampédo de extragio HEPES-KOH 1M pH 6,0; 100 pL
de MgCl,, 0,1M; 100 uL. de UDP 0,1 M e 400 pL de sacarose 1,0 M; sendo
restante completado com agua até totalizar 2000 pL. O ensaio foi mantido em

banho-maria, a 25°C durante 60 minutos. A reacéo foi iniciada com a adicdo do
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extrato protéico e a atividade da enzima obtida de acordo com a metodologia

descrita por Geromel (2001).

3.8 Analise de proteinas resistentes ao calor

Para analise das proteinas resistentes ao calor, 10 eixos embrionarios de
sementes coletadas aos 120, 155 e 195 dias apds a polinizagdo foram moidos na
presenca de nitrogénio liquido em almofariz. Posteriormente, 100 mg do
material foram pesados e colocados em microtubos de 1.500 uL. com 270 pL de
solucdo tampao (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl,, | mM
PMSF) e agitados em vortex. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 g, por
30 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85°C, por 15
minutos e novamente centrifugado. Apds esta operagdo, o sobrenadante foi
vertido em microtubos e o precipitado, descartado. Antes da aplicagdo no gel, os
tubos contendo 70 pL de extrato + 40 uL de solugdo tampao da amostra (2,5 mL
de glicerol, 0,46 g de SDS, 20 mg de azul de bromofenol e o volume completado
para 20 mL de tampdo de extracdo Tris pH 7,5) foram colocados em banho-
maria com agua em ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicados 30 uL da amostra
(extrato + tampao da amostra) por canaleta no gel de poliacrilamida SDS-PAGE
a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi
realizada a 100 V por 4 horas ¢ os géis foram corados durante 12 horas em
Coomassie Blue Brilliant a 0,05%, conforme Alfenas et al. (1991) e descorados

em soluc¢do de acido acético 10%.

21



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo morfo-anatdmicas durante o desenvolvimento de frutos
e sementes de seringueira

Através da analise morfologica foi possivel observar que o fruto da
seringueira ¢ uma capsula tricoca (com trés mericarpos) que em corte transversal
se apresenta trilobado. As sementes sdo subovais a eliptico-oblongas e se
encontram no interior do fruto, normalmente em nimero de trés, uma em cada
mericarpo do fruto.

O pericarpo pode ser analisado estruturalmente mediante a delimitagdo
de regides, em geral denominadas exocarpo, mesocarpo ¢ endocarpo. O
exocarpo ¢ constituido apenas pelo tecido epidérmico externo; o endocarpo,
somente pelo tecido epidérmico interno ou tecido multiestratificado de natureza
parenquimatica ou esclerenquimatica; e o mesocarpo, por um ou mais tecidos
compreendidos entre o exo ¢ o endocarpo. O mesocarpo pode ser de natureza
parenquimatica, colenquimatica ou esclerenquimatica; nele estdo imersos os
feixes vasculares colaterais, bicolaterais ou concéntricos (Souza et al., 2003).

Aos 38 dias apdés a polinizagdo (DAP), os frutos da seringueira
apresentavam em média 1 cm de diametro ¢ 0,96 cm de largura. O pericarpo
encontrava-se tenro ¢ com coloragdo verde, sendo que o exocarpo ¢ o endocarpo
possuiam coloragdo verde escuro ¢ o mesocarpo coloragdao verde claro (Figura
1A). Aparentemente, todos os tecidos que compunham o pericarpo eram
capacitados de realizar fotossintese. Segundo Zamski (1995), em muitas
espécies de plantas os tecidos de frutos verdes podem contribuir para a geracao
de fotoassimilados, os quais serdo utilizados na formagdo do proprio fruto bem
como no desenvolvimento das sementes.

As sementes, em numero de trés, no interior do fruto apresentavam
coloracdo esbranquicada e algumas manchas avermelhadas, principalmente,

proximo ao funiculo. O funiculo € a regido que liga a semente (tecido filial) ao
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fruto (tecido maternal), ou seja, é o local onde chega os fotoassimilados

provenientes das fontes.

Funiculo

FIGURA 1 Fotografia do fruto da seringueira aos 38 DAP em corte transversal
(A). Fotografia da semente de seringueira ligada ao fruto através do
funiculo, aos 38 dias apos a polinizacao (B).

Aos 65 DAP o fruto ja exibia, em média, diametro de 3,97 cm e largura
de 2,94 cm, apresentava o pericarpo mais lignificado, com ambos os tecidos,
exocarpo ¢ endocarpo, apresentando coloracdo verde escuro, semelhante ao
observado aos 38 DAP. Entretanto, o mesocarpo exibia coloragdo
esbranquicada, sendo, portanto, incapaz de realizar fotossintese. O fruto aos 65
DAP, diferentemente do observado aos 38 DAP, exsudava latex quando
danificado, sugerindo que os vasos laticiferos no fruto sdo formados a partir dos

38 DAP (Figura 2).

As sementes apresentavam tamanho até duas vezes superiores aquelas
observadas aos 38 DAP (Figura 3). Entretanto, o tamanho das sementes variava

bastante entre os frutos e até mesmo dentro de cada fruto.
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FIGURA 3 Fotografia das sementes de seringueira aos 65 dias apds a
polinizagdo. Variagdo entre frutos.

Também foi verificado que, aos 65 DAP, o interior do endosperma
apresentava uma massa de células com aspecto gelatinoso que, provavelmente,
dara origem ao embrido. Segundo Secco (2008), entre os cotilédones da semente
de seringueira ha um espago vazio, que se apresenta cheio de uma substancia
nutritiva, liquida, quando a semente, muito nova, esta ainda em formacao.

Aos 95 DAP, foi observada uma maior lignificagdo do pericarpo em

comparagdo ao observado aos 65 DAP. Além disso, foi verificado que neste

24



estadio do desenvolvimento do fruto tanto o mesocarpo quanto o endocarpo
encontravam-se com colora¢do esbranquigada, diferentemente do exocarpo que
ainda possuia coloragdo verde. O fruto neste estadio apresentava, em média,
diametro de 5,03 cm e largura de 3,70 cm e quando danificado exsudava maior

quantidade de latex em relacdo ao fruto coletado aos 65 DAP (Figura 4).

Massa de células Tegumento

FIGURA 4 Fotografias dos frutos de seringueira, aos 95 dias apos a polinizagdo.
Fruto em corte transversal (A). Fruto e sementes em corte
transversal (B).
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FIGURA 5 Fotografias das sementes de seringueira, aos 95 dias apos
polinizagao.
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As sementes apresentavam tamanho até, duas vezes maior do que
aquelas avaliadas aos 65 DAP (Figuras 5). O embrido, aos 95 DAP ainda se
encontrava gelatinoso ¢ o tegumento da semente comecava a se diferenciar
visualmente do endosperma.

Quando os frutos estavam com 120 DAP, ainda apresentavam coloragdo
verde escuro no exocarpo. Entretanto, o endocarpo encontrava-se altamente
lenhoso o que lhe conferia elevada resisténcia a choques mecanico. Nesta data
os frutos apresentavam, em média, 5,24 cm de didmetro ¢ 3,71 cm de largura,
valores bastante similares aos observados nos frutos com cerca de 3 meses de
desenvolvimento (Figura 6). Tais resultados indicam que o fruto atinge o seu
tamanho maximo entre os trés e quatro meses de desenvolvimento.

Com relagdo as sementes, estas também atingiram seu tamanho maximo
entre os trés e quatro meses de desenvolvimento. Ja o tegumento se apresentava
mais endurecido quando comparado ao observado nas sementes com 95 DAP
(Figura 7).

O endosperma, aos 120 DAP, apresentava uma textura mais maci¢a em
relacdo ao endosperma das sementes avaliadas nos estadios anteriores, sugerindo
que a deposi¢do dos materiais de reservas estava se acentuando por esta data. Tal
observagdo ¢ sustentada pelos resultados apresentados nas Figuras 4, 8 , 9 e 13,
as quais mostram as variagdes nos teores de amido, lipideos e atividades
enzimaticas no endosperma das sementes de seringueira durante o
desenvolvimento, respectivamente.

Quanto ao embrido, aos 120 DAP este se encontrava em plena formagao
e semelhante ao observado no endosperma apresentava uma textura mais macicga
em comparacao as observacdes anteriores. Nesta data, o embrido exibia cerca da
metade do tamanho da semente e ja era possivel identificar o eixo embrionéario e

os cotilédones.
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FIGURA 6 Fotografias de frutos de seringueira, aos 120 dias apods a polinizagdo.
Fruto com pericarpo completo (A). Endocarpo recobrindo as
sementes. (B).
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FIGURA 7 Fotografias de sementes de seringueira, aos 120 dias apos
polinizacao.

Aos 155 DAP os frutos apresentavam, em média, 5,32 cm de didmetro e
3,73 cm de largura, tamanho similar aos frutos com 120 DAP. O exocarpo, ainda
exibia uma coloracdo verde e o endocarpo uma elevada resisténcia.

As sementes apresentavam o tegumento, que envolve e protege a

améndoa, mais endurecido e com uma coloracdo amarronzada, caracteristica do
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tegumento de sementes completamente desenvolvidas (Figura 8). Entretanto, o
tegumento ainda ndo apresentava o brilho intenso e as manchas pintalgadas bem

formadas, comum em sementes maduras.

FIGURA 8 Fotografia das sementes de seringueira, aos 155 dias apds a
polinizagao.

A améndoa da semente, aos 155 DAP, se encontrava mais consistente e
envolvida por uma pelicula prateada, provavelmente o espermoderma (Figura
9A). Na semente de café madura, o perisperma fica restrito a 2 ou 3 camadas de

células, conhecida como pelicula prateada (Cavalari, 2004).
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Pelicula
prateada

Endosperma Cotilédone

FIGURA 9 Fotografias de sementes de seringueira, aos 155 dias apds a
polinizacdo. Améndoas das sementes de seringueira (A); Améndoa
da semente de seringueira cortada longitudinalmente (B); Embrido
da semente de seringueira (C).

Aos 155 DAP o endosperma aparentava estar completamente formado,
com formato grosso e oleoso (Figura 9 A e B). No seu interior encontravam-se

os dois cotilédones plano-foliaceos, dispostos no sentido do plano que passa pela
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coluna placental (Secco, 2008), bem como o eixo embrionario. Entretanto, os
cotilédones ndo aparentavam estar completamente desenvolvidos.

Aos 195 DAP, periodo em que ocorreu a deiscéncia dos frutos e a
dispersdo das sementes foi verificado o endocarpo altamente lenhoso e o
mesocarpo bastante fibroso (Figura 10). O exocarpo, em questdo de dias perde
sua coloragdo verde e se torna amarronzado, indicando de que a deiscéncia dos

frutos esta préxima.

Pericarpo

Mesocarpo

Endocarpo

FIGURA 10 Fotografia do fruto da seringueira. A foto foi tirada cerca de uma
semana antes da deiscéncia dos frutos.

O tegumento, aos 195 DAP, apresentava a testa crustidcea, com a
superficie externa lisa de cor marrom e brilhante € com numerosas manchas na
parte dorsal (Figura 11 A) e com pouca ou quase nenhuma na parte ventral, cujo
padrdo de desenhos pode servir para distinguir variedades e clones da mesma
espécie (Gongalves & Marques, 2008). Segundo Webster & Paardekooper
(1989), além do clone, ¢ possivel identificar o parental feminino de uma semente
através de suas manchas e da sua forma. Segundo os autores, a testa da semente
¢ formada pelo tecido maternal e de forma determinada pela pressdo exercida

pela capsula do fruto durante seu desenvolvimento. Essas caracteristicas
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proporcionam os meios reais de identificacdo de clones e do parental feminino

em sementes clonais de polinizacdo aberta (Gongalves & Marques, 2008).
Quanto ao embrido, aos 195 DAP, este estava completamente

desenvolvido, com os cotilédones plano-foliaceos ocupando toda a superficie do

endosperma (Figura 11 B).

FIGURA 11 Fotografias das sementes de seringueira (A) e da améndoa da
seringueira em corte longitudinal (B), aos 195 DAP.

4.2 Teor de agua durante o desenvolvimento de frutos e sementes de
seringueira

Aos 38 DAP as sementes e o pericarpo dos frutos apresentavam valores
muito proximos de umidade, aproximadamente 85 % (Figura 12). Aos 65 DAP
houve um acréscimo na umidade das sementes ¢ do pericarpo chegando a
valores proximos de 90 %. Nas sementes, o valor de umidade continuou
aumentando até 95 DAP, declinando a partir dai até atingir o grau de umidade de
45 % aos 195 DAP. Por outro lado, no pericarpo a umidade declinou a partir dos
65 DAP, sendo que até os 155 DAP essa redugdo foi gradual e a partir dai o
declinio na umidade foi stubito. Estes resultados corroboram com os observados
por Li et al. (1999) que avaliando as alteragdes morfologicas e fisiologicas
durante o desenvolvimento do fruto e das sementes de Rhus aromatica e Rhus
glabra, verificaram que o grau de umidade das sementes da espécie R.

aromatica aumentou de 87,8% para 92,26% nas primeiras quatro semanas apos
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a antese e os da espécie R. glabra aumentou de 71,3% para 84,69% nas
primeiras 3 semanas apos a antese. Em ambas as espécies, depois de atingido o
maximo teor de agua foi observado um declinio gradual na umidade das
sementes, sendo que na ultima semana que precedeu a maturidade fisiologica foi

verificado um decréscimo subito na umidade das sementes de ambas as espécies.
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FIGURA 12 Médias, em porcentagem, do grau de umidade das sementes e do
pericarpo do fruto de seringueira durante o desenvolvimento.

4.3 Porcentagem de matéria seca durante o desenvolvimento de frutos e
sementes de seringueira

A porcentagem de matéria seca reduziu nos primeiros 95 DAP tanto na
semente quanto no pericarpo do fruto (Figura 13). Cavalari (2004), também
verificou queda inicial na porcentagem de matéria seca de frutos de café em
desenvolvimento e, atribuiu isto, ao acimulo de 4gua no fruto durante o
crescimento do perisperma.

Na améndoa da seringueira com 155 DAP foi verificada a presenca de
uma pelicula prateada recobrindo o endosperma, provavelmente, trata-se do
perisperma, o qual € um tecido que se desenvolve de partes da nucela, quando
esta ndo ¢ completamente absorvida durante a formacdo do embrido (Marcos

Filho, 2005). Dessa maneira, a queda na porcentagem de matéria seca (Figura
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13) e o aumento da umidade (Figura 12) nos estddios iniciais de
desenvolvimento das sementes de seringueira podem ser devido ao aumento de
volume das células do perisperma ou do endosperma em formagao.

No intervalo de tempo entre 95 DAP a 155 DAP ocorreu um incremento
gradual na porcentagem de matéria seca das sementes. Apos este periodo, houve
uma estabiliza¢do neste valor até o final da maturagdo das sementes. Por outro
lado, no pericarpo, houve um pequeno incremento na porcentagem de matéria
seca a partir de 95 DAP, o qual se estendeu até os 155 DAP. Apos este periodo,
houve um aumento brusco na porcentagem de matéria seca deste tecido, o qual

coincide com a dessecacdo do fruto que esta se preparando para a deiscéncia.
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FIGURA 13 M¢édias, em porcentagem, da matéria seca das sementes ¢ do
pericarpo do fruto de seringueira durante o desenvolvimento.
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4.4 Avaliacdo das caracteristicas bioquimicas durante o desenvolvimento de
frutos e sementes de seringueira

4.4.1 Teor de amido

Os maiores teores de amido no endosperma das sementes de seringueira
foram encontrados no final do amadurecimento do fruto e conseqliente
maturidade fisioloégica das sementes. O acimulo de amido no endosperma
ocorreu gradativamente com o decorrer do desenvolvimento do fruto/semente,
variando de 2,0 mg.g” de MF, aos 38 DAP para 8,93 mg.g ' de MF aos 195
DAP (Figura 14). Este resultado corrobora com os observados por Amaral et al.
(2001), em sementes de Bixa orellana, os quais observaram pequenos granulos
de amido com forma eliptica e em reduzida quantidade, ja, nos estadios iniciais
de desenvolvimento da semente. Entretanto, a partir do V estadio, os graos se
tornaram maiores, com formato mais arredondado, estando presente em grande
numero até o final do desenvolvimento, estadio VII.

O teor de amido observado no endosperma das sementes, aos 195 DAP,
encontra-se entre os valores observados por Paula (1997) e Alencar (2003).
Segundo Marcos Filho (2005), alguns fatores como gendtipo, condigdes
climaticas, idade das sementes, fertilidade do solo e idade da planta mae, podem
afetar a composi¢do quimica das sementes, o que pode justificar tal variacao
entre os estudos.

No pericarpo, para o teor de amido, foi observado comportamento
contrario ao observado no endosperma, onde ocorreu um acimulo maximo de
amido aos 65 DAP e, posterior declinio, que se manteve até¢ o final do
desenvolvimento do fruto/semente.

Em vérias espécies, como soja, ervilha e feijao, a sacarose produzida,
via fotossintese, em folhas e vagens, pode ser armazenada temporariamente
como amido, nas vagens, antes da remobilizacdo e transferéncia para as

sementes (Marcos Filho, 2005). Pode ser que na seringueira ocorra algo
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semelhante, ou seja, a sacarose oriunda de folhas e até mesmo carboidratos
produzidos no préprio fruto (pericarpo), cuja coloracdo ¢ verde nos estadios
iniciais de desenvolvimento (Figura 1), sejam armazenados na forma de amido
em amiloplastos presentes neste tecido. Por outro lado, nos estadios mais
avangado do desenvolvimento do fruto/semente, quando endosperma e embrido
encontram-se em plena formag¢do ¢ provavel que o amido armazenado no
pericarpo da semente, seja clivado, transformado em sacarose e, posteriormente,
transportado para a semente em formagao, visando o fornecimento de esqueletos
de carbono para a sintese de proteinas e lipidios ou até mesmo servir como

substrato para a respiracao.
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FIGURA 14 Estimativa do teor de amido no endosperma das sementes e no
pericarpo de frutos de seringueira em funcdo do estadio de
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de trés
repeticdes.

Tanto no embrido como no tegumento da semente o teor de amido foi
quantificado a partir de 120 DAP, periodo em que foi possivel separar estes

tecidos dos demais presentes na semente.

35



No embrido aos 120 DAP, havia aproximadamente 2 mg.g ~' de MF de

amido, este valor elevou-se para cerca de 4,5 mg.g " de MF e 5,5 mg.g "' de MF

aos 155 DAP

Por o

e 195 DAP, respectivamente (Figura 15) .

utro lado, no tegumento da semente o teor de amido permaneceu

baixo e constante até o final do desenvolvimento da semente.

Sabe-
sementes de

encontraram

se que o amido ndo ¢ o principal componente de reserva das
seringueira, entretanto, Alencar (2003) e Bonome (2006)

valores expressivos dessa macromolécula em endosperma de

sementes de seringueira, 5 % e 7 % respectivamente, indicando que o amido

possui um papel importante na geragdo de aglicares menores para o inicio da

germinacdo da semente, provavelmente, para o catabolismo na respiracao.
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FIGURA 15 Estimativa do teor de amido no embrido e no tegumento das

semente de seringueira em fungdo do estadio de desenvolvimento.
As barras exibem o erro padrao da média de trés repeticdes.
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4.4.2 Teor de proteinas solUveis

O teor de proteinas soliiveis no endosperma aumentou com o decorrer
do desenvolvimento da semente, de aproximadamente 5 mg.g "' de MF aos 38
DAP 18 para mg.g ' de MF aos 195 DAP, periodo em que ocorreu a dispersio
das sementes (Figura 16).

O incremento no teor protéico no endosperma das sementes, nos
primeiros 95 DAP, foi menos expressivo do que o observado a partir desta data.
Amaral et al. (2001) também verificaram um acréscimo mais expressivo no teor
protéico de sementes de Bixa orellana, quando estas se encontravam em estadios
mais avancados do desenvolvimento (entre o 2° ¢ 4° estadio). Em sementes de
Vicia faba, Weber et al. (1997) relatam que o incremento no teor protéico das
sementes ocorre somente a partir do final do 4° estadio de desenvolvimento,
atingindo valor maximo no ultimo estadio (7°). Segundo os autores, o acumulo
de amido ocorre mais tardiamente, a partir do final do 5° estadio de
desenvolvimento.

Bitencourtt et al. (1990) também observaram elevagao no teor protéico
com o decorrer do desenvolvimento de sementes de girassol.

No pericarpo, a semelhanga do observado para o teor de amido, foi
verificada um aciimulo maximo de proteinas soluveis aos 65 DAP e decréscimo
gradual neste valor com o decorrer do desenvolvimento do fruto/semente.
Possivelmente, a redugdo no teor de proteinas soliveis neste tecido esteja
relacionada ao fornecimento de aminoacidos para a formagao do endosperma e

do embrido das sementes.
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FIGURA 16 Estimativa do teor de proteinas soluveis no endosperma das
sementes e no pericarpo do fruto de seringueira em fun¢do do
estadio de desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da
média de trés repeticdes.

No embrido, assim como no endosperma, os maiores teores de proteinas
soluveis ocorreram em sementes mais desenvolvidas, quando atingido o ponto
de maturidade fisiologica (Figura 17). Diversos trabalhos, como o de Alves et al.
(2005) com sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. e o de Ragagnin & Dias
(1987) com sementes de Tabebuia chrysotricha, relacionam o maximo acimulo
de matéria seca com a aquisi¢cdo da maturidade fisiologica das sementes.

No tegumento ocorreu comportamento contrario ao encontrado no
endosperma e embrido das sementes, onde o teor de proteinas soliiveis tendeu a

decrescer com a aproximacao da maturidade fisiologica das sementes (Figura

17).
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FIGURA 17 Estimativa do teor de proteinas soluveis no embrido e no tegumento
das sementes de seringueira em funcdo do estadio de
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de trés
repeticdes.

4.4.3 Teor de lipideos

Na améndoa das sementes de seringueira ocorreu um incremento no teor
de lipideos ao longo do seu desenvolvimento, principalmente a partir dos 65
DAP, apresentando aos 195 DAP um teor de 40% de lipideos. Segundo
Aigbodion (1994), estas sementes contém uma quantidade média de 43% de
6leo, podendo variar de 38 até 46%.

O acumulo deste composto na améndoa das sementes foi crescente
desde as primeiras fases de desenvolvimento até a semente se encontrar madura
e superior aos valores encontrados no pericarpo do fruto (Figura 18).

As sementes das espécies de Euphorbiaceae possuem endosperma farto,
carnoso e rico em reservas oleaginosas.

O pericarpo apresentou um reduzido incremento do teor de lipidio até os
95 DAP, apds este periodo este teor declinou e ao fim das avaliacdes

encontrava-se constante. Os valores de lipideos observados apresentados no
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pericarpo sdo bastantes inferiores aqueles observados na améndoa. O fato ¢
esperado uma vez que as sementes de seringueira armazenam seus compostos no

endosperma, tendo o pericarpo fungio de protecéo.

o

= .
]

%o de Lipideos

Dias apos a polinizacao (DAP)

— ® —Pericarpo —e— Endosperma

FIGURA 18 Estimativa do teor de lipideos no pericarpo do fruto e na améndoa
das sementes de seringueira em fun¢do do estddio de
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrao da média de trés
repeticoes.

Segundo Bradford (2002), o inicio do desenvolvimento das sementes
esta relacionado com o crescimento destas através da divisao celular, sendo que
o acumulo de reservas ocorre posteriormente, porém, no presente estudo o
acumulo de lipideos em sementes de seringueira (seu maior composto de
reserva), ndo apresentou este padrdo, uma vez que estas apresentaram um
acumulo deste composto desde as primeiras fases de seu desenvolvimento, este

fato também foi observado por Tomlinson et al. (2004), ao avaliar sementes de

fumo.
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4.4.4 Teores de acUcares
4.4.4.1 Endosperma

As alteracdes nos teores de aguicares soluveis totais, aglicares redutores e
de sacarose em endosperma de sementes de seringueira durante o
desenvolvimento sdo observadas por meio da Figura 19.

O teor de acglcares soluveis totais (AST), aumentou gradualmente
durante todo o desenvolvimento da semente, atingindo valor préximo a 60 mg/g
MF"' quando as sementes foram dispersas da planta mie. Bonome (2006)
encontrou valor de AST em endosperma de sementes de seringueira recém
colhidas proximo ao observado no presente trabalho, quando levado em
consideragdo o grau de umidade das sementes.

Quanto ao teor de agucares redutores (AR), este aumentou até os 95
DAP e depois decresceu até o final do desenvolvimento da semente. Ja o teor de
sacarose permaneceu estavel nos primeiros 3 meses de desenvolvimento das
sementes e aumentou subitamente a partir desse periodo, atingindo valor
préximo a 45 mg g MF™' no endosperma das sementes dispersas da planta mie.

A sacarose exerce um papel central no crescimento ¢ desenvolvimento
de plantas e sementes, como uma forma primaria de transporte de carbono e
energia na maioria das espécies vegetais ¢ também como um regulador da
expressdo de genes (Koch, 2004). Orgdos drenos ndo fotossintetizantes como,
por exemplo, sementes em formacdo, sdo altamente dependentes de sua
importagdo. A hidrdlise da sacarose é o primeiro passo em direcdo ao
metabolismo e a sintese de produtos de armazenamento; assim, a clivagem da
sacarose em hexose ¢ vital a todas as plantas, ndo somente para a alocacdo de
carbono, mas também para a inducdo de sinais em importantes estruturas (Koch,
2004).

Assim ¢€ possivel que o aumento no teor de AR nos primeiros meses de

desenvolvimento das sementes de seringueira seja em decorréncia da maior
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clivagem de sacarose, pelas enzimas sacaroliticas, cuja concentragao
permaneceu estavel até os 95 DAP (Figura 23). A partir de 95 DAP o teor de
sacarose comegou a subir abruptamente no endosperma das sementes ¢ o teor de
AR comegou a decrescer. Este resultado sugere que o aumento de AR no
endosperma das sementes nos meses iniciais de desenvolvimento ¢ resultante da
clivagem da sacarose. Diversos trabalhos evidenciam uma maior concentragao
de hexoses nos estddios iniciais de desenvolvimento das sementes e a
correlacionam com o favorecimento da divisdo celular, enquanto que o
incremento no teor de sacarose ¢ observado normalmente mais tardiamente e ¢
correlacionado com o favorecimento da diferenciacdo ¢ maturagdo das sementes
(Winter & Huber, 2000; Baud et al., 2002; Borisjuk et al., 2002, 2003). A
inversdo entre os teores de AR ¢ de sacarose com o desenvolvimento das

sementes também foi observado em Vicia spp por (Wobus & Weber, 1999a).

mg.g "' MF
bo.'
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FIGURA 19 Estimativa do teor de acucares (AST, AR e Sacarose) em
endosperma de semente de seringueira em fungdo do
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de
trés repetigoes.
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Diversos autores associam esta mudanca no conteudo de acucares,
durante o desenvolvimento das sementes, a mudanc¢a na atividade de enzimas,
como as invertases (acida e neutra) ¢ a sacarose sintase (SuSy) (Weber et al.,
1996; Winter & Huber, 2000). Segundo Borisjuk et al. (1998) a expressdo de
genes para as invertases ocorre predominantemente durante os primeiros
estadios, enquanto, os da SuSy ocorrem mais nas ultimas etapas do
desenvolvimento. Alta atividade da invertase e uma alta razdo hexose/sacarose
tém sido encontradas nos estadios iniciais de desenvolvimento de diversos
cereais como milho (Cheng & Chourey, 1999), arroz (Hirose et al., 2002) e
cevada (Winter & Huber, 2000).

Geromel et al. (2006) afirma que, em orgdos dreno da maioria das
espécies de plantas, as diferengas entre as concentra¢cdes de acucares sao
controladas por enzimas que degradam e (re) sintetizam a sacarose como as

invertases ¢ a SuSy, respectivamente.

4.4.4.2 Embriao

No embrido ocorreu uma tendéncia de aumento nos teores de AR, AST e
sacarose com o avanco do desenvolvimento das sementes (Figura 20). Este
resultado difere dos observados por Weber et al. (1995), os quais observaram
aumento nos teores de agucares redutores, em cotilédones de sementes de Vicia
faba, até os 22 dias apos a fertilizagdo, decaindo severamente apos este periodo
até o final do desenvolvimento das sementes. Wobus & Weber (1999b) em uma
revisdo sobre a atuagdo de agucares como sinais moleculares em sementes em
desenvolvimento relatou que diversas pesquisas tém evidenciado altas
concentracdes de AR e baixa concentracdo de sacarose no inicio do
desenvolvimento do embrido das sementes, porém, numa fase mais tardia do
desenvolvimento ha uma inversdo no teor destes aclicares, onde a concentracdo

de sacarose aumenta € a de AR decresce. Estes resultados diferem do observado
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no embrido das sementes do presente trabalho (Figura 20), entretanto, corrobora
com os observados no endosperma das sementes (Figura 19).

Durante todo o periodo de desenvolvimento da semente houve uma
superioridade na concentracdo de AST sobre a de AR e de sacarose, sendo este

ultimo, o agticar encontrado em menor quantidade no embrido.

mg.g ' MF
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FIGURA 20 Estimativa do teor de agucares soliveis totais, redutores e¢ de
sacarose em embrido de semente de seringueira em fungdo do
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de
trés repeticoes.

4.4.4.3 Tegumento da semente

No tegumento, tanto o teor de AST quanto o de AR decresceram com o
avanco do desenvolvimento do fruto/semente. Por outro lado, o teor de sacarose
permaneceu baixo e estavel neste tecido até o final da maturacdo do
fruto/semente (Figura 21).

Sabe-se que o tegumento das sementes ¢ proveniente do 6vulo, ou seja,
do tecido maternal e, portanto, ndo possui ligagdo com o endosperma e com o
embrido das sementes, cujos tecidos sdo provenientes da unido de um dos
gametas masculinos do grio de polen aos dois nucleos polares do saco

embrionario (fusdo tripla) e da unido do outro nucleo reprodutivo do grao de
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poélen a oosfera, respectivamente. Estes dois tecidos (embrido e endosperma) sdo
chamados de tecido filial.

O desenvolvimento da semente é dependente de fotoassimilados
oriundos de tecidos fonte. Certamente, as folhas sdo as fontes primdarias de
fotoassimilados, mas tecidos de frutos verdes também podem contribuir
substancialmente em algumas plantas (Zamski, 1995). Todo o fotoassimilado
proveniente dos tecidos fonte com destino as sementes chegam, através do
floema, primeiramente no tegumento que ¢ um tecido maternal. Como o tecido
maternal ndo tem ligagdo com o embrido e/ou endosperma o fotoassimilado ¢é
transportado para os tecidos filiais por uma rota denominada apoplastica, ou
seja, via espago extracelular.

Dessa maneira, € possivel que a alta concentragdo de AR no tegumento
da semente aos 120 DAP, seja em decorréncia da clivagem da sacarose - por
uma invertase acida - que esta sendo descarregada pelo floema neste tecido.
Weber et al. (1995) também encontraram uma alta atividade de invertase acida
no tegumento de sementes de Vicia faba. Este fato justifica o baixo teor de
sacarose no tegumento ao longo do desenvolvimento da semente.

Por outro lado, a reducdo no teor de AR no tegumento, apos os 120
DAP, sugere que esteja ocorrendo um transporte deste agucar para o embrido
(Figura 20), o qual servira como substrato para a respiragdo e como esqueleto de

carbono para a produgdo de proteinas e lipidios.
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FIGURA 21 Estimativa do teor de agucares soluveis totais, redutores e de
sacarose no tegumento de semente de seringueira em funcdo do
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de
trés repeticoes.

4.4.4.4 Pericarpo

No pericarpo, os teores de AST e AR aumentaram até os 95 DAP e
depois decresceram gradualmente com o avangco do desenvolvimento do
fruto/semente. Aos 195 DAP, periodo em que ocorreu a dispersao das sementes,
ndo houve diferenca estatistica entre os teores de AST e de AR. A concentracdo
de sacarose elevou-se ligeiramente até os 95 DAP, reduzindo drasticamente apos
este periodo até atingir valor proximo de zero na época de dispersdo das

sementes (Figura 22).
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FIGURA 22 Estimativa do teor de actcares soltiveis totais, redutores e sacarose
no pericarpo de fruto de seringueira em fungdo do
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrido da média de trés
repetigoes.

Provavelmente, a maior concentracdo de AST e AR no pericarpo dos
frutos, nos 3 meses iniciais do desenvolvimento, deva-se a maior atividade
fotossintética deste tecido neste periodo. Com a maturagdo do fruto, o aparato
fotossintético do pericarpo pode ter perdido a sua funcionalidade e os agucares
acumulados neste tecido translocados para o tegumento da semente, os quais
posteriormente, seriam direcionados para o endosperma € o embrido em
formag@o. Este fato justificaria o declinio no teor destes agticares no tegumento
apo6s os 95 DAP.

O aumento nos teores de AR do pericarpo, nos estadios iniciais do
desenvolvimento dos frutos, pode ainda estar relacionado com a necessidade
hidrica do fruto, pois, 0 AR diminui o potencial osmoético do tecido, garantindo
o suprimento de agua. Rogers et al. (1999) e Cavalari (2004), trabalhando com
sementes em desenvolvimento de café encontraram maiores valores de AR no
perisperma das sementes em comparagdo aos outros tecidos e, associaram isto, a

necessidade do perisperma acumular agua para depois repassa-la ao endosperma.
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4.45 Atividade enzimatica durante o desenvolvimento de frutos e sementes
de seringueira
Nas Figuras 23, 24, 25, 26 estdo apresentados os resultados da atividade

das enzimas Invertase Acida (IA), Invertase Neutra (IN) e Susy nos diferentes
tecidos do fruto/semente (embrido, endosperma, tegumento e pericarpo) em

funcdo do desenvolvimento.

4.4.5.1 Endosperma

No endosperma das sementes houve um alto incremento na atividade da
IA nos primeiros 95 DAP (Figura 23). Aos 120 DAP ocorreu um decréscimo
abrupto na atividade desta enzima atingindo ao final do desenvolvimento da
semente valor inferior ao observado aos 38 DAP. Por outro lado, a atividade da
Susy foi estavel até os 95 DAP, apresentando incremento a partir desta data até o
final do desenvolvimento das sementes. Proximo dos 100 DAP houve uma
inversao na atividade das enzimas IA e Susy, a qual permanece até¢ a maturacdo
das sementes. Alguns trabalhos evidenciam uma alta atividade da invertase e
uma alta raz8o hexose/sacarose nos estadios iniciais do desenvolvimento de
sementes de cereais, como arroz (Hirose et al., 2002) e cevada (Winter & Huber,
2000). Tais resultados corroboram com os observados no presente trabalho
(Figuras 19 e 23).

Segundo Hill et al. (2003) mediante a disponibilizagdo de hexoses,
proveniente da hidrolise da sacarose, principalmente, pela agdo de uma invertase
acida de parede celular, inicia-se a divisdo celular e a expansdo do embrido até o
ponto em que este comeca a pressionar as células do endosperma. Neste
momento do desenvolvimento da semente a atividade da Susy comeca a
aumentar ¢ a da invertase comeca a diminuir e, como conseqiiéncia, o nivel de
hexose cai e a sacarose torna-se o principal agicar do endosperma, induzindo
uma mudanga na expressao de genes a favor da acumulagdo de produtos de

armazenamento. Esta mudanga na concentracdo de hexose para sacarose no
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endosperma durante o desenvolvimento de sementes também foi observado em
ervilha por Borisjuk et al. (1998). Esta alteracdo na concentracdo de aclcares
também foi observada no endosperma de sementes de seringueira em

desenvolvimento (Figura 19).

pmol de AR g -1de MF
é

Dias apos a polinizacao (DAP)
——IA —+IN ==#==S1sV
FIGURA 23 Atividade da invertase acida (I.A), neutra (ILN) e Susy em
endosperma de sementes de seringueira em fungdo do

desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de
trés repeticdes.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho (Figuras 19 e 23)
sugerem que em sementes de seringueira, a mudanga da fase de divisdo e
expansdo celular para o de armazenamento de materiais de reserva e maturacao
inicia-se ao redor dos 100 DAP.

A IN apresentou um pequeno incremento em sua atividade até os 95
DAP, a partir desta data, observa-se uma atividade mais expressiva desta
enzima, superando a atividade da IA no final do desenvolvimento da semente.
Alta razdo na atividade da invertase neutra/acida tem sido evidenciada durante a
maturacao de diversas sementes de leguminosas (Cooper & Greenshields, 1961;

Pridham & Walter, 1964).
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4.4.5.2 Embriéo

No embrido, a atividade enzimatica foi avaliada a partir dos 120 DAP,
nesta data houve uma alta atividade da IA, a qual tende a decrescer com o
avango do desenvolvimento da semente/embrido (Figura 24). Segundo Weber et
al. (1997), em estudos com Vicia faba, a atividade da IA ¢é alta durante as
primeiras fases de desenvolvimento da semente resultando em alta relagdo
hexose/sacarose. Segundo o autor esta elevada relacdo favorece a divisdo e
expansao celular. Sturm & Tang (1999) relatam que a clivagem de sacarose em
glicose e frutose pode aumentar significativamente a pressdo osmotica das
células, sugerindo uma possivel fungdo das invertases no alongamento celular e
crescimento de plantas, por isso esta relacionada com tecidos jovens.

Por outro lado, a atividade da IN aos 120 DAP ¢ relativamente baixa em
comparagdo a observada para a [A, porém, sua atividade, diferentemente do
verificado para a [A eleva-se com a maturagdo das sementes, tornando-se
superior a da IA aos 155 e 195 DAP. Elevada razdo na atividade da invertase
neutra/acida também foi evidenciada no final do desenvolvimento de sementes
de Phaseolus vulgares (Cooper & Greenshields, 1961) e de Vicia faba (Pridham
& Walter, 1964). Segundo Déjardin et al. (1997), a passagem do estadio de
expansdo do embrido para o de armazenamento de reservas ¢ acompanhada por
uma queda na atividade da invertase acida, que permanece muito baixa, tanto no
tegumento como no embrido.

A atividade da Susy, no embrido, foi mais baixa do que a observada para
IA e neutra em todas as épocas de avaliagdo (Figura 24). Ocorreu ainda uma
tendéncia de queda na atividade desta enzima com a maturagdo das sementes.
Este resultado difere dos observados por Hill et al. (2003), os quais verificaram
acréscimo na atividade da Susy, no embrido de Brassica hapus, com o avango

do desenvolvimento das sementes. De acordo com Kock (2004) a atividade da
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Susy € mais expressiva durante a fase de armazenamento de materiais de reserva

e de maturagdo do tecido vegetal.
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FIGURA 24 Atividade da invertase acida (I.A), neutra (I.N) e Susy no embrido
de semente de seringueira em fung¢do do desenvolvimento. As
barras exibem o erro padrdo da média de trés repetigoes.

Uma possivel explicacdo para a baixa atividade da Susy no embrido das
sementes de seringueira ¢ que neste tecido a reduzida atividade desta enzima
seja compensada pela alta atividade da IN, uma vez que, ambas as enzimas
atuam sobre o mesmo substrato, a sacarose, sob o mesmo pH, aproximadamente
7,0 (Déjardin et al., 1997) e estdo localizadas na mesma regido da célula, o

citoplasma (Taiz & Zeiger, 2004).

4.4.5.3 Tegumento da semente

Como no embrido, a atividade enzimatica no tegumento foi avaliada a
partir dos 120 DAP. A atividade das trés enzimas avaliadas decresceu
gradualmente com o avango do desenvolvimento do fruto/semente, excegao feita

para a IA que reduziu sua atividade entre os periodos de 120 e 155 DAP e,
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posteriormente, tendeu a aumentar no final da maturagdo do fruto/semente
(Figura 25).

A atividade da IA aos 120 DAP foi quase duas vezes superior a
atividade da IN e da Susy, estas duas ultimas enzimas por sua vez, apresentaram
atividades similares durante todo o periodo de desenvolvimento do tegumento.
Vale ressaltar ainda que, aos 155 DAP as trés enzimas avaliadas apresentaram
atividades semelhantes, diferindo novamente aos 195 DAP, com a IA superando

a atividade da IN e da Susy.
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FIGURA 25 Atividade da invertase acida (I.A), neutra (LN) e Susy no
tegumento de semente de seringueira em funcdo do
desenvolvimento. As barras exibem o erro padrdo da média de
trés repeticoes.

A alta atividade da IA aos 120 DAP, no tegumento das sementes,
provavelmente, esteja relacionada com a formagdo dos cotilédones. Em
sementes de Vicia faba a histodiferencia¢do do embrido foi classificada em sete
estadios, sendo que a organogénese e a morfogénese ocorrem entre os trés

primeiros estadios de desenvolvimento da semente e a formagdo dos cotilédones,

a partir do quarto estadio, se estendendo até¢ o ultimo (Borisjuk et al., 1995).

52



Segundo Weber et al. (1995) no tegumento ha uma elevada atividade de
invertases, principalmente a acida, que tem a fungéo de criar um ambiente com
alta concentracdo de monossacarideos, os quais sdo direcionados para os
cotilédones, por meio de células de transferéncias (Borisjuk et al., 2003),
induzindo a atividade mitotica neste tecido. Assim, a alta atividade de IA no
tegumento das sementes de seringueira aos 120 DAP (Figura 25) sugere que
nesta data, esta enzima, esteja gerando hexoses, necessarias, para a indugao da
atividade mitética nos cotilédones. Todavia, conforme os cotilédones foram
finalizando o seu desenvolvimento a atividade das invertases bem como a da
Susy foi declinando, possivelmente, porque este tecido vai perdendo sua fungdo
de receptor de fotoassimilados e vai tornando-se mais lignificado, cuja fungéo,
agora, esta relacionada com a prote¢do da semente (Boesewinkel & Bouman,

1995).

4.4.5.4 Pericarpo

Aos 38 DAP houve uma maior atividade da [A seguida da IN e da Susy,
respectivamente (Figura 26). Provavelmente, a elevada atividade da IA, no
pericarpo das sementes, no inicio do desenvolvimento, esteja associada a maior
atividade mitotica neste periodo. Diversos trabalhos associam alta atividade da
IA a atividade mitotica (Weber et al., 1996; Wescheke et al., 2000).

No periodo compreendido entre 65 DAP a 120 DAP ocorreu tendencia
de queda na atividade das invertases, acida e neutra, porém ndo se observa
diferenga entre a atividade de ambas. Aos 155 DAP e 195 DAP a atividade da
IN continua a declinar, entretanto, a da IA mantem-se estavel.

Quanto a Susy, foi verificado um subto incremento na sua atividade,
logo aos 65 DAP. Apos esta data ha um expressivo declinio na atividade desta
enzima até os 120 DAP, permanecendo estavel a partir dai até o final do
desenvolvimento do fruto/semente. A alta atividade da Susy, no pericarpo, no

inicio do desenvolvimento do fruto, pode justificar a maior concentragdo de
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sacarose nesse tecido no mesmo periodo (Figura 22), uma vez que essa enzima
pode tanto hidrolisar como sintetizar a sacarose. Cavalari (2004) também
associou a maior atividade da Susy no pericarpo de sementes de café em
desenvolvimento a sintese de sacarose. Entretanto, diferentemente do observado
no presente trabalho o incremento da Susy e da sacarose no pericarpo das

sementes de café ocorreu no final do amadurecimento do fruto e ndo no inicio.

160
140 1
120 +
100 1
80 1
G0 4
40 +
20 4

pmol de AR g ! de MF

30 60 90 120 150 180 210

Dias apos a polinizacio (DAP)
——LA —IN el en SUSY
FIGURA 26 Atividade da invertase acida, neutra e Susy no pericarpo do fruto de

seringueira em funcdo do desenvolvimento. As barras exibem o
erro padrdo da média de trés repetigdes.

4.5 Analise eletroforética de proteinas resistentes ao calor durante o
desenvolvimento de frutos e sementes de seringueira

Os perfis eletroforéticos de proteinas do tipo sHSPs extraidas pelo calor
em eixo embrionario das sementes de seringueira aos 120, 155 ¢ 195 dias apos a

polinizagao, sdo apresentados na Figura 27.
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FIGURA 27 Perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor em embrides
de sementes de seringueira nos estadios de desenvolvimento (A)
120 DAP, (B) 155 DAP e (C) 195 DAP.

As sementes de seringueira apresentaram em seus eixos embriondrios a
presenca de proteinas resistentes ao calor (sHSPs).

Tais proteinas (sHSPs), vém sendo utilizadas como sinal do
desenvolvimento de tolerancia a dessecagdo em varias espécies ortodoxas,
porém ao se analisar os padrdes de bandas apresentados, fica evidente a presenga
destas proteinas resistentes ao calor no eixo embrionario de sementes de
seringueira, mesmo tendo esta espécie, caracteristica recalcitrante. Este fato
também foi observado por Greggains et al. (2000), que ao avaliar a presenca de
bandas eletroforéticas correspondentes a proteinas do tipo sHSPs em duas
espécies de sementes sendo uma ortodoxa a Acer Platanoides e outra
recalcitrante a Acer Pseudoplatanus, verificaram a presenga dessas proteinas em
ambas as espécies.

Apenas o fato das sementes de seringueira apresentarem o acimulo de
proteinas do tipo sHSPs durante o seu desenvolvimento, ndo as confere
tolerancia a dessecagdo. Acredita-se que a tolerancia a dessecagdo ndo pode ser

atribuida a um simples mecanismo de prote¢ao; ao contrario ela parece ser um
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fendmeno multifatorial em que cada componente ¢ igualmente critico, agindo
em sinergismo e controlado em nivel genético (Leprince et al., 1993)

Ocorreu um aumento na intensidade das bandas com o avanco do
desenvolvimento das sementes, quando ocorre reducdo no teor de agua da
semente de seringueira (Figura 12), principalmente na parte superior do perfil
eletroforético, onde as bandas se tornam presentes de forma mais evidente, a
medida que avanga o estadio de desenvolvimento das sementes. Esse resultado
esta de acordo com os encontrados por Blackman et al. (1991) e Black et al.
(1999), que apresentaram evidéncias de que diversas proteinas sHSPs sdo
acumuladas durante a secagem e maturacdo das sementes. Guimardes (2000),
trabalhando com sementes de café, também observou a presenca de bandas de
proteinas resistentes ao calor em estddios mais avangados de maturagao.

De acordo com Queitsch et al. (2000), embora os organismos sintetizem
a proteina HSP, o balanco de proteinas sintetizadas e a relativa importancia das
familias individuais de sHSPs na tolerancia a desseca¢do variam enormemente

entre organismos.
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5 CONCLUSOES

As sementes de seringueira atingem seu tamanho maximo entre os trés e
quatro meses de desenvolvimento. A mudanca da fase de divisdo e expansdo
celular para o de armazenamento de materiais de reserva e maturagdo parece
ocorrer proximo aos 100 DAP em sementes de seringueira. E sua maturidade
fisioldgica é alcangada aos 195 dias apds a polinizagio.

O acumulo de amido e albuminas no endosperma das sementes de
seringueira ocorre, principalmente, a partir dos 95 DAP.

No endosperma, ha uma lata concentracdo de aglcares redutores no
inicio do desenvolvimento das sementes, at¢ 95 DAP, o qual declina com o
avanco da sua maturagdo. Contrariamente, a sacarose permanece em baixas
concentragdes no inicio do desenvolvimento das sementes e, a partir dos 95
DAP, eleva-se superando o teor de aguicares redutores.

No embrido ocorre um aumento significativo nos teores de aclcares
soluveis totais, redutores ¢ de sacarose com o avango do desenvolvimento das
sementes de seringueira.

No tegumento ocorre uma redugdo no teor de agucares soliiveis totais e
redutores com o avango do desenvolvimento das sementes de seringueira,
enquanto o teor de sacarose permanece inalterado.

A atividade da invertase acida aumenta no endosperma das sementes nos
primeiros 95 DAP, enquanto, a da SuSy permanece inalterada. A partir deste
periodo ocorre uma inversdo, com a atividade da invertase acida declinando e a
da SuSy aumentando.

No embrido, a atividade da invertase acida declina com o avango do
desenvolvimento das sementes, enquanto que, a atividade da invertase neutra
aumenta, superando a atividade da 4cida préximo dos 150 DAP. Por outro lado,
a invertase da SuSy permanece baixa durante todo o desenvolvimento do

embrido.
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No tegumento ocorreu reducdo na atividade de todas as enzimas
avaliadas com o avanco do desenvolvimento das sementes de seringueira.

As proteinas resistentes ao calor estdo presentes nas sementes de
seringueira, existindo um aumento na intensidade das bandas que correspondem

a estas proteinas com o avango do desenvolvimento das sementes.
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