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RESUMO

ALENCAR, Marco Anténio Aratjo de. Mobilizagio e distribuicao de reservas
de sementes de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) durante a
germinacio e o crescimento inicial. 2003. 59 p. Dissertagio (Mestrado em
Agronomia / Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Com este trabalho, investigaram-se alteragdes bioquimicas no
endosperma de sementes e plantas jovens de seringueira. O experimento foi
conduzido no Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA, MG. As sementes foram
colocadas para germinar em arcia lavada sem matéria orgénica e irripadas
diariamente. Foram avaliados sementes maduras e os seguintes estidios de
desenvolvimento: “ponto branco” - nove dias apds a semeadura (DAS); “pata-
de-aranha” - 12 DAS; “palito” - 19 DAS; e emissdo do primeiro par de folhas -
21 DAS. O endosperma das sementes maduras apresentou 1,107 g, e a
composigao das reservas orgénicas foi; Lipidios (37,5%); Proteinas (9 %), sendo
as fragbes Albuminas (2,4 %), Glutclinas (5,9 %), Globulinas (0,5 %) e
Prolaminas (0,1 %); Amido (4,4 %); Agiicares soliiveis totais (3,1 %); Aclicares
Redutores (2,6 %); Aminoécidos livres (0,02 %). A medida que a massa seca do
endosperma era consumida, a massa seca do eixo embriondrio e logo, da planta
jovem aumentava. As albuminas foram as proteinas preferencialmente usadas
durante a germinagio das sementes, ¢ a partir desse estadio de desenvolvimento,
as glutelinas passaram a ser a principal fonte de nitrogénio reduzido para atender
a demanda do crescimento inicial da plintula. Ressalta-se também que, durante a
germinagdo, os carboidratos soliveis foram a principal fonte de energia e
esqueleto de carbono para o crescimento inicial do eixo embrionario, e a partir
desse estidio de desenvolvimento, os lipidios parecem assumir o papel mais
importante no atendimento da demanda de energia e esqueletos de carbono para
o crescimento inicial das plantulas. Um aspecto interessante é que ocorreu um
aumento significativo no conteiido de amido no endosperma nos estadios de
“pata-de-aranha” e “emissdo foliar”, inferindo-se que a sua sintese seja
decorrente da gliconeogénese oriunda da utilizagdio dos acidos graxos dos
lipidios hidrolisados. O conteddo de aminoacidos livres foi aumentado j& no
primeiro estddio de crescimento, para ser consumido pela planta jovem nos
estddios subseqiientes. O acimulo de proteinas totais, aminoédcidos livres e
agucares redutores na plantula em crescimento foi mais intenso entre os estidios
“pata-de-aranha” e “palito”, quando, posteriormente, passou a estabilizar.
Entretanto, o conteddo de acgicares soliiveis totais aumentou até o estadio
“palito”, quando passou a decrescer. Possivelmente isso ocorreu pela
transformacao desses aglcares em estruturais de tecidos, portanto, insoliveis.

Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira - UFLA
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1. INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) ¢ uma planta arborea,
nativa da regiio amazdnica. Essa espécie produz latex, substincia
esbranquicada, pegajosa, segregada pela casca e ¢ a matéria-prima da borracha
natural.

A borracha natural é um dos produtos de consumo mais necessarios no
mundo e sua utilizagio é ampla e vai das modestas borrachinhas para apagar
escritos aos cabos elétricos ¢ tecidos impermeaveis. A industria de pneumaticos
¢ a maior consumidora de borracha na maioria dos paises (Gamieiro, 2003). A
seringueira ¢ responsdvel por 99% de toda borracha natural produzida no mundo
(Gongalves et al., 1990).

Atualmente, a maior fonte dessa matéria-prima ndo é mais o Brasil, mas
a Indonésia, para onde as sementes ou mudas de seringueira foram levadas, no
final do século XIX, por ingleses. Apesar dos avangos da produgdo nacional na
ultima década, o pais € significativamente dependente de importagdes.

Na tltima década, o Brasil gastou, em média, US$ 98 milhdes por ano
com importagiio de borracha natural, cnquanto sua produgdo correspondeu a
36% do total consumido pelo pais (Gamieiro, 2003). Assim, a produgdo
brasileira total de borracha natural é inteiramente consumida pelo mercado
interno, visto que a demanda é muito maior que a oferta.

O sucesso da heveicultura, além de outros aspectos, depende
basicamente da utilizagio de mudas de qualidade superior, sendo fundamental a
produgdo de porta-enxertos vigorosos e a escolha de clones adaptados a regiao,
com alto potencial de crescimento e produgéo.

As sementes tém importante papel na producio de mudas e na

conservagdo de biodiversidade, pois constituem fonte de material genético para



melhoramento de plantas ¢ funcionam como rescrvatorios de genes (Bewley &
Black, 1994).

As sementes de diversas espécies podem ser classificadas de acordo com
sua composi¢do quimica em amiliceas, protéicas e oleaginosas. Essa
caracteristica determina os principais meios que as sementes utilizam para
promover a germinagao ¢ crescimento inicial de plantas jovens.

As sementes oleaginosas sio aquelas que possuem como principal
reserva os lipidios. As sementes de seringueira sio ricas em lipidios; portanto,
utilizam a via do glioxilato durante a germinagio e crescimento inicial de
plantulas.

Em razio de a propagacio assexuada ser o meio utilizado
comercialmente pelos viveiristas de seringueira ¢ as sementes serem
recalcitrantes, trabalhos com germinaggo de seringueira ainda sdo incipientes. O
estabelecimento de seringais por plantio de mudas originadas diretamente de
sementes é uma pritica agricola economicamente invidvel, pois impede a
padronizagio genética das plantas. Além disso, o uso de mudas propagadas
vegetativamente visa & obtengdo de plantas uniformes em seu crescimento e de
maior produtividade, pois para o inicio da exploragio do seringal, que ocorre a
partir do 6° e 7° ano de crescimento, é necessario que a maioria das plantas atinja
45 cm de circunferéncia do caule (May et al., 1999)

A germinagdo das scmentes é importanie para a producdo de porta-
enxertos, 0s quais sio normalmente originados de sementes de plantios de
polinizago aberta, sem interessar a informagéo genética. Quando se conseguem
sementes que produzem porta-enxertos homogéneos, ¢ possivel atingir mais
cedo o didmetro minimo para inicio da exploragdo em maior nimero de arvores.
Esse fato reduz o periodo de imaturidade do seringal, o que representa garantia
de maior produtividade. uma vez que mais arvores, por area, estardo aptas para

o inicio da explotagdo (May et al., 1999).



Estudos bésicos sobre as transformagdes metabolicas pelas quais passam
as sementes em germinagdo; o conhecimento das bases bioquimicas que regulam
a germinagao e a compreensdo da fisiologia da semente sio requisitos essenciais
para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na germinagio.
Assim, conduziu-se o presente trabalho com o objetivo de monitorar a
mobiliza¢iio e alocagiio das reservas orginicas € massa seca da semente de
seringueira. Essas informag¢des permitirao um melhor entendimento das relagées
entre a mobilizagio das reservas e desenvolvimento do embrido e crescimento

inicial das plantulas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A semente de seringueira

A seringueira, uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae, possui
sementes de tegumento exterior constituido de testa e tegma liso, brilhante, de
cor castanha, com manchas escuras ¢ dorso convexo. Tem formato globoso ou
elipsdide com mais ou menos 2-3 cm de comprimento e os frutos tém deiscéncia
explosiva. Seu endosperma é farto, camoso, rico de reservas oleaginosas. Seu
embrido é reto, com cotilédones planos, membranaceos, arredondados, com
nerva¢io marcada e eixo hipocétilo-radicula cilindrico e reio (Barroso et al,,
1999).

Por ser recalcitrante, ou seja, sua viabilidade decresce com a redugédo do
grau de umidade limitante de 30% (Pereira, 1979 citado por Carmo & Gomes,
1985; Macedo, 1985), a maioria dos estudos com sementes de seringueira se
dedica a investigar aspectos relativos & manutengio de sua viabilidade e vigor
durante armazenamento prolongado. As primeiras observagdes datam de 1873,
quando centenas de sementes foram enviadas do Brasil para o Jardim Botanico
de Londres e menos de uma duzia germinou (Barlow, 1978 citado por Chin et
al., 1981).

Dados modificados por Adindu (1986), citados por May & Gongalves
(1999), indicaram que, na Nigéria, a produgao de sementes varia de 240 a 1400
g por arvore. Na india, a produtividade oscila em tomo de 500 g ¢, na Malésia,
210 g por arvore (Nwankwo et al., 1986 citado por May & Gongalves, 1999).

Ha uma consideravel variagio no peso de sementes individuais,
apresentando média de 3,25 e 4,27 g por semente para clones GT1 e RRIM 600,
respectivamente (May & Gongalves, 1999). Nas recomendagdes agrondmicas de
Carmo & Gomes (1985), para implantagio de viveiro de mudas de seringueira,

constata-se que sementes de seringueira necessitam ter, em média, 4 g de massa



seca ¢ devem ser descartadas aquelas que medem menos de 2 cm dc
comprimento (Teixeira, 1982 citado por Macedo, 1985). A améndoa representa
cerca de 40% da semente fresca e o tegumento, 35%, enquanto os 25% restantes
sio umidade (May & Gongalves, 1999).

Souza et al. (1989) encontraram variagdes na massa de sementes secas
de seringueira de 1,9 até 4,6 g. O tecido de reserva € o eixo embrionario
correspondem a 56% e 0,1% da massa seca total da semente de seringueira,
respectivamente (Alves et al., 1995). Em estudos sobre germinagao, Costa Netto
(1997) verificou que a améndoa da semente de seringueira possui cercade 1,8 g
de massa scca, sendo 90% dessa massa acumulada no endosperma e 10% nos
cotilédones, visto que a massa seca do cixo embrionirio ¢ praticamente
desprezivel. Nesse mesmo endosperma, havia 49,05 mg de nitrogénio total,
correspondendo a 19,16% da fragdo protéica.

Selle et al. (1983), estudando caracteristicas nutricionais, encontraram
18% de proteina ¢ 48% de gordura na composi¢do quimica de scmentes de
seringueira, Ja Nwokolo (1987) quantificou 20,21% de proteina, 47,98% de
lipidios ¢ 8,12% de aminoacidos livres, quando estudou qualidade nutricional
dessa espécie. Segundo Algbodion (1994), as sementes de seringueira contém
uma média de 40% de 6leo de boa qualidade industrial.

Sementes de seringueira estudadas por Paula (1997), em 1994,
apresentaram 30,34% de lipidios e 17,88% de proteinas, enquanto as estudadas
em 1996, tinham 18,51% de proteinas, 11,06% de agucares redutores, 0,09% de
amido e 3,55% de aminoacidos livres. Agunbiagle et al. (1995) afirmam que a
concentragio de proteinas totais em endosperma de sementes de seringueira
varia de 16,8 a 22,4%.

Mesquita et al. (2003), ao contrario dos demais quantificaram 34,20%
(1800 pmol glicose/g MS) de aguicares soluveis totais, 5% (50 mg/g ms) de
amido e 0,02%o (22 pg/g MS) de agticares redutores.



2.2 Embebigio, germinagiio e crescimento inicial

O processo de germinag@o sé ¢ iniciado apds a embebigio de agua pelas
sementes, o qual promove uma série de alteragdes metabdlicas, culminando com
a retomada do crescimento do eixo embrionario. A fase inicial da absorgéo de
agua é um processo fisico guiado pelo gradiente de potencial hidrico entre a
semente ¢ o ambiente. Em seguida a fase inicial de embebicio (fase I), o
contelido de agua da semente atinge um platd e permanece relativamente
constante ou lentamente aumenta por um periodo conhecido como fase 11 da
embebigo. Durante essa fase, processos metabdlicos sdo ativados, os quais sdo
requeridos para crescimento e finalizar a germinagdo. A fase 11l da embebicdo é
marcada por um aumento no contetido de dgua da semente devido & absor¢do
associada com o inicio do crescimento do embrido (Bewley & Black, 1994).

Assim, o inicio da emergéncia da radicula caracteriza o final da
germinagio e o inicio do desenvolvimento da plantula. Como as plantulas sao
altamente vulneraveis a estresses ambientais, essa é uma das fases mais criticas
no ciclo de vida das plantas. Sob embebigio, as células do embrido deixam de
ser quiescentes e passam a apreseniar metabolismo intenso, reativando a
atividade respiratoria.

Pritchard et al. (2002) verificaram que sementes de 4rabidopsis contém
aglicares soliveis nas formas de glicose, frutose, sacarose e oligossacarideos.
Esses aguicares sio usados para prover energia para germinagéo, antes da quebra
de reservas comegar como parte de crescimento pés-germinativo inicial.

A germinagio pode ser definida como a emergéncia do embrido, dando
inicio a uma variedade de atividades anabélicas e catabélicas, incluindo
respiragio, sintese protéica e mobilizagdo de reservas, depois da absor¢io de
Agua. Durante a germinag3o, a sintese de proteina ¢ dependente, provavelmente,
de sintese anterior de RNA, transcrito no enchimento da semente e mantido

durante a quiescéncia (Desai et al., 1997).



O atraso entre embebigio e germinagdo ¢ devido, em alguns casos, a
duragdo da segunda fase da embebigio, quando a absorgdo da agua ¢ devida ao
abaixamento do potencial osmético gerado pelos metabdlitos soluveis. O grande
contetdo de lipidio das sementes pode ser uma das causas da absor¢do lenta de
agua (Silva et al., 1998).

Mesmo depois da emergéncia da radicula, o eixo embrionério mantém
seu crescimento usando as reservas da semente, sejam elas cotiledonares ou
endospérmicas. Os orgdos armazenadores das sementes contém quantidades
substanciais de, pelo menos, duas reservas das trés formas de polimeros
complexos: carboidratos, lipidios ¢ proteinas. Essas reservas devem ser
hidrolisadas ou degradadas em seus mondomeros mais simples, que sio
eventualmente catabolisados enzimaticamente, para produgdo de energia e
outros metabolitos essenciais para o crescimento ¢ desenvolvimento da plantula
(Desai et al., 1997).

Para se obter um bom estande final de plantulas, deve-se utilizar
sementes de boa procedéncia, ou seja, de alta qualidade fisica, fisiologica,
genética e sanitaria. Normalmente, as sementes de seringueira comercializadas e
provenientes do Estado de Sao Paulo sio sementes recém-colhidas e apresentam
poder germinativo acima de 70% (Carmo & Gomes, 1985). Entretanto, May et
al. (1999) afirmam que os porta-enxertos produzidos de sementes originadas
dessc Estado apresentam uma grande variabilidade genética, pois-as sementes
sdo provenientes de blocos monoclonais (meio-irméos), desconhecendo-se a
origem do poélen.

A germinagdo de sementes de seringueira tem sido investigada, mas
ainda existe caréncia de informagéo dos aspectos fisiologicos e bioquimicos da
composigido e mobilizagdo das reservas (Costa Netto, 1997; Mesquita et al.,
2003).




(Alves et al., 1995). Mais tarde, Costa Netto (1997) revelou que, na emissdo de
radicula e “pata-de-aranha”, o endosperma apresentava 1,5 g de massa seca, € no
“palito”, 1,2 g.

Sementes de seringueira geraram, apés 28 dias de semeadura, plantulas
com 17,3 cm de altura, 13,8 g € 3,73 g de massa fresca e seca de parte aérea,
respectivamente, e 13,1 cm, 3,81g ¢ 0,867 g para radicula (Macedo, 1985). Com
esses resultados, observaram-se correlagdes positivas entre massa fresca da parte
aérea e a massa fresca da radicula, e entre massa seca da parte aérea com massas

fresca e seca da radicula.

2.3 Aspectos bioquimicos e metabdlicos das sementes
2.3.1 Proteinas e aminoacidos

As proteinas sdo os biopolimeros mais versateis encontrados na
natureza. Elas desempenham fungdes estruturais, enzimaticas, reguladoras € de
reserva dentro da célula (Voet et al., 2000).

Osborne (1924), citado por Shewry (1995), classificou as proteinas de
armazenamento em grupos, de acordo com a solubilidade, baseada na extragio
seqiiencial em agua (albuminas), solugdo salina (globulinas), solugdo alcodlica
(prolaminas) e solugio dcida ou basica (glutelinas). As prolaminas s@o
geralmente restritas as sementes de cereais ¢ podceas (Shewry, 1995), enquanto
a ocorréncia de globulinas é mais comum em sementes de dicotiledoneas
(Muntz, 1996).

A sintese de proteinas somente comega apos a completa hidratagdo das
células. O tempo requerido para o inicio da sintese protéica depois da embebigdo
varia de acordo com a espécie, podendo ocorrer dentro dc poucos minutos ou
demorar varias horas (Silva et al., 1998).

As proteases sio enzimas que hidrolisam proteinas de reserva em seus

aminoacidos constituintes. As proteases podem ser classificadas como
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endopeptidases, que catalisam pontes peptidicas internas para produzir
polipeptidios menores, ¢ exopeptidases, que clivam os aminodcidos das
extremidades da cadeia polipeptidica. Os aminoacidos liberados séio usados tanto
para sintese protéica quanto para energia (Desai et al., 1997).

A degradagio de proteinas em tecidos de armazenamento de sementes
durante a germinag@o nio ocorre de uma vez no 6rgdo inteiro. A regido onde a
degradac@o comega varia de acordo com a espécie (Suda & Giorgini, 2000).

A mobilizagao de proteinas de semente se torna mensuravel depois da
protrusio da radicula (emergéncia para fora do tegumento), quando a
germinaciio ¢ encerrada (Muntz et al,, 2001). Porém, Martins (1997), estudando
germinagdo de sementes de duas cultivares de soja, observou que a concentragdo
de proteinas de reserva diminuia somente em uma cultivar. Desse modo, admite-
se que a mobilizagdo protéica pode variar entre espécies ¢ até mesmo entre
cultivares.

Na raiz do estadio “palito,” o teor de proteina encontrado por Costa
Netto (1997) foi de aproximadamente 50 mg/g de massa fresca ¢, no caule, 45
mg/g de massa fresca.

Figueiredo et al. (2002) verificaram que proteinas soliveis totais
representaram 23.6% do total do peso seco das reservas de sementes de
cupuaguzeiro. Aos 30 dias apds semeadura, esse valor decresceu 56,5% e as
reservas prot¢icas concentravam-se principalmente nos epicétilos das plantas
jovens. O cupuaguzeiro, assim como a seringueira, ¢ uma espécie arborea, nativa
da regido amazonica e possui sementes de caracteristicas recalcitrantes.

Durante a germinagio de semente de seringueira, Mesquita et al. (2003),
observaram que a concentragio de aminoacidos livres no endosperma subiu de
0,21% para 0,3% (41 pmol/g MS) logo no estadio “ponto branco”, decrescendo
em seguida. Na raiz primaria, a concentragiio de aminoacidos livres aumentou de

0,08% (13 umol/g MS) para 0,16% (26 pmol/g MS), nos estadios “ponto
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branco” ¢ “emissdo foliar”, No caule, essas concentragdes estiveram em tormo de
0,11% (15 pmol/g MS).

Costa Netto (1997) verificou que, na radicula dos estadios “ponto
branco” e “pata-de-aranha”, o conteudo de nitrogénio total foi pouco inferior a
10 mg, enquanto na plantula inteira do “palito” esse nutriente chegou a 20 mg.

Em milho, a proteina insoluvel do endosperma decresce (ca. 81%) aos
cinco dias apds embebigio, e no eixo em crescimento, aumenta quase 10 vezes
nesse mesmo intervalo. A proteina solivel do endosperma aumenta trés vezes
aos trés dias apds embebicio, e a partir dai, comega a diminuir e, aos cinco dias
ap6s embebigdo, volta aos mesmos niveis de uma semente quiescente. No eixo
embriondrio, a concentragdo das proteinas soliveis aumenta progressivamente
com o crescimento (Ingle et al., 1964).

Pela extragdo seqiiencial de proteinas de sementes de Euphorbia
heterophylla, infere-se que albuminas ¢ a fragdo “insoluvel em solugdo salina”
sdo as principais fragdes protéicas das sementes dessa espécie, enquanto as
prolaminas correspondem a apenas 0,3% da proteina da semente (Suda &
Giorgini, 2000). Nessa espécie, as albuminas foram degradadas mais
intensamente entre 60 e 84 horas apds embebigdo, enquanto as proteinas
insoltiveis em sal (glutelinas) o fizeram entre 36 ¢ 72 horas, quando essas
fragdes passaram a decrescer, respectivamente, 80% e 98% em relagio aos seus
valores iniciais. As globulinas degradaram-se mais lentamente, durante todo o
periodo.

A maioria dos aminoacidos que aumenta e acumula no endosperma pode
vir da degradagio de globulinas, ja que a quantidade dos aminoacidos liberada
pela degradagdo de albumina deve ser baixa. O teor de aminoacidos decresceu
77% no periodo entre 48 e 72 horas apos embebigdo. Com esses resultados,
obtidos por Suda & Giorgini (2000), evidencia-se a translocagido de aminodcidos

provenientes da degradagdo de proteina para o eixo embrionério.
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Figuciredo et al. (2001) constataram que os aminoacidos livres
representavam apenas 1% das reservas de sementes de cupuaguzeiro. Em relagdo
i semente quiescente, essas reservas aumentaram, em média, 174,3% aos 30 dias
ap6s semeadura na estrutura cotiledonar, significando que os novos aminoacidos
advém da hidrélise de proteinas soliveis. Em média, as maiores quantidades de
aminoacidos livres, até 45 dias apds semeadura, concentram-se nos epicotilos de
plantulas de cupuaguzeiro.

Em arroz, Palmiano & Juliano (1972) observaram que a concentrago
de proteina total diminuiu primeiro, quando comparada a de amido, indicando
uma quebra mais rapida do nitrogénio e sua conseqiiente translocagio para o
tecido embrionario. Esses autores ressaltaram ainda que o nivel de proteina
decresceu significativamente depois de dois dias de germinagdo. Para proteinas
soluveis, foi observado um aumento da concentragio durante germinagdo até o
sexto dia, quando comegou a diminuir. Provavelmente esse aumento ocorreu em
razio da degradagdo proteolitica de glutelina e da sintese de novo de novas
proteinas (enzimas) utilizando aminoicidos liberados. O nivel de aminoacidos

livres diminuiu significativamente depois de dois dias de germinagéo.

23.2 Carboidratos

O amido ¢ o principal carboidrato de reserva presente na maioria das <j/
sementes (Desai et al., 1997).

Mesquita et al. (2003) verificaram que a concentragio de amido em
sementes de seringueira ¢ cerca de 5% (50 mg/g MS). Ainda foi notado que, no
processo de germinagio dessas sementes, houve um ligeiro incremento da
concentragio de amido no endosperma da semente no estadio “palito”,
aumentando 7% (70 mg/g MS), e caindo novamente na “emissdo foliar”.

Durante germinagio e crescimento inicial de Dalbergia miscolobium,

ocorre um aumento do conteiido de amido nos cotilédones. Esse aumento pode
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ser atribuido a atividade fotossintética ou a degradacdo lipidica (Silva et al.,
1998). Resultados divergentes foram observados por Palmiano & Juliano (1972)
que, trabalhando com sementes de arroz, observaram que o conteido de amido
do endosperma diminuiu progressivamente durante a germinagéo. A diminuigio
no conteudo de amido foi significante depois de 7 dias de germinagido. Um
aumento nos agucares livres acompanhou o decréscimo do conteido de amido.

O amido, principal reserva cotiledonar de Macrotyloma uniflorum,
diminuiu 88% no quarto dia apés embebi¢do (Karunagaran e Rao, 1991).

De acordo com Reibach & Benedict (1982), o contetido de amido no
endosperma de mamona (Ricinus communis L.) aumentou de 500 pg por
semente (sementes maduras) para 1100 pg aos cinco dias apds embebigdo. Cerca
de 200 pg de amido permaneciam no endosperma aos nove dias apds
embebig¢do.

Esse aumento temporério da concentragdo de amido no endosperma ¢
porque a sintese de sacarose ¢ mais rpida que a quebra durante a germinag@o ¢
crescimento pos-germinativo (Hawker, 1971). Além disso, de acordo com
Goldner & Beever (1989), em endosperma de sementes quiescentes de mamona,
estdo presentes todas as enzimas para biossintese amido.

Nas sementes de cupuaguzeiro, o total de carboidratos representa 21,7%
da massa seca. Durante germinagdo de sementes de cupuaguzeiro, o amido,
principal componente de reserva cotiledonar, diminuiu de 13,2% para 2% aos 30
dias apés semeadura. Paralelamente, verificou-se um progressivo aumento de
carboidratos nas raizes, epicétilo e folhas das plantulas (Figueiredo et al., 2001).

Em cafeeiro, até 40 dias apés embebigiio, o conteiido de amido dos
cotilédones aumenta de quase 0 para 27 mg/g de massa fresca, enquanto os
agucares soliveis totais diminuem 55%. No eixo embrionario, a concentragdo
dos agucares soliveis totais reduziu em cerca de 73%, quando atingiu

aproximadamente 50 pmol/g massa fresca e tomou-se estavel a partir de entdo
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(Giorgini & Campos, 1992). Esses autores sugerem que amido ¢€
temporariamente sintetizado nos cotilédones das secmentes de cafeciro.

Durante o processo germinativo de seringueira, ha uma diminuigdo de
18% de agucares soluveis totais no endosperma da semente até a “pata-de-
aranha” (1000 pmol glicose/g MS), quando ocorre um incremento rapido,
chegando a 41,40% de agucares soluveis totais na “emissdo foliar”. No
crescimento do eixo embrionario, o teor de agucares soluveis totais praticamente
ndo se altera (Mesquita et al., 2003).

Suda & Giorgini (2000) constataram que apés a embebigiio, os agucares
soliiveis totais no endosperma de Euphorbia heterophylla permaneceram
constantes quando o nivel de agucares soluveis totais do embriio estava
aumentando apds embebigdo, enquanto os aglcares redutores exibiram um
rapido aumento até 48 horas, ambos declinando logo apés 72 horas. Em
cupuaguzeiro, 0s agucares soliveis totais correspondem a cerca de 8,15% do
tecido de reserva de sementes e, aos 30 dias apos semeadura, os valores
permaneciam ligeiramente mais altos (Figueiredo et al., 2001). Karunagaran &
Rao (1991) averiguaram que enquanto os aglicares soliveis totais diminuiram
88% no quarto dia ap6és embebigdo de sementes de M. uniflorum, os agucares
redutores aumentaram quase 2,5 vezes em relagio ao valor inicial, indicando
translocagao de produtos soliiveis para o eixo embrionario e respiragao.

Os agucares redutores somam 0,02%o (24 pg/g MS) em endospermas de
sementes de seringueira quiescentes (sic.). Durante a germinagdo, ha um
abaixamento desse teor no estddio pata-de-aranha, e novamente uma ascensio,
voltando ao mesmo valor inicial na “emissao foliar” (Mesquita et al., 2003).

Figueiredo et al. (2001) afirmam que os aglcares redutores
correspondem a cerca de 0,27% das reservas cotiledonares de sementes de

cupuaguzeiro. Aos 30 dias ap6s semeadura, a concentragio sobe para 3,62% em
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média, para que os aglicares redutores sejam consumidos durante o crescimento
da plantula. ' ‘

Estudando a distribuigdo das reservas em plantulas de seringueira no
crescimento inicial, Mesquita et al. (2003) declaram que nas raizes o pico de
concentragio de aguicares redutores ¢ no estadio “pata-de-aranha”, coincidindo
com a concentragio minima do endosperma de seringueira, com cerca de 0,02%o
(20 pg/g MS). A méxima concentragio no caule ocorre na “emissio foliar”, que
atinge 0,04%o (42 pg/g MS), reduzindo-se & metade, logo em seguida.

Figueiredo et al. (2001) declararam que os teores de agucares soluveis
totais sdo progressivamente aumentados nas partes das plantulas de
cupuaguzeiro durante o crescimento inicial. De mancira geral, aos 90 dias apds
semeadura, os valores sio dobrados, quando comparados aos valores de 30 dias
apbs a semeadura. As raizes sdo os drgdos que mais drenam as reservas
cotiledonares, seguidos dos epicétilos e folhas. Aos 90 dias apos semeadura, o
teor de agticares redutores nas raizes ¢ aproximadamente 10 vezes superior aos
30 dias. Nos epicétilos, ¢ trés vezes maior, chegando a 3 e 4,2% nas raizes e
epicotilos, respectivamente (Figueiredo et al., 2001).

Ingle et al. (1964) revelaram que o contetido de carboidratos soliveis
diminuiu no endosperma de milho, enquanto aumentava progressivamente no
eixo embrionério, durante germinag#o e crescimento inicial.

As concentragdes cotiledonares de agticares soliiveis totais mantiveram-
se constantes durante os periodos de germinagio e crescimento inicial de
plantulas de soja (Martins, 1997). Em E. heterophylla, os agicares diminuiram

de 7,9 a 4,1% da massa seca total (Silva et al., 1998).
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2.3.3 Lipidios

Sementes armazenam triacilgliceréis como fonte de reserva para
germinagdo ¢ crescimento poés-germinativo das plantulas (Bewley & Black,
1994). Os triglicerideos s@o hidrolisados por lipases, formando glicerol e acidos
graxos. O glicerol ¢ metabolizado pela glicdlise, depois de sua oxidagéo a triose-
fosfato e os acidos graxos sdo posteriormente oxidados pela 8-oxidagao, com
remogao seqliencial de dois dtomos de carbono na forma de acetil-CoA, que
entram no ciclo do glioxilato e, posteriormente, via gliconeogénese, produzem
sacarose.

A lipdlise de 6leos a acidos graxos e glicerol, em sementes, ocorre nos
oleossomos, enquanto a oxidagdo de acidos graxos e a sintese de succinato, via
ciclo do glioxilato, ocorrem nos glioxissomos. O succinato é convertido a
oxaloacetato na mitocondria e, posteriormente, esse é metabolizado a sacarose
no citoplasma. A expressao génica dessas enzimas segue um padrio estritamente
temporal. A germinag@o e a mobilizagdo de reservas sdo eventos completamente
distintos (Pritchard et al., 2002).

Silva et al. (1998) advertem que em alguns casos alteragbes no
conteudo de lipidios podem ser mais atribuidos a diferencas nas condi¢des
ambientais, do que a fatores genéticos. )

Nos tecidos de reserva, os teores de lipidios de Pinus edulis foram
alterados significativamente quando o eixo embrionério possuia 20 a 50 mm
(Pontes et al., 2002).

Muto & Beevers (1974), analisando sementes de mamona, notaram que
depois do sétimo dia de germinagéo, quando o eixo embriondrio estava com 15
cm de comprimento, o conteliido do endosperma havia sido completamente
absorvido pelos cotilédones. O teor de lipidio total do endosperma permaneceu

inalterado até terceiro dia, desaparecendo praticamente no sétimo dia.
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Pontes et al. (2002) afirmam que a reserva de lipidio no embrido de
Apuleia leiocarpa (vogel) J.F. Macbr. ¢ a Unica a ser utilizada durante a fase pré-
germinativa, enquanto as demais permanecem constantes em seus teores.

Em E. heterophylla, a degradagdo de lipidios comegou imediatamente
apds embebigio. Um rapido declinio de reservas de 6leo foi observado entre 72
e 96 horas, quando cerca de 70% dos lipidios totais haviam sido digeridos (Suda
& Giorgini, 2000). Comportamento similar foi observado durante germinagao de
sementes e crescimento inicial de plantulas de soja (Martins, 1997).

Os lipidios representam 32% da massa seca do cotilédone de D.
miscolobium. Durante a germinagio, ao atingir 20 mm de comprimento do eixo
hipocétilo-radicula, a concentragio de lipidio é reduzida para 23,3% (Silva et al,,
1998).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em condigdes de semicampo, na area
experimental do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras,

na cidade de Lavras, localizada na regido sul do Estado de Minas Gerais.

3.1 Aquisi¢io das sementes
As sementes de Hevea brasiliensis Muell. Arg. utilizadas foram

provenientes de seringal policlonal com mais de 40 anos de idade, localizado na
Fazenda Aguas Milagrosas, do municipio de Tabapod, Estado de Sao Paulo.

As sementes foram apanhadas do solo, de arvores de mesma idade
(cerca de 40 anos), na época correspondente ao inicio das primeiras quedas das
mesmas, no fim de janeiro de 2003. O tempo decorrido entre a coleta das
sementes ¢ o inicio dos trabalhos foi de dez dias.

Antes da semcadura, as sementes foram visualmente selecionadas, de
acordo com peso, tamanho, densidade, brilho, integridade fisica e auséncia de
patogenos. Foram medidas as dimensdes extenas de quatro repeti¢des de dez
sementes, destinadas a determinag¢io de umidade.

A massa fresca de 1000, 100 ¢ 1 semente foi feita em sete repetigdes.

3.2 Semeadura
A areia de leito de rio, utilizada como substrato, foi exaustivamente

lavada com agua e soda cdustica comercial, até a completa retirada de material
organico, constatada pelo método de quantificagdo de nitrogénio micro-Kjeldahl
(Bataglia et al., 1983). O germinador (canteiro) foi cheio com arcia e coberto
com sombrite 25%, para prote¢do contra radiagéo solar direta.

Foram utilizadas 400 sementes, separadas em quatro lotes (repetigdes)

de igual quantidade. A semeadura foi feita em areia, com irrigagao diria, 3 base
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de agua potavel, buscando-se manter sempre a umidade do substrato préxima a
capacidade de campo.

Em dias alternados, a partir do quinto dia apds semeadura, as sementes
foram retiradas do germinador para verificagdo do estddio de germinaggio. No
nono dia, foram coletadas as que se encontravam no estadio “ponto branco”. No
132 dia‘ foram coletadas as de “pata de aranha”, e no 172 € 219, foram coletadas
os estadios palito e emissdo foliar, respectivamente.

Em todos os estadios, cinco repetigdes de dez sementes foram
congeladas em nitrogénio liquido ¢ mantidas em freezer, e quatro repeti¢des de
cinco sementes foram colocadas para secar em estufa a 70°C até estabilizagdo da

massa scca.

33 Estadios analisados

A partir da germinagdio até crescimento inicial da plantula, foram
caracterizados quatro estidios de desenvolvimento distintos: protrusdo de
radicula (“ponto branco™), crescimento de radicelas (“pata-de-aranha”),

crescimento de parte aérea (“palito”) e emissio do primeiro par de folhas (Figura

1).

o o op o 5k

FIGURA 1 Esquema ilustrativo dos estadios de desenvolvimento inicial de
plantulas de seringueira, em que | = quiescente, Il = “ponto branco”,
Il = “pata-de-aranha”, IV “palito” ¢ V = emissdo foliar. Adaptado

de Selmar et al. (1991).
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34 Avaliacoes realizadas

As partes analisadas foram: o endosperma, a parte aérea e o sistema
radicular das plantulas. Consideraram-se plantulas, o conjunto semente e planta
jovem.

As seguintes caracteristicas foram analisadas em todos os estadios,
inclusive nas sementes sem germinagdo: conteido de agua, de lipidios, de

proteinas, amido, aglicares redutores e sollveis totais, aminodcidos e nitrogénio

total.

3.4.1 Determinacio de umidade ¢ porcentagem de germinacio

O célculo do teor de agua foi feito pela diferenga de peso entre o
material fresco e seco em estufa a 70 "C por cinco dias, utilizando-se sementes
inteiras, como recomendado por Vieira et al (1995). Os valores foram expressos
em relagdo a massa seca

A porcentagem de germinagio foi feita com base nas 400 sementes
utilizadas no experimento, ¢ os resultados, expressos em porcentagem média.
Para efeito de cilculo, foram somadas as sementes germinadas no 21¢ dia as

retiradas anteriormente em cada estadio.

3.4.2 Altura de parte aérea

Na ocasido da coleta das plantulas, mediu-se a altura da parte aérea, a
partir do ponto de conexdo dos peciolos cotiledonares até a extremidade
superior, no estadio “palito”, e até a inser¢io das folhas, no estadio de “‘emissio
de radicula”, determinado-se a altura média por planta. Para essa medicdo, foram

utilizadas as mesmas plantulas destinadas as anélises bioquimicas.



3.4.3 Comprimento de raiz

No momento da coleta das plantulas, a raiz principal de cada uma delas
foi medida, da inser¢do dos peciolos cotiledonares at¢ a extremidade final,
determinando-se o comprimento médio de raiz por plantula. Foram utilizadas as

mesmas plintulas destinadas as analises bioquimicas.

3.4.4 Lipidios totais

O teor de lipidios foi feito por método gravimétrico no Laboratério de
Produtos Vegetais do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA. Foi
utilizado o procedimento-padrdo do laboratdrio, em que endospermas secos e
moidos foram colocados em cartuchos de papel-filtro, pesados e transferidos
para conjunto Soxhlet, por um periodo de quatro horas. Foi feita a extragdo
continua com refluxo, em presenca de éter etilico. Apos a completa evaporac@o e
recuperagdo do solvente, as amostras foram pesadas e o teor de lipidios,

determinado.

3.4.5 Nitrogénio total

A determinagio do nitrogénio total foi realizada pelo método de micro-
Kjeldahl (Bataglia et al., 1983), nas diferentes partes secas e trituradas da
plantula e endosperma. O material usado foi 0 mesmo destinado a secagem em
estufa, a 70°C. Para conversio em proteina total, foi utilizado o fator 6,25,

subtraindo-se o contetido de aminoacidos.

22



3.4.6 Fracionamento de proteinas
Para o estudo das proteinas soltiveis, foi feita a extragéo seqiiencial em

endospermas de cada estadio, conforme esquema abaixo:

1g massa fresca + 10,5 mL de agua (1)

l 4800g/ 20 min

l l

Precipitado Sobrenadante (Guardar)
repetir passo (1)

'
| !

Sobrenadante (unir aos Precipitado + 10,5 mL NaCl 1%
anteriores) extrair 2x e unir SN

|

Precipitado + 10,5 mL etanol 80%
extrair 2x e unir SN

!

Precipitado + 10,5 mL NaOH
0,1M extrair 2x e unir SN

As proteinas foram extraidas de acordo com a solubilidade.
Endospermas foram submetidos & extragio consecutiva duplicada com 4gua
destilada (albuminas), 1% (p/v) cloreto de sédio (globulinas), 80% (v/v) de
etanol (prolaminas) e 0,1 M de hidréxido de sédio. Os extratos eram incubados a
30 °C por 60 minutos, centrifugados a 4800 g por 20 minutos, sendo recolhidos

os sobrenadantes.
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As proteinas de cada extrato foram quantificadas pelo método de
Bradford (1976), sendo a albumina bovina sérica (BSA) utilizada como padrio.
A proteina solivel total foi o resultado da soma das frages protéicas. A proteina

insoltivel 1otal foi obtida pela diferenga entre a proteina total e soluvel total.

3.4.7 Carboidratos
O material utilizado nesta avaliagio foi originado de sementes e
plantulas congeladas. O procedimento utilizado para extragio seguiu 0 esquema

abaixo.

1 g massa fresca + 16 mL etanol 80% 40°C/10 min

l 4800g/20 min

l l

Sobrenadante Precipitado + 18 mL etanol 80% 40°C/10 min

T l 4800g/20 min

Precipitado + 10 mL éc. perclorico 30% 0°C /40 min

l Filtrar

Completar para 100 mL dH,O
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Juntou-se a 1 g de massa fresca 16 mL de etanol 80%, incubando-se a
40°C por 10 minutos, nas duas primeiras etapas da extra¢do. Ao final desse
processo, separarou-se o residuo contendo amido e o sobrenadante constituido
de fragdes de agucares e aminoacidos livres.

A porgio do residuo contendo amido foi ressuspensa com 10 mL de
dgua ¢ acido perclérico a 30%, em banho de gelo. Apds 40 minutos, a solugdo

foi filtrada e teve o volume completado para 100 mL de agua destilada.

3.4.8 Anailises bioquimicas

As quantificagdes de aminoacidos, agucares redutores e soltiveis totais
foram feitas pelos métodos colorimétricos de ninhidrina (Yemm & Coccking,
1955), acido dinitro salicilico-DNS (Miller, 1959) ¢ antrona (Yemm & Willis,
1954), respectivamente, nos sobrenadantes unidos das duas centrifugagdes. O
padrdo para aminoacidos foi a glicina, e o utilizado para os métodos antrona e
DNS foi a glicose.

O contetdo de amido foi quantificado pelo método da antrona (Yemm &
Cocking, 1954), na solugdo resultante da filtragem apds hidrélise com 4cido
perclérico, conforme esquema anterior.

As reservas soliveis foram obtidas pelo somatério das reservas
quantificadas por extrato (proteina soliivel, aminoicidos e agiicares soluveis
totais). As reservas insoliveis foram adquiridas pela soma dos contetidos de
amido, lipidio e proteinas insolliveis. As reservas totais sio o resultado da soma

das reservas soldveis e das insoliveis.

3.4.9 Estudo de correlaciio
Apos a quantificagdo e transformagiio de dados, foram feitos estudos de
correlagio dos dados com auxilio do programa Microsoft Excel 2000 da

Microsoft Corporation.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas das sementes

Para estudar germinagio de sementes de scringueira e sua viabilidade
durante armazenamento, o tempo entre o dia da deiscéncia dos frutos € o inicio
dos trabalhos deve ser o minimo possivel, por se tratar de uma semente
intolerante a dessecagio. Isso se faz necessério para que a perda de umidade seja
minimizada.

O lote de 1000 sementes utilizado no experimento apresentou massa
fresca de 3.203 + 18 gramas; o de cem sementes, 350,8 + 1,8 gramas; e o de uma
semente, 3,27 £ 0,11 gramas.

A massa média de uma semente esteve dentro da variagdo relatada por
May & Gongalves (1999), Souza et al. (1989) e Serciloto et al. (2003);
entretanto, foi inferior & encontrada por Carmo & Gomes (1985).

A massa seca de uma semente foi 2,36 + 0,05 gramas, no qual o eixo
embrionario representava 0,2%; os cotilédones, 6,7%; o endosperma, 47,6%; € o
tegumento, 45,4% (Figuré 2).

A massa seca da améndoa foi semelhante a determinada por Serciloto
et al. (2003) e inferior & de Costa Netto (1997); entretanto, as proporgdes de
cotilédones, endosperma e eixo embriondrio foram semelhantes as desses

autores. O endosperma ¢é responsivel pela quase totalidade da massa seca

améndoa (Figura 2).

26



N
(¥ )

»
=3
.

oy
[=}
3

Massa seca (g/semente)
ks

e
(¥
:

—

cotilédones eixo endosperma  tegumento total
embrionario

L
=

T T T

FIGURA 2 Massa seca nas partes constituintes da semente de seringueira. As
barras em cada coluna representam o erro padrdo da média.

As proporgdes de tegumento e endosperma na massa da semente fresca
assemelharam-se ao descrito por May & Gongalves (1999). Por outro lado, a
proporgdo do tecido de reserva nas sementes secas estudadas por Alves et al.
(1995) foi quase dez pontos percentuais superior a dos endospermas das
sementes analisadas no presente trabalho.

As dimensoes externas das sementes quiescentes foram de 2,13 £ 0,06 x
1,89 £ 0,05 x 1,51 = 0,02 centimetros. Em média, as sementes foram de tamanho
maior que o limite minimo de 2 cm determinado por Teixeira (1982), como
referéncia para o descarte de sementes em canteiros de produgdo de mudas,
indicando boa qualidade.

Na Tabela 1 resume-se a composig¢éo das sementes de seringueira. Os
lipidios foram as principais substancias de reserva armazenadas no endosperma,
seguidos de proteinas, e os aminoécidos e carboidratos representavam uma

pequena proporgao.
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TABELA 1 Composi¢do quimica do endosperma de semente de seringueira. Os
valores em parénteses representam o percentual em relagio a
proteina total.

Componente Massa por endosperma (mg) % da massa seca
Lipidio 414,6 + 24,66 37,5
Fraco protéica
Total 222,1+0,38 20,1
Albumina 26,5+0,12 24(11,9)
Globulina 5,9+0,48 0,5(2,7)
Prolamina 1,6+ 0,11 0,1(0,7
Glutelina 65,6+3,18 5,9 (29,5)
Soltvel total 99,6 + 2,81 9,0 (44,8)
Insoluvel total 121,5+ 1,57 11,1 (55,2)
Aminoacidos 0,2+ 0,08 0,02
Amido 48,0+ 0,50 4,4
Aglicares soluveis totais " 348+3,12 3,1
Aclcares redutores 23,4+ 6,03 2,6

Média = erro padriio da média

A concentragio de proteinas totais de 20,1% da massa seca assemclha-se
aos valores relatados na literatura (Selle et al, 1983; Nwokolo, 1987; Paula,
1997; Agunbiagle et al., 1995; Costa Netto, 1997).

Os aminodcidos livres praticamente inexistiam no endosperma da
semente (Figura 6), o que contraria os valores determinados por Mesquita et al.
(2003), Nwokolo (1987) e Paula (1997). A discrepancia entre os valores
determinados aqui e os da literatura pode ser devida a diferengas nas
metodologias para extragdo, quantificagdo ¢ expressio dos resultados
concernentes a aminoacidos.

Pelos resultados de lipidios, confirma-se a predominéncia dessa reserva
no endosperma da semente (Figura 8). Os valores quantificados nas sementes
quiescentes sio semelhantes os de Paula (1997). Contudo, sio inferiores aos
relatados por Selle et al. (1983), Nwokolo (1987) ¢ Algbedion (1995). Paula
(1997) utilizou sementes provenientes do Estado de Sdo Paulo, enquanto as

utilizadas pelos demais autores pertencem a outros paises, € isso pode explicar a
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semelhanga de concentragio de lipidios entre as sementes brasileiras ¢ a
diferenga em relagdio as estrangeiras, haja vista o conteido de lipidios estar
associado a altera¢des nas condigdes climaticas do ambiente (Silva et al., 1998),
além de fatores genéticos.

A quantificagdo de amido confirmou observagdes prévias (Mesquita et
al., 2003), entretanto, foi mais de 50 vezes superior aos resultados obtidos por
Paula (1997). A metodologia para quantificagéo de amido no endosperma foi a
mesma utilizada por Mesquita et al. (2003), mas diferente da utilizada por Paula
(1997). Logo, isso pode explicar a semelhan¢a e¢ a diferenga dos valores de
concentragdo de amido entre os valores relatados por outros autores na literatura.

A concentragdo de agucares redutores das sementes utilizadas no
presente trabalho foi milhares de vezes maior que a das sementes utilizadas por
Mesquita et al. (2003) e menos da metade que a das sementes de Paula (1997).
Apesar de a metodologia para quantificagdo de agucares redutores ser a mesma
de Mesquita et al. (2003), em seu trabalho, foi utilizado tampio fosfato de
potassio como extrator, enquanto Paula (1997) usou outra metodologia para
quantificagio dos agtcares. Além disso, Paula (1997) e Mesquita et al (2003)
utilizaram a améndoa inteira, em vez de somente o endosperma.

Os aglicares soliveis totais constituem uma pequena parte das reservas
do endosperma de seringueira (3,1%), concordando, portanto, com a maioria das
espécies (Bewley & Black, 1994).

Germinagio e crescimento inicial

As sementes apresentaram percentual de germinagéo de 77% + 2,8 e
umidade de 38,5% * 2,1. (Média + erro padriio). A germinagdo média das
scmentes estd de acordo com Carmo & Gomes (1985), que recomendam

sementes provenientes de S@o Paulo, por apresentarem poder germinativo
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superior a 70%. A avaliagdo final do percentual de germinag@o foi feita no 212
dia, como indicado por Vieira et al. (1995) e Carmo & Gomes (1985).

Além disso, contribuiu para esse percentual de germinagdo a umidade
inicial das sementes, a qual foi maior que o limite inferior para o bom
desempenho germinativo (Sercilotto et al.,, 2003; Garcia & Vieira, 1994;
Macedo, 1985).

A germinagio pode ser apressada pelo aumento da temperatura
ambiente. Vieira et al. (1995) observaram que a taxa e a porcentagem de
germinagio de sementes de seringueira foram maiores aos 30°C, quando
comparadas com temperaturas inferiores.

A maioria das sementes germinadas encontrava-se no estadio “ponto
branco”, no nono dia apds a semeadura, coincidindo com o tempo de
germinagdo indicado por Carmo & Gomes (1985) ¢ diferindo de Alves et al.
(1995).

A umidade média das sementes no estadio “ponto branco” foi superior
em 36 pontos percentuais & das sementes estudadas pela EMBRAPA (1981). As
sementes utilizadas no presente estudo ja se encontravam com umidade inicial
proxima aquela indicada pela EMBRAPA para protruséo de radicula.

Somente depois de penetrar no solo e emitir as radicelas é que a parte
aérea aparece. Durante este estidio de desenvolvimento, o tegumento que
envolve o endosperma e os cotilédones normalmente permanece subterrineo,
dependendo da profundidade da semeadura. Os cotilédones parecem somente ser
necessarios se ainda houver endosperma para ser metabolizado (Serciloto et al.,
1997; Finneseth & Layne, 1998).

Alves et al. (1995) verificaram que a protruséo de radicula e “pata-de-
aranha” ocorrem aos 13 dias apés semeadura e que “palito” e emissdo foliar
ocorrem aos 17 e 32 dias apés semeadura. No presente trabalho, os tempos

necessarios para alcangar “pata-de-aranha” e “palito” foram iguais a Alves et al.
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(1995) e muito mais precoce que os descritos por Lemos et al. (1998). Mas, para
a emissdo foliar, as sementes do presente estudo apresentaram velocidade de
crescimento superior as de Alves et al. (1995).

Sementes de seringueira s3o normalmente provenientes de seringais
policlonais de polinizagdo aberta, ocasionando uma enorme variagio genotipica
na progénie. Essa variagdo pode ser responsivel pela desuniformidade de
germinagdo de um mesmo lote de sementes.

A alteragdo nas reservas das sementes durante o periodo de formagéo
pode alterar o vigor das sementes de mesma origem, porém, de épocas
diferentes. De acordo com Asaki (1988), as grandes varia¢des do conteudo das
reservas das sementes podem ser devidas a variabilidade genética ou a
plasticidade fenotipica.

O atraso entre a embebigdo completa ¢ a germinagdo é devido, em
alguns casos, a duragdio da segunda fase de embebigéo (Silva et al., 1998). A
grande quantidade de lipidios das sementes de seringueira pode estar envolvida
na absorcdo lenta de dgua; por isso, requer nove dias para ocorrer a germinagio
(Figura 8).

Em Asimina triloba (L.), o extenso tempo (12 dias) requerido para
emergéncia foi atribuido & necessidade para desenvolvimento de cotilédones
haustérios dentro da semente, a fim de transferir as reservas armazenadas do
endosperma para a radicula e o sistema radicular em desenvolvimento
(Finneseth & Layne, 1998).

Na Figura 3 encontra-se a formagio da plantula, com o aumento de
massa seca de raiz e parte aérea, em detrimento da massa seca do endosperma.
Verifica-se um alongamento das raizes e parte aérea, em decorréncia do

crescimento inicial das plantas jovens (Figura 2).

31



O Endosperma E Reservas totais B Parte aérea+traiz
1200

1000 -
800 -+
600 -
400 -+
200 -+

0
Estadio

Massa seca (mg/plantula)

semente ponto pata-de- palito emissio
branco aranha foliar

DAS
o T o T 13 T 47 T o |

FIGURA 3 Reservas totais, massa seca de endosperma, parte acrea e raiz de
sementes e plantulas de seringueira durante o crescimento inicial
(DAS=dias ap6s semeadura). As barras nas colunas exibem o erro
padrio da média.

No “ponto branco”, o endosperma compreendia 47,5% da massa seca
total. Aos 17 dias, o eixo embrionério representava 8% da massa seca da
plantula, e o endosperma 36%. Na “emissao foliar”, 42% da massa seca total do
endosperma foi consumido quando o sistema radicular representava 47% da
massa seca da planta jovem.

Aumentos na massa seca do eixo embrionario foram detectados ja aos
nove dias apds semeadura, embora nenhum decréscimo significante na massa
seca do endosperma fora observado no mesmo periodo (Figura 3). Isso ¢
provavelmente devido ao grande tamanho do endosperma em relagdo ao
pequeno incremento na massa do eixo embriondrio. Apesar disso, o coeficiente

de correlagio entre a massa seca do endosperma ¢ o crescimento do eixo

embriondario (-0,996) ratifica observagdes feitas por Serciloto et al (1997), que
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afirmam que no intervalo estudado o crescimento das plantulas ainda é muito
dependente das reservas.

A diferenga principal entre a radicula do “ponto branco” e a da “pata-de-
aranha” ¢ a emissdo de radicelas nesse ultimo estadio; por isso, ndo ha diferenga
significativa entre a massa seca de raiz, nos referidos estadios.

Quando o primeiro par de folhas foi emitido, o sistema radicular
representava 43% da massa seca da planta jovem, ou seja, a parte acérea,
proporcionalmente maior, ja se preparava para comegar a realizar fotossintese,
passando a ser autdtrofa.

No “ponto branco”, foi observada uma diminuigio de cerca de 2,5% na
massa seca do endosperma, valor muito aquém do relatado por Costa Netto
(1997). Nesse ponto, esse mesmo autor detectou 100 mg de redugio no
endosperma da semente, contra os 30 mg quantificados no presente trabalho.
Essa diferenga indica uma tendéncia de que quanto maior a semente, mais tempo
e, conseqlientemente, mais energia ¢ gasta para incitar a germinagio e o
crescimento inicial da plantula.

Entre os estidios “ponto branco” e “pata-de-aranha”, ocorreu um
decréscimo de quase 5% na massa seca do endosperma, diferentemente de Costa
Netto (1997), que ndo detectou nenhuma alteragio no porcentual de massa seca
do endosperma nesse intervalo.

No estadio “palito”, o endosperma reduziu 19% da massa seca inicial do
endosperma, sendo um consumo trés vezes superior ao relatado por Alves et al.
(1995), e seis pontos percentuais inferior a0 de Costa Netto (1997). Se for
considerado somente o conteido de reservas bioquimicas quantificaveis, esse
consumo chega a ser de 30% do valor inicial. Todas as reservas quantificaveis
foram convertidas em massa seca da plintula em crescimento. Em relagio a
massa seca do endosperma, 82% do seu consumo foram destinados a produgio

de material estrutural do eixo em crescimento, € o restante foi usado na
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respiragdo. Esses dados ndo siio coincidentes com os de Alves et al. (1995), que
constataram que somente 23% do consumo de massa seca do endosperma foram
destinados a produgio de massa seca do “palito”.

Na “emissdo foliar”, a massa seca do endosperma diminuiu 42% em
relagdo a4 semente quiescente € 39% das reservas quantificiveis, versus os 20%
de endosperma consumidos nas sementes de Alves et al. (1995).

O consumo de reservas € o crescimento da plantula apresentaram
elevado coeficiente de correlagdo negativo. As correlagdes positivas entre a
massa fresca da parte aérea com radicula e a massa seca da parte aérea com a
massa fresca e seca da radicula (Macedo, 1985) foram confirmadas. Além
dessas, as massas secas € os comprimento da raiz, parte aérea ¢ total foram
positivamente correlacionados.

A hidratagiio ¢ a mudanga mais Obvia associada a germinagdo € ao
crescimento inicial. Todas as partes da pléantula tiveram o contetddo de 4gua
incrementado (Figura 4). A maior quantidade de dgua é acumulada na prépria

semente.
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FIGURA 4 Contetdo de agua da plantula (eixo embrionério + semente), raiz e
parte acrea (DAS=dias apds semeadura). As barras nas colunas
exibem o erro padrao da média.

A geminagdo € caracterizada por uma rapida absor¢do de dgua, que
facilita a mobilizagdo de material de reserva e a utilizagdo desse pelo eixo
embrionario em crescimento. Neste trabalho, o contetido de 4gua do eixo em
crescimento foi inversamente proporcional a massa seca do endosperma
(coeficiente de correlagdo -0,996).

Com a hidratagao progressiva da semente, ocorreu uma mudanga
associada dos constituintes soluveis e insoluveis (Figura 5). Componentes
insoluveis representaram 53% e 48% da massa seca do endosperma da semente
no inicio e ao final do experimento, respectivamente (Figuras 3 e 5). Os
componentes insoluveis, em relagio as reservas totais, tiveram um decréscimo,

ocasionando um aumento na proporgdo de constituintes soluveis.
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correspondendo a menos de 1% de proteina total (Figuras 6 ¢ 7). Porém, na
“emissdo foliar”, seu conteldo é mais de quatro vezes superior ao da semente
madura.

As proteinas extraidas de endospermas no estadio de “pata-de-aranha”™
aumentaram em relagdo a sementes maduras e foram consumidas nos estadios
subseqilentes (Figura 6). O mesmo ocorreu com Dalbergia miscolobium durante
germinag3o. Silva et al (1998) atribuiram isso a mudangas na solubilizagio, em
vez de metabolismo.

A maioria dos aminoacidos livies que aumentam e se acumulam no
endosperma de seringueira parece vir da degradagdo de albuminas (coeficiente
de correlagio -0,73), pois as outras ndo alteram ou mesmo aumentam suas
concentragdes, diferentemente do que se verificara em sementes de E.
heterophylla, cujos aminodcidos provém da hidrélise de globulinas (Suda &
Giorgini, 2000).

O contetido de aminoacidos aumentou quase 70 vezes em relagdio a
semente quiescente, evidenciando a hidrdlise das proteinas analogamente a
sementes de cupuaguzeiro (Figueirédo et al., 2002). Na forma de aminoécidos
livres, o nitrogénio ¢ translocado para as partes em crescimento, onde, entio, €
metabolizado em proteina novamente (Figura 6).

Durante a germinagdo das sementes, a concentragio de aminoacidos
livres atingiu o ponto maximo de 1,61% na “pata-de-aranha”, permanecendo,
desse modo, até o “palito”, decrescendo em seguida (Figura 6). Ficou evidente
que os aminoacidos livres foram provenientes da degradagdo de proteinas,
especialmente albuminas, e sdo translocados para o eixo em crescimento,
consoante com Suda & Giorgini (2000).

Examinando a Figura 8, percebe-se que os teores de amido e agucares
redutores oscilam no decorrer do crescimento inicial. O maximo de 48 mg de

amido/endosperma estava na semente madura. O padrdo de aciimulo de amido é
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similar ao acimulo de agicares redutores do mesmo tecido, que exibiu um
maximo de 48 mg de agicares redutores/endosperma na “pata-de-aranha”. Nem
todo amido produzido pelo endosperma foi completamente utilizado.

Os aglicares soliveis totais constituem uma pequena propor¢do das
reservas, e a hidrélise desses constituintes somente € significativa apos a “pata-

de-aranha”.
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FIGURA 8 Conteudo de carboidratos e fragdes e lipidios em endosperma de
sementes de seringueira durante crescimento inicial de plantulas
(DAS= dias ap6s semeadura). As barras nas colunas exibem o erro
padrio da média.

Os agucares redutores acompanham a variagdo da concentragdo de
amido no endosperma. Logo, no “ponto branco”, ocorre uma queda brusca na
concentragdo da fracdio desses carboidratos. Na “pata-de-aranha”, os valores
clevam-se novamente, voltando a diminuir no “palito” e, mais uma vez, de

maneira mais branda, elevam-se na “emissdo foliar” (Figura 8).
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No “ponto branco” e em “pata-de-aranha” ocorreu pequena mobilizag¢do
de massa seca do endospermé para o eixo em crescimento, ou seja, pouca
solubilizagdo das reservas aconteceu, mas foi o suficiente para promover o
crescimento inicial da radicula. Verificou-se, nessa etapa, com a interconversio
de componentes nitrogenados e a oscilago dos teores de carboidratos soluveis e
insoliveis, que muitos processos metabolicos ja haviam sido iniciados.

A principal reserva endospérmica - os lipidios - foi progressivamente
exaurida no decorrer do crescimento inicial. A mobilizagdo desses compostos ¢
inicialmente lenta até a “pata-de-aranha”, quando ha um consumo de apenas
10%. No estadio “palito”, o consumo passa a ser mais rapido, chegando a mais
de 30% do valor inicial (Figura'8).

Ao oposto do que ocorreu com arroz (Palmiano & Juliano, 1972), o
contetdo de amido e dos agicares redutores diminuiram antes da proteina total.
Por conseguinte, os substratos iniciais para promover a germinagio foram
carboidratos, como relatado por Pritchard et al. (2002) (Figuras 6 e 8).
Subseqilentemente, o crescimento do eixo parte aérea- raiz continuou e foi
mantido as expensas de maleriais de reserva transferido do endosperma pelos
cotilédones (Figura 9). A utilizagio dos carboidratos logo no inicio deve ser por
causa da facilidade para quebra e metabolizag@o dessas moléculas, desprendendo
energia mais rapidamente (Figura 8).

A linha que representa a concentragio de amido no endosperma das
sementes em germinagio oscila no grafico, ora em ascensdo, ora em diminuigdo,
onde as extremidades sao os picos (Figura 8). Essa configuragdo ¢ diferente dos
resultados de Mesquita et al. (2003), em que a concentragio do amido pouco
variou ao longo do crescimento inicial das plantas de seringueira.

Essa oscilagio no conteido de amido é destoante da maioria das

espécies, que durante a germinago somente o degradam para fornecimento de
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carbono ao eixo parte aérea-raiz em crescimento (Karunagaran & Rao, 1971;
Figueiredo et al., 2001; Palmiano & Juliano, 1972).

O aumento na quantidade de amido durante germinagdo e crescimento
inicial possivelmente ¢ originado da degradagao lipidica, envolvendo o ciclo do
glioxilato e a ativagiio subseqiiente da gliconeogénese (Browse, 1998). Como a
demanda é menor que a oferta, os carboidratos podem ser temporariamente
armazenados na forma de amido a semelhanga de sementes de mamona, uma
outra euforbidcea, em que a sintese de sacarose ¢ mais rapida que o consumo
durante a germinagdo ¢ crescimento pos-germinativo (Hawker, 1971). O
decréscimo de lipidios durante esse periodo reforga essa possibilidade (Figura
8).

Incrementos de agucares redutores em tecidos de reserva também foram
detectados em sementes de cupuaguzeiro durante germinagio e crescimento pos-
germinativo. Depois, os agucares sdo consumidos pela plantula em crescimento,
diminuindo sua concentragiio, como ocorre com E. heterophylla (Silva et al.,
1998; Figueirédo et al., 2001).

Os padrdes de desenvolvimento da concentragdo de amido e de lipidios
observados nas sementes de seringueira estdo de acordo com os relatados para
outras sementes, como mamona (Reibacht & Benedict, 1982), D. miscolobium
(Silva et al., 1998) e café (Giorgini & Campos, 1990).

O conteudo de carboidratos no endosperma no estado de “ponto branco”
indica que a hidrodlise de carboidratos ¢ iniciada logo no inicio da germinagao,
como ocorreu com sementes de milho (Ingle et a] 1964).

Pelos dados obtidos, infere-se que os lipidios dos endospermas sdo
pouco utilizados até 13 dias apos semeadura, mas evidenciam que o consumo ¢
mais rapido a partir dos 17 dias, quando hd um decréscimo de 32% (Figura 8).
Com esses dados, reforga-se a idéia de que a mobilizagao lipidica dos tecidos de

reserva das sementes ndo se faz necessaria para a germinag@o, mas sim para o



estabelecimento de plantulas (Muto & Beevers, 1974; Graham & Eastmond,
2001: Pontes et al., 2002; Pritchard et al., 2002).

O crescimento do eixo estd inversamente correlacionado com o
contetido de lipidios do tecido endospérmico das sementes de seringueira.

Com excegio de amido, agucares redutores ¢ aminoacidos, as mudangas
dos outros componentes do endosperma foram de menor magnitude até a “pata-
de-aranha”. Isso estd bem ilustrado pelos dados de massa seca do endosperma
apresentados na Figura 3, que mostra o endosperma de sementes de seringueira
com massas semelhantes do inicio do experimento até “‘pata-de-aranha”.

O contetdo de agucares soluveis totais no endosperma permancceu
constante até a “pata-de-aranha”, quando ocorreu um decréscimo de 34%, ¢
destarte permanece, a semelhanga do que ocorreu com sementes de Euphorbia
heterophylla e cupuaguzeiro (Silva et al, 1998 e Figueirédo et al., 2001).
Sementes de soja ndo variaram as concentragdes de aglcares soliveis totais
durante germinagio e crescimento inicial (Martins, 1997). Provavelmente a
conversio de lipidios a carboidratos ocorreu no endosperma, mantendo os niveis
de agticares soluvelis totais (Figura 8).

Os pontos da curva representativa do conteido de agtcares redutores
foram semelhantes aos do amido, apesar de ambos néo apresentarem uma forte
correlagio (Figura 8). O contetido de aglicares redutores foi maximo no estidio
mediano, “pata-de-aranha”, quando os valores chegaram a mais do dobro do
conteudo inicial dos endospermas.

A oscilagido de concentragdo de agucares redutores de Mesquita et al.
(2003) durante a germinagdo de seringueira ¢ semelhante ao obtido aqui (Figura
8).

A hidrélise de lipidios no endosperma excedeu a taxa de sua utilizagdo
pelo eixo embrionario (Figura 8). Os carboidratos excedentes sdo

temporariamente convertidos a amido; por isso ocorre o incremento do teor
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desse durante o crescimento inicial de plantulas. Goldner & Beevers (1989)
afirmam que endosperma de mamona contém todas as atividades enzimadticas
para biossintese de amido.

Durante germinagdo de mamona, Reibacht & Benedict (1982)
mostraram que os lipidios de reserva supriam carbono para sintese de sacarose e
que as enzimas para anabolismo de amido estavam presentes.

O crescimento do eixo embriondrio se inicia com o alongamento unico
da radicula. Somente a partir do “palito”, a parte aérea cresce em ritmo superior

ao da raiz, numa taxa de crescimento mais elevado (Figuras 1 ¢ 9).
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FIGURA 9 Comprimento de raiz, parte aérea e total de plantulas de seringueira
em diferentes estadios (DAS= dias apds semeadura). As barras nas
colunas exibem o erro padrio da média.

No “ponto branco” (dia 9), a radicula media 1,2 centimetro. Entre o
“ponto branco” e “pata-de-aranha”, a radicula dobrou de tamanho. No estadio de
“palito”, a parte aérea também é langada, medindo em torno de 7,5 centimetros,

sendo o mesmo comprimento da raiz.
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Na “emissdo foliar”, os comprimentos médios da raiz ¢ da parte aérea
eram 10 e 21 centimetros, respectivamente (Figura 9).

Tomando-se a composi¢do da plantula em relagdo a sua massa seca,
somente a umidade permaneceu constante (Figuras 3 ¢ 4). Os teores de proteinas
(Figura 10), aminoacidos (Figura 11) e agicares (Figuras 12 e 13) variaram ao

longo do crescimento da planta jovem.

Mudangas na distribuiciio dos componentes no eixo embrionério

A contribuigo aparente do endosperma para a protrusio de radicula foi
irrelevante, justificada somente pelo decréscimo de 2,7% da massa seca. Embora
a mudanga na massa seca tenha sido pequena, ocorreram nesse tecido alteragdes
significativas durante a germinaggo. Os carboidratos, em conjunto, diminuiram
38%; os compostos nitrogenados totais, 1,7% em relagdo 4 sua concentragdo
inicial; e os lipidios tiveram uma diminui¢iio de quase 5% em scu contetido
(Figuras 6, 7 ¢ 8).

Pelos dados apresentados nas Figuras 6, 7 e 10, verificam-se a
solubilizagdo, redistribuigio e sintese de proteina na plantula. O consumo de

proteina no endosperma ¢ concomitante com sua sintese na planta jovem.
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FIGURA 10 Conteudo de proteina total na raiz, parte aérea e total, na planta
Jjovem de seringueira em diferentes estadios de crescimento (DAS=
dias ap6s semeadura). As barras nas colunas exibem o erro padrédo
da média.

O contetido de aminoacido do endosperma atinge patamar na “pata-de-
aranha”, quando ocorre uma maior hidrdlise de proteinas (Figura 6). A partir dai,
percebe-se um maior acumulo de proteina total ¢ aminoacidos nas partes da
plantula em crescimento. A proporgio de aminoacidos livres presentes no eixo
parte aérea-raiz aumentou progressivamente com o crescimento inicial, embora
numa taxa menor que o crescimento do eixo (Figura 11).

O conteido de nitrogénio total da planta jovem no estado “palito” foi
quase cinco vezes inferior ao relatado por Costa Netto (1997).

Na raiz do estadio “palito”, o teor de proteina foi 0,29 mg/g de massa

fresca e, no caule, 0,27 mg/g de massa fresca, discordando dos valores,
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respectivamente, de 50 e 45 mg/g de massa fresca, relatados por Costa Netto
(1997). Séo valores muito discfepantes e merecem ser investigados a posteriori.

A medida que a planta jovem cresce, a proporgdo de proteinas em
relagio a outras moléculas é reduzida, ocorrendo também a dilui¢do das
mesmas.

Os contetidos de proteinas totais das raizes das plantulas variaram de
0,08 mg no “ponto branco” a 0,09 mg no “palito”, o que da um teor de 1,89
mg/g e 1,45 mg/g de massa seca, respectivamente. Ji na parte aérea, os
contetidos de proteinas totais foram 0,26 mg em “palito” e 0,31 mg em “emissdo
foliar”, o que convertido, revela um teor de 1,7 mg/g massa seca, para ambos 0s
estadios (Figura 10).

O conteido de aglcares redutores acompanhou a evolugio do

crescimento da planta jovem (Figura 12).
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FIGURA 11 Conteido de aminoacidos soliveis na raiz, parte aérea e total de
plantas jovens de seringueira em diferentes estadios (DAS= dias
apds semeadura). As barras nas colunas exibem o erro padrio da
média.
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FIGURA 12 Contetido de agucares redutores na parte aérea, raiz e total em
plantulas de seringueira durante o crescimento inicial (DAS= dias
apés semeadura). As barras nas colunas exibem o erro padrdo da
média.

O contetido dos aguicares soluiveis totais nas partes em crescimento ¢
incrementado até o estddio “palito”, quando sofrem uma queda brusca na

emissdo foliar (Figura 13).
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FIGURA 13 Contetido de agucares soliveis totais na parte aérea, raiz ¢ total em
plantulas de seringueira durante crescimento inicial (DAS= dias
apos semeadura). As barras nas colunas exibem o erro padrdo da
média.

Neste trabalho, percebeu-se que a concentragdo de aglcares apresenta
pico maximo na raiz de “pata-de-aranha” e, posteriormente, declina para menos
de 10% na “emissdo foliar”, tanto na raiz como na parte aérea (Figura 13). Em
cupuaguzeiro, as plantulas aumentam os teores de agicares soliveis totais, bem
como o de agticares redutores, progressivamente com o crescimento (Figueirédo
et al., 2001).

Esse decréscimo final pode ser decorrente de os agucares soliveis
estarem sendo convertidos a aglicares estruturais, os quais ddo sustentagéo fisica

para a planta jovem. Em outras espécies, esses agucares sio rapidamente

hidrolisados durante a germinagdo (Kérunagaran & Rao, 1991).
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5 CONCLUSOES

As reservas de amido e agucares redutores foram as principais a serem
usadas até a protrusio de radicula (germinag&o).

As necessidades de substancias energéticas e estruturas fisicas foram
supridas pelos carboidratos do endosperma e/ou do préprio eixo embrionério,
uma vez que as outras reservas nio sofreram alteragdes significativas durante a
germinagao.

Todas as reservas foram consumidas, embora os lipidios ¢ as proteinas
sejam as que mais contribuiram e suas concentragdes correlacionaram
negativamente com o crescimento da plantula.

Ocorreu sintese de amido no endosperma das sementes durante
crescimento inicial.

No intervalo estudado, as plantulas ainda sdo muito dependentes das

reservas endospérmicas.
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QUADRO 1 Coeficientes de correlagio entre consumo de reservas endospérmicas, conteiido
de 4gua e crescimento de pléntulas de seringueira.

fresca

mento

Endosperma Massa seca
Amido Lipidio Reservas Aminodcidos |Endosperma Raiz Parte Eixo
totais Aérea

Aglicar
Redutor 0,440
Conteudo
de dgua -0,909
Nitrogénio 0.973
total
Albumina 0,737
Globulina 0,323
Prolamina 0,089
Glutelina 0,332
Raiz 0,985 0,948 0,981
Parte 0,999 0,999 0,991
aérea
Eixo 0,998 0,989 0,998
Raiz -1,00 -0,984 -0,979 0,987 0,927 0,969
Pgrte -0,945  -0,922 -0,986 0,939 0,998 0,991
aérea
Eixo -0,975  -0,954 0,996 0,967 0,987 0,996
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