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RESUMO

SEIFFERT, Marina. Alguns aspectos fisioldgicos e bioquimicos da
germinaciio de sementes e anatomia foliar de Protium widgrenii Engler.
2003. 81 p. Dissertagdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

Para o estabelecimento de espécies nativas, independente de sua finalidade,
sendo econdmica ou ecoldgica, é necessdrio o conhecimento prévio de suas
caracteristicas fisiologicas € suas exigéncias ambientais. Diante disso, 0s
objetivos deste trabalho foram: caracterizar a curva de embebi¢do € a
composi¢io quimica das sementes durante o processo germinativo; verificar a
presenga de compostos nos extratos de sementes e frutos maduros de Protium
widgrenii Engler que interferem no processo germinativo de sementes de alface
(Lactuca sativa L) e o efeito da temperatura e da dessecagdo sobre a germinagao
de Protium widgrenii Engler e, ainda, alguns aspectos anatdmicos foliares de
suas mudas, sob diferentes niveis de sombreamento. Os resultados da curva de
embebicio demonstraram que estas sementes possuem uma fase inicial (fase I)
de embebigdo mais lenta, fase Il rdpida e a protrusao da radicula € atingida em
72 horas, havendo algumas modificagdes nos contetidos de agicares soliveis
totais e proteinas durante estas fases de embebicio. Sementes e os frutos de
Protium widgrenii Engler possuem alguns compostos que possivelmente
interferem na germinagdo de sementes de alface, sendo estes predominantemente
fendlicos. Os resultados de germinagdo demonstraram que as sementes de
Protium widgrenii Engler apresentaram comportamento de tolerdncia a
dessecagio, sendo a melhor temperatura para a germinagdo em torno de 25° C.
Nos experimentos de campo em que foram utilizados diferentes niveis de
sombreamento, as mudas apresentaram modificages anatdmicas influenciada
pela intensidade luminosa, observando que, com o aumento da intensidade
Juminosa, houve maior espessura do limbo foliar.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Evaristo Mauro de Castro - UFLA (Co-Orientador), Prof. Dr. Renato Mendes
Guimaries—UFLA(Co-Orientador)



ABSTRACT

SEIFFERT, Marina. Some physiological and biochemical aspects of the
germination and leaf anatomy of Protium widgrenii Engler. 2003. 81 p.
Disscrtation (Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

For the native species establishment independent of its economical and
ecological use it is necessary to know their physiologic characteristics and their
environmental demands. The objective of thus work was to characteriz¢ the
soaking curve and the seed chemical composition during the germinative
process, to verify the presence of compounds in the seed extracts and Protium
widgrenii Engler ripe fruits wich interfer in the of lettuce seeds (Lactuca sativa
L) germinative process, the temperature and drying effects about of Protium
widgrenii Engler germination and some leaf anatomical aspects of their
seedlings, under shading levels. The soaking curve results demonstrated that
these seeds have soaking initial phase (phase I), a safrid phase 1I and the root
protrusion is reached in 72 hours with the exitence of some modifications in the
total soluble sugars compounds and proteins during these soaking phases. The
Protium widgrenii Engler seeds and the fruits, possess some compounds
predominanty phenolics ones that possibly interfer in the lettuce seeds
germination. The germination results demonstrated that Protium widgrenii
Engler, seeds presented drying tolerance behavior being the best germination
temperature around 25°C. In the field cxperiments were used different shading
levels, the presented anatomical modifications influenced by the luminous
intensity. It was observed that with the increase in light intensity was correlated
with higher leaf limb thickness.

* Comitee - Advisor: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA, Prof. Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Prof. Dr. Renato Mendes Guimardes - UFLA.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é constituido de uma diversidade de espécies, algumas
utilizadas popularmente por suas propriedades medicinais e alimenticias, além
de serem fornecedoras de madeiras durdveis, entre outros aspectos.

Por vérias décadas o cerrado vem sofrendo devastagdo pelo modelo
exclusivamente extrativista, para expansio da fronteira agricola e construgdo de
usinas hidrelétricas. Como conseqiiéncia, o desequilibrio deste ecossistema afeta
a qualidade de vida terrestre e promove a extingdo de espécies com potencial
comercial e ecolégico, o assoreamento de rios, reservatérios hidroelétricos e de
outros mananciais.

Para impedir o desaparecimento destas espécies e para a recuperagio de
reas degradadas é necessdria a implantagio e manejo de espécies florestais
nativas. Para compreender melhor os mecanismos de regeneragdo de um
ecossistema florestal deve-se dispor de maior nimero de informagdes sobre o
ciclo biolégico da espécie. Por outro lado, pouco é conhecido sobre o
comportamento fisiol6gico, capacidade germinativa e disponibilidade de
sementes dificulta a implantagdo de produgio de mudas e o manejo de espécies
florestais.

Virias espécies com potencial para revegetagao e/ou recuperagio foram
identificadas, entre elas Protium widgrenii Engler, chamada popularmente de
almecega-vermelha, porém, pouco se conhece sobre sua fisiologia de
propagag@o (Oliveira Filho et al, 1994).

Diante desta problematica, os objetivos deste trabalho foram estudar o

comportamento das sementes de Protium widgrenii durante o processo de



embebigao, avaliando as alteragdes de sua composigio quimica. Foram também
estudados os efeitos de diferentes temperaturas e secagem na germinagéo, a
presenca de possiveis inibidores nas sementes e nos frutos maduros que
eventualmente poderiam interferir no processo germinativo e alguns aspectos
anatdmicos foliares de mudas submetidas a diferentes niveis de sombreamento,
com o intuito de obter informagGes visando a melhoria dos indices de
germinagdo dessas sementes, bem como a produgdo de mudas de Protium

widgrenii Engler.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao da espécie

A familia Burseracea é constitufda por cerca de 21 géneros e mais de
600 espécies (Zoghbi et al., 1993a). O género Protium € o que apresenta maior
némero de individuos nas matas, distribuindo-se em diferentes regides do Brasil
como a Amazonia, Bahia, Minas Gerais, Goiés, Sio Paulo até o Rio Grande do
Sul, apresentando desde espécies arbustivas pouco expressivas como produtoras
de madeira, até as arbéreas, como o Protium térmifolum Engler encontrado na
Amaz6nia (Jesus et al., 1998; Klein, 1978).

As espécies de Protium habitam preferenciaimente no interior de
bosque, podendo ocorrer em formages abertas, como no Cerrado do Brasil
(Pirani, 1993). De muitas espécies de Protium, extrai-se uma resina balsdmica
que apresenta aplicagdes terapéuticas e ensitifugas (Hoehne, 1939 citado por
Zoghbi et al., 1993b). Por ser sua resina aromatica e inflam4vel, sdo chamados
popularmente de almecega, breu, pau de mosquito e rvore de incenso.

Segundo Klein (1978), Protium widgrenii Engler é uma das espécies
mais freqiientes em matas semideciduas, desde o estado de Sd@o Paulo até o Rio
Grande do Sul, também ocorrendo com frequéncia na mata secundéria
semidecidua pertencente ao estrato superior da mata situada no Campus da
Cidade Universitdria de Sdo Paulo (Varanda, 1995). A

P. widgrenii Engler é uma espécie florestal encontrada em margens de
rios e matas do Cerrado do estado de Minas Gerais. Segundo Oliveira Filho et
al. (1994), esta espécie pode ser recomendada para o reflorestamento de édreas

degradadase de preservag@o permanente em composigdes mistas.



Em outras espécies da familia Burseraceae, como P. heptaphyllum
March e P. spruceanum Engl., sabe-se que as taxas de germinagdo sio muito
baixas e a emergéncia ocorre entre 3-5 semanas (Lorenzi, 1992).

Varias espécies de Protium estudadas apresentam frutos obliquamente
ovoides globulosos, apresentando 2-4 pirénios, bitriloculares. Nos frutos
triloculares, em geral, dois l6culos sio férteis e um estéril, sendo este mais ou
menos comprido, caracteristica essa, que faz com que a percentagem de
germinagdo seja baixa. O exocarpo  coridceo, de pouca espessura,
freqlientemente  quebradico, endurecido, de cor parda a avermelhada,
atropirpura ou quase negra, é sempre deiscente em valvas. O mesocarpo,
membrano-carnoso, geralmente branco, cobre a superficie de cada pirénio. Este
¢ ovoide, com textura firme, dificultando a germinagdo. A semente possui testa
membranacea e embrido crasso, com cotilédones plano-convexo e eixo
hipocétilo-radicular curto (Barroso et al., 1999). A Figura 1, a seguir, mostra o

aspecto geral das sementes e frutos de Protium widgrenii Engler.

§o e

FIGURA 1: Aspectos gerais de frutos (A) e sementes (B) de Protium widgrenii Engler.
Barra= 6mm . UFLA, Lavras - MG, 2003.

2.2 Fisiologia da germinacio

A germinagdo é considerada um dos mais importantes estadios do
biociclo vegetal, caracterizada pela retomada das atividades anabdlicas e

catabdlicas, incluindo a respiragdo, sintese de proteinas e mobilizagdo das



reservas apos a absor¢do da dgua, possibilitando o crescimento do eixo
embriondrio, culminando com a protrusio da radicula. No desenvolvimento
vegetal, a germinagdo é considerada uma fase critica e estd relacionada a
aspectos fisiologicos e bioguimicos associados a fatores ambientais (natureza
extrinsecas) e da prépria semente (natureza intrinsecas) (Bewley & Black, 1994;
Desai et al., 1997; Carvalho & Nakagawa, 1980).

O ambiente exerce um papel fundamental na fisiologia da germinagdo.
A sensibilidade 2 luz, temperatura e a disponibilidade de 4gua, dentre outros, sdo
fatores determinantes na germinagio (Bewley & Black, 1994).

Para que ocorra a germinagao é necessario que as sementes absorvam
dgua, desencadeando os processos metabélicos. Esta absor¢do geralmente se dé
em trés fases, classicamente definidas como fase I, fase II e fase III. A fase I se
caracteriza por ser um processo fisico, em que a entrada de dgua ocorre pela
diferenca de potencial osmético entre a semente € O substrato, ligado a
composi¢do quimica da semente, da permeabilidade do tegumento a dgua e da
presenca da dgua na forma liquida ou gasosa, no meio de germinagéo. Esta fase
é presente tanto em sementes vidveis quanto nas invidveis (Bewley & Black,
1983; Desai et al., 1997; Carvalho & Nakagawa, 1980; Kigel & Galili, 1995).

A fase II é caracterizada pela total hidratagdo das sementes, havendo
uma estabilizacdo e equilibrio na absorgdo de dgua pela semente em relacdo ao
meio. A maioria dos eventos metabdlicos que fazem parte na preparagdo da
germinagdo ocorre nesta fase, como a biossintese de novo e ativagdo de enzimas,
hidrélise de reservas e inicio da translocagio dos produtos da hidrélise,
ocorrendo o transporte ativo das substancias hidrolizadas dos tecidos de reserva
para oS meristemas. Com a retomada de crescimento do eixo embriondrio,
inicia-se a fase 111, com a protrusio da radicula (Desai et al., 1997; Kigel &

Galili, 1995).



Na fase IIl, observa-se uma retomada e aumento na velocidade de
embebicdo, seguidas por um crescimento visivel do eixo embriondrio. Alguns
aspectos estdo envolvidos nesta fase, como o potencial osmético das células do
embrido, propriedades da parede celular embriondria em resposta ao turgor;
interno e a resisténcia dos tecidos externos presentes, impedindo a expansdo do
embrido. Tecidos envolvendo o embrido manifestam-se como forgas impedindo
a capacidade de seu crescimento. Com o aciimulo de solutos, aumenta o turgor
embriondrio, enfraquecendo os tecidos externos, podendo alterar o balango das
forgas presentes, permitindo assim a expansdo do embrido. O inicio do
crescimento embriondrio ocorre -quando o resultado da absorgio da agua no
turgor celular excede a restrigio mecanica da parede celular embriondria e dos
tecidos que envolvem o embrido. Cada uma dessas hipéteses podem ocorrer,
dependendo da anatomia e fisiologia da semente (Kigel & Galili, 1995;
Welbaum et al., 1998).

" A duragdo dessas fases depende das propriedades da semente. As trés
fases foram descritas em seqiiéncias por razdes diddticas, contudo, elas podem
ocorrer simultaneamente.

O estudo destas fases é de grande importincia, pois, desde que o
processo de germinagdo se inicia, as sementes apresentam gradualmente uma
fase de toleréncia a dessecagdo, a partir da fase I. Dessa maneira, a desidratagio
durante esta etapa nao provoca injirias definitivas ao embrido, de modo que o
fornecimento subsequente de 4gua permite a continuidade da germinagdo. No
entanto, a partir da transigio entre as fases Il e III, os danos provocados pela
deficiéncia hidrica sdo irreparaveis (Kigel & Galili, 1995).

O efeito da temperatura na germinagdo estd relacionada com as
necessidades das enzimas que participam em virios processos metabélicos
durante a germinagdo, os quais afetardo, conseqiientemente, a velocidade e a

percentagem final de germinagdo. A temperatura 6tima para a maioria das



espécies adaptadas ao clima tropical se encontra na faixa entre 15°C e 30°C,
sendo definida geneticamente em fungdo das condigdes fisioldgicas da semente
(Carvalho & Nakagawa, 1980).

Trabalhando com Magquira sclerophylla, espécie pertencente a familia
Moraceae, Miranda & Ferraz (1999), verificaram que a faixa entre 20°C e 30°C
mostrou-se favorével 2 germinagéio, com percentagem superior a 60%.

Estudando o efeito entre temperaturas constantes e alternadas na
germinagdo de sementes de Operculina alata (Convolvulaceae), Franga et al.
(2002) verificaram que temperaturas constantes de 25°C apresentam maiores
percentagens e maior indice de velocidade de germinag@o.

Recomenda-se que sejam incluidas temperaturas alternadas para
pesquisas relacionadas 4 metodologia de anlise de germinagdo de sementes
florestais, uma vez que essas simulariam flutuagdes de temperaturas que
ocorrem em condigdes naturais (Oliveira et al., 1989; Kebreab & Murdoch,
1999). -

2.3 Dorméncia

A capacidade das sementes de adiar a sua germinacdo até que as
condigdes Ihe sejam favordveis é um importante mecanismo de sobrevivéncia
das plantas. Determinadas espécies caracterizam-se por apresentarem sementes
vidveis que, ao serem colocadas sob condi¢des ambientais consideradas
favordveis, nio germinam, sendo assim estas sementes sdo consideradas
dormentes. Ao contrdrio, quando apresentam condi¢des internas normais e
permanecem em repouso, devido a auséncia de condigbes externas propicias,
estas encontram-se em estado de quiescéncia (Carvalho & Nakagawa, 1980;

Bewley & Black, 1994).



Segundo Bewley & Black (1994), a dorméncia pode ser classificada em
trés tipos basicos: a) dorméncia devido a imaturidade do embrido, na qual a
semente dispersa contém o embrido que ainda ndo completou seu
desenvolvimento; b) dorméncia fisiolégica, a semente possui o embrido maduro,
mas apresenta impedimentos metabélicos a germinagdo, como horménios e
proteinas inibidoras e c) dorméncia tegumentar, hd o bloqueio da germinagdo
pelos tegumentos que revestem o embrido, podendo ainda ocorrer a combinagio
entre esses tipos, caracterizando uma dupla dorméncia.

Ja foi relatado que a dorméncia de sementes é regulada pela interagéo
entre promotores e inibidores de germinagdo. Destacam-se, como horménios
promotores de crescimento, as giberclinas e as citocininas, sendo sua agio
antagénica ao écido abscisico. Em muitas espécies, a dorméncia nas sementes é
imposta pela presenga de fenis no tegumento que, pela sua oxidagio, diminui a
disponibilidade de oxigénio para a germinagdo (Desai et al., 1997).

A prevengdo a germinagdo pelas estruturas de cobertura das sementes
pode interferir no ganho da dgua, nas trocas gasosas e na presenga de inibidores
quimicos. O tegumento da semente pode representar uma barreira para a saida
dos inibidores presentes nas sementes, uma restrigdo mecénica e ainda causar
modificagdes na luz que atinge o embrido (Bewley & Back, 1994).

A dorméncia de sementes devido a imaturidade do embrido
freqiientemente € associada a presenga de substéncias inibitérias de germinagao
e de crescimento presentes em diferentes partes das sementes. Este tipo de
dorméncia pode ser quebrado quando as sementes sdo embebidas a baixas
temperaturas. Esta técnica € conhecida como estratificagdo, que tem como
finalidade a lixiviagdo de substancias inibitérias presentes na semente € o inicio
da biossintese de giberelinas pela baixa temperatura (Carvalho & Nakagawa,
1980; Desai et al., 1997; Al-Helal, 1996).



Em sementes de Lupinus sulphureus (Kaye & Kukendall, 2001) e em
Briza subaristata (Ferrari & Lopez, 2000), constatou-se o efeito positivo da
estratificagio na quebra de dorméncia aumentando a germinag@o. Sementes de
Campis radicans tiveram a percentagem de germinagdo favorecida pelo pré-
tratamento a frio, por um periodo de duas semanas (Chachalis & Reddy, 2000).

Diversos grupos qufnﬁéos de inibidores presentes em sementes, frutos e
outras unidades dispersoras podem interferir de forma expressiva no processo
germinativo. Sua liberagdo por lixiviagdo geralmente favoresce a germinagao
dessas sementes (Kigel & Galili, 1995).

Buta & Lusby (1986), trabalhando com sementes do género Lespedeza
(L. stipulacea; L. bicolor e L. cuneata), pertencente a familia Fabaceae,
evidenciaram que lixiviados destas sementes inibiram a germinagdo € o
crescimento inicial de pléantulas de Lactuca sativa. Laura et al. (1994) relataram
que extratos concentrados de frutos de Muntingia callabura (Elalocarpaceae)
inibiram também a germinagio de sementes de Lactuca sativa L.

Os triterpendides (produtos derivados do metabolismo secundério pela
via do melavonato), presentes em algumas sementes ou em outros Orgéos
vegetais, desempenham diversos papéis, como hormonios de sinalizagdo,
fitoalexinas, entre outros (Simdes et al., 2000). Foram encontradas classes de
triterpendides em parte aérea de Essenbeckia yaxhoob (Rutaceae) atuando como
inibidores de germinago e crescimento. Alguns tipos de triterpenides também
inibiram ATP sintase, fosforilagdo e o fluxo de elétrons (Mata et al., 1998).

Os compostos fenélicos podem ser sintetizados pelo metabolismo
secundério possivelmentepor duas rotas principais: uma derivada do écido
chiquimico e outra do acetato mevalonato (Simdes et al., 2000). Sao encontrados
amplamente na natureza, sendo alguns relatados como inibidores, no caso dos
flavonéides encontrados em Melilotus messanensis (Fabaceae) que inibiram,

principalmente, a germinagio de Allium cepa (Macias et al., 1999).



Outros compostos fendlicos encontrados em algumas espécies que
também influenciam na germinagdio e no crescimento, sio 0s taninos
hidrolisdveis e condensados chamados de catequinas. Trabalhando com
sementes do género Lespedeza, Buta & Lusby (1986) encontraram catequinas e
epicatequinas lixiviadas na solugido em que estas sementes foram embebidas.
Estes compostos isolados inibiram a germinacdo de sementes de Lactuca sativa,
verificando que quanto maior a concentragio destes compostos maior a inibigdo

na germinagio.
2.4 Tolerancia a dessecagiio

De maneira geral, grupos de sementes que sdo relativamente tolerantes a
extrema dessecagio e sobrevivem em estado desidratado por um periodo maior
sob condigdes adequadas de armazenamento, sdo denominados de ortodoxas. No
entanto, as sementes classificadas como recalcitrantes, quando submetidas a
dessecagdo, sdo danificadas, podendo ser sensiveis a condigdes de baixas
temperaturas e periodos longos de armazenamento. Entretanto, existem sementes
que exibem comportamento intermedidrio entre as recalcitrantes e ortodoxas,
sendo, assim, relativamente tolerantes a dessecacdo; todavia, ndo resistem a
perda de umidade em niveis menores que as ortodoxas (Roberts, 1973, citado
por Pammenter & Berjak, 1999).

A classificagdo quanto a tolerdncia e a dessecagdo mencionada
anteriormente, baseia-se em sementes de espécies de importancia econdmica,
porém, com limitagdes de armazenamento.

Muitas vezes, o teor de umidade apresentado pela semente recém-
colhida ndo € adequado para o armazenamento, necessitando de secagem. O alto

teor de umidade apresentado pelas sementes constitui uma das principais causas
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da perda do seu poder germinativo durante o armazenamento (Carvalho &
Nakagawa, 1980).

Virios processos ou mecanismos (ém sido sugerido como protetores das
conseqiiéncias geradas pela perda de umidade das sementes. Dentre eles,
ressaltam-se algumas caracteristicas fisicas intracelulares, como acumulo e a
natureza das reservas insoliveis, grau de reduciio do vactolo, conformagéo do
DNA., cromatina e arquitetura nuclear, de-diferenciacdo intracelular, presenca e
eficiéncia de sistemas antioxidantes, o acimulo de substiincias supostamente
protetoras, como, por exemplo, as proteinas LEA, sacarose ¢ certos
oligossacarideos e a presenga de sistemas operacionais de reparo dos sistemas de
membranas durante a reidratacdo. A auséncia ou a ineficiéncia de um ou mais
desses mecanismos podem determinar o grau de sensibilidade a dessecagao para
cada espécie (Pammenter & Berjak, 1999).

Trabalhando com o efeito de secagem na germinagdo de espécies de
Citrus, Saipari et al. (1998) relataram que duas espécies testadas a C. karna e C.
grandis foram favoravelmente tolerantes a dessecagio, reduzindo apenas 10%-
15% da germinacdo. Por outro lado, a C. jambheri mostrou-se mais sensivel a
dessecaciio em silica, resultando numa queda de 30% na sua germinacdo. Para
Poncirus trifiliata e o hibrido Troyer citrange, a dessecagio em silica reduziu
consideravelmente a germinagao.

Carvalho (2000), avaliando a germinagdo de sementes de espécies
florestais (Alchornea triplinervea, Senna multijuga e Cedrela fissilis)
submetidas a diferentes graus de dessecamento, relatou que estas mantiveram as

percentagens de germinagiio constantes apos a secagem.
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2.5 E_fcilos do sombreamento sobre anatomia foliar

A luz exerce sobre a anatomia foliar um efeito marcante, tanto nos
primeiros estddios de desenvolvimento quanto no estddio adulto, pois a folha é
um 6rgao de elevada plasticidade e sua estrutura interna adapta-se as condigoes
de luz do ambiente. A influéncia da luz sobre a anatomia foliar pode ser avaliada
com base na sua intensidade, qualidade e quantidade (Castro, 2002: Santo &
Pugialli, 1998).

Folhas de plantas crescidas sob ambientes ensolarados apresentam-se
menores, mais espessas e com mais biomassa acumulada por unidade de drea em
relagdo as cultivadas & sombra que, por sua vez, apresentam-se mais delgadas
com maiores espacos intracelulares. Este fato se deve, provavelmente, a uma
taxa fotossintética mais elevada a pleno sol, em comparagio com as plantas
crescidas a sombra (Bjorkman, 1981; Carpenter & Smith, 1981; Castro, 2002:
Castro et al., 1998).

Para Fragaria virginiana, (Rosaceae), uma espécie adaptada a sombra,
verificou-se, uma maior quantidade de tecido mesofiliano quando houve um
aumentou na intensidade de luz, favorecendo o desenvolvimento do tecido
palicddico, os quais elevam significativamente a capacidade fotossintetizante
(Chabot, 1979).

Segundo Rizzini (1976), algumas plantas desenvolvem tecidos
mecédnicos que estdo ligados a intensidade luminosa. Almeida (2001),
trabalhando com Cryprocaria aschersoniana (Lauraceae), relatou a presenca de
tecidos lignificados envolvendo a extensdo da bainha do sistema vascular em
plantas submetidas a pleno sol. Castro (2002) constatou a presenca de massa
esclerenquimdtica nas nervuras de plantas de Mikania glomerata expostas ao

sol.
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CAPITULO 2

ASPECTOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA GERMINACAO DE
SEMENTES DE Protium widgrenii Engler.

RESUMO

SEIFFERT, Marina. Aspectos fisiolégicos e bioquimicos da germinagio de
sementes de Protium widgrenii Engler. 2003. 28 p. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Protium widgrenii Engler é uma espécie nativa do cerrado, havendo, dentro
deste género, algumas espécies utilizadas popularmente por suas propriedades
medicinais, alimenticias e fornecedoras de madeiras duraveis. Este trabalho teve
como objetivo estudar o comportamento das sementes durante a embebigdo
associada & sua a composigio bioquimica e a verificagdo de compostos
inibidores de germinagdo presentes em sementes e frutos maduros de Protium
widgrenii Engler. No teste de embebicdo com dgua, as sementes foram
submetidas 2 pesagens em intervalos de tempo de trés horas e, a partir da
percentagem do ganho de peso, tragou-se a curva de embebicdo, a qual
apresentou um modelo trifésico, podendo a protrusao da radicula ser observada
ap6s 72 horas de embebigdo. Durante este processo ocorreram modifica¢des nos
teores de agiicares sollveis totais e proteinas, porém, os teores de agticares
redutores e aminodcidos mantiveram-se constantes durante todo o processo de
embebigio. No estudo de inibidores foram utilizadas diferentes concentragdes de
extratos de sementes e de polpa de frutos maduros de Protium widgrenii Engler
para a verificagdo do efeito destes sob a germinagdo de sementes de alface. Os
resultados demonstraram a interferéncia dos extratos na velocidade de
germinagdo das sementes. Estes extratos passaram por uma triagem fitoquimica,
no qual foi possivel identificar diferentes classes de compostos, predominando
as de natureza fenélica.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Co-Orientador), Prof. Dr. Renato Mendes
Guimaries — UFLA (Co-Orientador)
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ABSTRACT

SEIFFERT, Marina. Physiological and biochemical aspects of the
germination seeds of Protium widgrenii Engler. 2003. 28 p. Dissertation
(Master Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Protium widgrenii Engler is a native species of the Cerrado in which geneum
there are some species that are used as hard wood supplies or by their medicinal
and nutritive properties by population. This work aimed to study the embibition
curve, the seed biochemical composition during this process and the germination
inhibitors compounds of the Protium widgrenii Engler seeds and ripe fruits. In
the water soaking test the seeds weighed during three hours interval. These data
relied to triphase model, the root protrusion can be observed after 72 hours of
soaking. During this process ocurred modifications in total soluble sugar and
proteins contents. However, the reducing sugar contents and amino acids
increased during the whole process of soaking. Different Protium widgrenii
Engler seeds extracts and ripe fruits pulp concentrations were used for the
verification of the extracts effect under the germination of lettuce seeds. It was
shown the extracts interference in the seeds germination speed. The
phytochemical screening of these extracts allowed identify different compounds
classes prevailing phenolic ones.

*Comitee - Advisor: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA, Prof. Dr.
Evaristo Mauro de Castro - UFLA, Prof. Dr. Renato Mendes Guimardes -

UFLA.



1 INTRODUCAO

Virios géneros da familia Burseracea, como Protium widgrenii Engler,
sdo produtores de resina oleosa, usadas como analgésico, cicatrizantes ou na
indistria de verniz. Algumas substincias presentes nesta resina foram
identificadas, como triterpenos, sendo a classe das anidrinas, uma caracteristica
do género, mono e sesquiterpendides e flavonéides (Maia et al., 2000; Zoghbi et
al., 1993a; Zoghbi et al., 1993b).

Em vérias espécies vegetais nota-se a presenga destas substancias em
diferentes 6rgios, nos quais devem desempenhar diferentes papéis, como o de
inibidores de germinagdo e crescimento, podendo ter efeito autotdxico ou
alelopidtico, dificultando o estabelecimento de plantulas (Nawamaki &
Kuroyanagi, 1996; Baruah et al., 1994; Mata et al., 1998; Basile et al., 2000).

Muitos inibidores de origem vegetal sdo conhecidos como antibiéticos,
mutagénicos, inseticidas e drogas usadas na medicina, por causa de suas
atividades fisioldgicas. Estas substdncias causam inibi¢do nos diferentes
processos biolégicos de plantas e animais (Dionello-Basta & Basta, 1984).

Considerando que a germinagdo € constituida de uma série de processos
metabélicos, ocorrendo de forma programada, qualquer substéncia que interfira
nesta sucessio de fatos ird inibi-la. A localizagdo destas substdncias mostra-se
varidvel de acordo com a espécie, podendo ocorrer no embriéo e/ou endosperma,
no tegumento ou no pericarpo do fruto. O local de agao dessas substancias nem
sempre € exatamente o local de onde sdo extraidas (Carvalho & Nakawaga,
1980).

Outro fator de primordial importincia para a germinagao € o processo de
embebicdo de sementes, que permite a retomada das atividades metabdlicas,

essencial ao processo de mobilizagdo das reservas das sementes, culminando

19



com protrusdo da radicula, a qual cresce a partir dos produtos translocados e
utilizados como fonte de energia e de metabdlitos precursores para o
crescimento inicial da plantula. A velocidade de embebigdo é caracteristica
prépria de cada espécie, dependente, dentre outros fatores, da composi¢do
quimica € da permeabilidade do tegumento. A composi¢dio quimica das
sementes € definida geneticamente, podendo ser influenciada até certo ponto
pelas condigdes ambientais (Bewlley & Black, 1983).

Dentro deste contexto, este trabalho teve como principais objetivos
caracterizar a curva de embebi¢do, bem como o comportamento de alguns
componentes bioquimicos durante a embebicdo das sementes de P. widgrenii
Engler, proceder a triagem de compostos com provével atividade inibitéria na
germinacdo de sementes de alface, presentes em extratos de sementes e de polpa

de frutos maduros da espécie em estudo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de Protium widgrenii Engler foram colhidos em plantas
matrizes existentes em drea de cerrado, localizada no municipio de Lavras, na
regido sul do estado de Minas Gerais, a 918 m de altitude, latitude 21°14 S e
longitude 45° GRW. No momento da colheita, os frutos encontravam-se, na sua
maioria, em fase de maturagio com coloragdo marrom escuro. Na época de
instalagdo dos experimentos, as sementes foram removidas manualmente dos
frutos com a retirada do epicarpo e mesocarpo. Em seguida, foram submetidas a
uma selecdo, sendo utilizadas apenas as sementes que se encontravam em
estddio de maturidade fisiolgica, as quais possuiam endocarpo de coloragéo

marrom-escuro.

2.1 Teor de umidade das sementes

Apbs o processamento dos frutos, foi determinada a umidade das
sementes pelo método da estufa a 70°C por 72 horas, utilizando-se trés amostras
contendo 10 sementes cada, acondicionadas em sacos de papel. O valor
percentual de umidade foi obtido com base na média das pesagens das amostras.
Nessa determinagio, utilizou-se uma balanga analitica digital com precisdo de

miligramas, sendo o teor de umidade calculado pela expressao:

Teor de umidade (%) = massa fresca — massa seca x100

massa fresca
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2.2 Curva de embebicao

O teste de embebicdo foi realizado no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento, Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

As sementes de P. widgrenii foram separadas em trés repeticdes de 10
sementes para cada tempo de embebicdo. Antes de iniciar a embebigdo, as
sementes foram pesadas em balanga analitica digital com precisio de miligramas
e, posteriormente, colocadas separadamente por tratamento, em béqueres com
dgua destilada por 24 horas na geladeira (5°C) e novamente pesadas 24 horas
ap6s. Em seguidas foram transferidas para rolo de papel toalha umedecido com
dgua destilada e colocadas em cimara de germinacdo a 25°C no escuro. Foram
realizadas pesagens a cada 3 horas até a protrusiio da radicula. Os resultados
obtidos pela diferenca entre o peso médio embebido a cada tempo e o peso
médio inicial (apos 24 horas de embebicio em geladeira) foram expressos em
percentagem de ganho de peso.

Apés cada tempo de pesagem, as sementes foram coletadas e congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C até o momento da realizacio das

andlises de quantificagdo bioquimica.
2.3 Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Nutri¢do e
Metabolismo de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.

Para essas andlises, utilizou-se apenas as sementes dos tempos 0; 12; 24;
36; 48; 60 e 72 horas de embebicio. Apds o descongelamento, as sementes
foram secas em estufa de circulagdo forcada a 40°C até atingirem massa

constante e posteriormente moidas.



2.3.1 Obtencao do extrato bruto

Amostras de 0,1g de matéria seca das sementes de cada repeticdo dos
diversos tempo de embebicdo foram homogeneizadas em 5 ml de etanol 80%,
em seguida submetidas a centrifugacdo a 10.000 g durante 20 minutos a 5°C,
sendo esse procedimento repetido por 4 vezes. Os sobrenadantes de cada
lavagem foram reunidos, constituido-se cada amostra e, em seguida,
armazenados a -4°C. Aliquotas dos extratos obtidos em etanol 80% foram
utilizadas para as quantificagdes dos agticares soldveis totais, actcares redutores,

proteinas e aminoacidos.

2.3.2 Quantificagdes bioquimicas

A partir dos extratos obtidos foram realizadas as quantificagdes por meio de
técnicas colorimétricas, como seguem:
e aglicares soliiveis totais: método da Antrona, segundo metodologia proposta
por Yemm & Willis (1954);
e agciicares redutores: método do dcido-dinitrossalicilico, segundo metodologia
proposta por Miller (1959);
e proteinas: método de Comassie Blue, segundo metodologia proposta por
Bradford (1976);
e aminoécidos: método da Ninhidrina, segundo metodologia proposta por
Yemm & Cocking (1955).
Para cada quantificagdo, foi utilizada uma aliquota especifica com trés
repetiges para cada amostra, perfazendo-se um total de 63 leituras. Procedidas
as andlises de varidncia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.



2.4 Efeito dos extratos de frutos e sementes de Protium widgrenii sobre a

germinagio de sementes de Lactuca sativa L

Este estudo foi realizado no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA.

Foram desenvolvidos testes com extratos de sementes e polpa de frutos
maduros de P. widgrenii, a partir de amostras de 10 gramas de polpa de frutos
maduros e 10 gramas de semente, triturados em 100 mL de etanol. Os extratos
da polpa foram obtidos triturando-se as amostras em Polytrom e as amostras de
sementes trituradas em ligiiidificador, utilizando-se o etanol como solvente,
seguido de filtragem em papel de filtro. Esses extratos etandlicos foram
submetidos & evaporagdo em evaporador rotativo a 50°C por 10 minutos, sendo
o concentrado ressuspenso para um volume de 100 mL de dgua destilada. Em
seguida, os extratos etandlicos foram diluidos em dgua destilada nas seguintes
concentragdes: 0,5%, 1,0%, 3,0%, 5,0%, 7,0% ¢ 10%.

Os biotestes foram realizados em placas de petri com papel toalha
umedecida com os respectivos extratos em diferentes concentragGes, contendo
50 sementes de alface da variedade Grand Rapids por placa. A germinagéo foi
conduzida em cdmaras a 25°C sob luz constante. O delineamento estatistico
utilizado foi inteiramente casualisado (DIC), em sistema fatorial de 7 x 2, com
trés repeti¢des, sendo sete concentragoes e dois extratos vegetais. A percentagem
de germinagdo foi avaliada em 24, 48 e 72 horas, sendo as médias comparadas

pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).

24



2.5 Triagem fitoquimica

Nos extratos de polpa de frutos e sementes foram realizadas triagens
fitoquimicas para testar a presenca de possiveis classes de metabdlitos que
possivelmente poderiam estar relacionados com a inibi¢ao da germinagdo.

Esse estudo foi conduzido no Laboratério de Quimica Organica do
Departamento de Quimica da UFLA.

Para os procedimentos de prospecgdo fitoquimica utilizou-se 0 método
descrito por Matos (1988) com modificagdes. Amostra de 50 gramas de polpa
fresca do fruto e outra de 20 gramas de sementes foram extraidas em etanol sob
refluxo por 24 horas. Em seguida, cada amostra foi filtrada em funil de Buchner,
sendo o filtrado concentrado em evaporador rotativo do tipo R-114 sob pressao
reduzida. O extrato foi levado & estufa para completar evaporagdo do solvente.
Posteriormente, realizaram-se 17 testes analiticos especificos para cada classe
quimica de compostos, sendo as fragdes dos extratos obtidos anteriormente
submetidas as reagbes de precipitagio e/ou colorimétrica, utilizando-se os

reagentes descritos na Tabela 1.



TABELA 1: Reagentes utilizados na identificag@o das classes de compostos presentes na

polpa ¢ scmentes de P. widigrenii.

Reagentes utilizados

Especificidade

Reagente de Pascova

Reativo de Fehling

Reativo Lugol

Reativo de Molish

Solugio é4cida de FeCl; 1%
Vanilina 1%/ HCI

Solugio acidificada/magnésio
HONH;* CI' 10% / KOH 10%/ Fe Cl; 1%
Reativo de Kaiser

Acido trifluoroacélico

Reagio de Lieberman - Burchard
Eter/ metanol/ FeCl; 1%

Solugdo etanol 80%

Eter/ NaOH 1N/ luz U.V

Reativo de Bouchardat

HCl 6N/ H,0, 30%

Reacido de Borntrénger

Acidos organicos
Aguicares redutores
Polissacarideos
Proteinas/aminodcidos
Taninos

Catequinas

Flavonéides
Lactonas/sesquiterpenolactonas
Azulenos

Carotendides
Ester6ides/triterpendides
Depsidios/depsidonas
Saponinas

Cumarinas

Alcaléides

Purinas

Antraquinonas

Fonte: Matos, 1988
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curva de embebicao

As sementes de Protium widgrenii utilizadas para curva de embebic&o
apresentaram-se em média com 51% de umidade inicial. Observa-se que estas
sementes necessitaram de 72 horas para que o processo de germinagdo fosse

completado e ocorresse a protrusio da radicula (Figura 1).

Fase 1 Fase 11 Fase 111

o 10 -

43

a 8-

2 \
£

34' PR
8 2

® 04 ,

3 6 12 15 30 36 42 57 72 75

embebicao (horas)

FIGURA 1: Ganho de peso com a embebigdo de sementes de Protium widgrenii, a
temperatura de 25°C constante, evidenciando a protrusdo da radicula (PR)
em 72 horas UFLA, Lavras, MG,2003.

Verifica-se, ainda na Figura 1, que a fase 1 de embebigio, caracterizada
por ser um processo fisico, permaneceu por um perfodo relativamente longo e
crescente por 30 horas, quando comparado com sementes de outras espécies, tais
como encontrado em didsporos intactos de Cryptocaria aschersoniana
(Lauraceae) que apresentaram um rapido ganho inicial de dgua (Almeida, 2001).
Esse fato deve-se, possivelmente, a constituigdo do endocarpo das sementes de

P. widgrenii, que é rigido e pouco permedvel, sendo, portanto, necessario maior
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tempo para que ocorra uma reidratagio adequada para o inicio da hidrélise das
substiincias de reserva, que viabilizario energia e nutrientes necessarios a
retomada do crescimento do eixo embriondrio.

Em adigéo a outros fatores ligados as sementes, destaca-se a composicdo
quimica da semente, permeabilidade do tegumento 2 4gua e a presenga da dgua
na forma liquida ou gasosa, no meio onde o processo estd ocorrendo (Carvalho
& Nakagawa, 1980; Bewlley & Black, 1983).

Considerando ainda a fase I, observar-se na Figura 1, que mesmo as
sementes apresentando um teor de umidade inicial elevado (51%), estas
obtiveram um ganho bastante significativo de umidade (4%) nas primeiras 30
horas, sendo o restante (5%) distribuido ao longo das outras fases de embebigao.
Este rdpido ganho de peso verificado na fase 1 em relagao as fases II e III, deve-
se, provavelmente, a presenca de matrizes hidrofilicas, como proteinas.
Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de Bixa orellana
(Bixaceae), porém, considerando outros estaddios de desenvolvimento das
sementes (E4 e E5), em que ocorreram maiores entradas de 4gua em relag@o aos
estddios anteriores de desenvolvimento. Deve-se considerar que nesses estadios
citados, essas sementes encontravam-se ainda com niveis de hidratagdo em torno
de 60% e 50%, respectivamente (Amaral et al., 2000).

Em sementes de Simarouba amara (Simaroubaceae), foi relatado por
Goldman et al. (1987) que a embebicdo nas primeiras 24 horas foi de
aproximadamente 50% de ganho de peso, enquanto que nas 144 horas
subseqiientes este aumento foi de 79,3%.

Na fase II (fase Lag), notou-se uma estabilizac@o na absor¢do de 4gua,
sendo essa caracterizada como uma fase rdpida no periodo de 30 a 42 horas
(Figura 1). Possivelmente, nessa fase, as sementes encontravam-se totalmente
hidratadas, havendo mobilizagdo das substincias, desdobradas na fase I da

regidio de reserva para os tecidos meristematicos. Essa fase esta relacionada com
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o turgor e afrouxamento da parede celular do embrido, € com a protrusao
radicular (72 horas) que, para a espécie estudada, ocorreu apés a retomada da
absorcao de dgua.

Est4 retomada da embebiciio deve-se, possivelmente, ao aumento de
turgor pelo acimulo de solutos translocados para regiéo embrionéria e, como
consegiiéncia desta absorgéo de 4gua, hd o enfraquecimento das barreiras fisicas
imposta pelo tegumento, permitindo o crescimento visivel do eixo embriondrio
(Desai et al., 1997; Welbaum et al., 1998 ). A protrusdo da radicula caracteriza o
final da fase Il e inicio da fase 11l que, para a espécie em estudo: foi observada a

partir de 72 horas de embebigao.
3.2 Anilises bioquimicas
3.2.1 Acicares redutores

Nio houve diferengas nos teores de agticares redutores ao longo do
periodo de embebicdo (Figura 2). Os teores destes agicares permaneceram
constantes até a protrusdo da radicula. Possivelmente, a presenca desses agticares
em quantidade constante durante a germinagdo, deve-se ao fato deste tipo de
agucar ser substrato prontamente disponivel para o processo respiratério, sendo,
portanto, produzido durante todo o processo da germinagdo, a partir de
carboidratos de maior peso molecular. A manuteng@o dos teores desses agicares
pode ainda estar relacionada com a protegio de membranas quando submetidas a
baixos contetidos de dgua, como jé relatado para muitas espécies que toleram a

dessecagdo (Oliver et al., 1998).
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FIGURA 2: Tcores dc acucares redutores em sementes de Protium widgrenii,
submetidas a difcrentes tempos de embebigdo, 4 temperatura de 25°C.
UFLA. Lavras. MG, 2003.

3.2.2 Agicares soliveis totais

Pela Figura 3, verifica-se que houve diferen¢ga no conteido desses
agucares entre os tempos 0 e 60 horas de embebicdo. Inicialmente, os teores de
agucares soliveis totais apresentaram-se mais elevados em relagido ao periodo
final de embebigcdo. Os agiicares soluveis totais presentes em sementes nio
embebidas, possivelmente estdo relacionados com a manutengdo da viabilidade
(Koster et al., 1991). Esses agicares foram utilizados nas primeiras horas de
embebigdo, porém, formados também em todas as fases, contudo, diminuiram
acentuadamente com a protrusdo da radicula. Em sementes de Macrotyloma
uniflorum (Fabaceae) foram encontrados resultados semelhantes, em que os
teores de agucares soluveis totais diminuiram com os dias de germinagdo
(Karunagaran & Rao, 1991).
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FIGURA 3: Teores de agticares soliiveis totais em sementes de Protium widgrenii,
submetidas a diferentes tempos de embebigdo a temperatura de 25°C.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

3.2.3 Proteinas totais

Nas primeiras horas de embebigdo, os teores protéicos nao se
diferenciaram. A partir de 30 horas de embebigdo (fase II), ocorreu aumento dos
teores de protefnas que permaneceram constantes, havendo diferenca apenas

entre os tempos iniciais e finais de embebigao (Figura 4).
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FIGURA 4: Teores de proteinas totais em sementes de Protium widgrenii, submetidas a
diferentes tempos de embebigio 2 temperatura de 25°C. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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O aumento da fragdo protéica apos a fase 1 de embebicio possivelmente
seja devido & hidratagdo das sementes que estimula a biossintese de proteinas.
As proteinas funcionais (enzimas) produzidas (sintese de novo) desempenham
papéis decisivos na hidrolise de reservas, cujos produtos sio mobilizados para os
locais de crescimento (Bewley & Black, 1994). Sabe-se, no entanto, que as
sementes caracterizam-se por apresentarem uma parte de proteinas
metabolicamente ativas (enzimas), de reserva e as estruturais. Resultados
semelhantes foram relatados por Reuzeau & Cavalé (1997), em que sementes de
Helianthus annus L. tiveram aumento de polipeptideos nas primeiras 4 horas de

embebigio.
3.2.4 Aminoacidos

Os teores de aminoacidos permaneceram constantes durante todo o
periodo de embebigdo (Figura 5). Provavelmente, a reserva de aminoacidos seja
suficiente para atividade metabolica nas primeiras horas de embebigdo das

sementes, e para a biossintese protéica durante o processo de germinagio.
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FIGURA 5: Teores dc aminodcidos em sementes de Protium widgrenii, submetidas a
diferentes tempos de embebigio a temperatura de 25°C. UFLA. Lavras, MG,
2003,
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Ao contrério do que ocorre em outras espécies, cOmo, por exemplo, em
Euphorbia  heterophylla, observou-se um aumento de aminodcidos
concomitantemente com a degradagio de proteinas apds o inicio da embebigdo

(Suda & Giorgini, 2000).

3.3 Efeito de extratos de frutos e de sementes de Protium widgrenii Engler

sobre a germinacio de sementes de Lactuca sativa L.

Analisando-se o efeito dos extratos de sementes de P. widgrenii na
germinagdo de sementes de alface, foram observadas alteragGes na percentagem
de germinagdo quando estas foram submetidas a concentragdes mais elevadas de
extratos, havendo diferenca para as concentragoes de 5%, 7% e 10% nas
primeiras 24 horas ap6s a aplicagdo dos tratamentos. Pode-se perceber que
sementes de alface tratadas com extrato a 7% e 10% apresentaram menores
percentagens de germinagdo, 32% e 23%, respectivamente (Figura 6A), sendo a
germinagdo retomada apds 48 horas, atingindo valores na ordem de 91% e 83%,
respectivamente (Figura 6B). O efeito inibitério, bem como as diferencas entre
as concentragdes, ndo permaneceram no periodo compreendido entre 48 e 72

horas (Figura 6C).
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FIGURA 6: Efeito de extratos de scmentes de Protium widgrenii, na germinagio de
sementes de alface: A) 24 horas apés aplicagdo, B) 48 horas apés
aplicag@o e C) 72 horas ap6s aplicagdo. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Possivelmente, as sementes de P. widgrenii contém compostos
inibitérios que podem afetar a velocidade de germinagdo em fungdo da
sensibilidade da espécie ao inibidor, assim como pela interferéncia do potencial
osmético do substrato durante o processo de absor¢do de dgua. Resultados
semelhantes foram encontrados em Acorus calanus (Araceae), em que extratos
de vdrias partes das plantas inibiram a germina¢do das sementes de alface
(Nawamaki & Kuroyanagi, 1996). Foi relatado em sementes do género
Lespedeza [ L. bicolor, L. cuneata e L. stipulacea (Fabaceae)], a presenga de
compostos inibitérios que afetaram germina¢do e o crescimento da radicula

destas espécies (Buta & Lusby, 1986).



Os efeitos dos extratos de polpa do fruto maduro de P. widgrenii na
gemiinagﬁo de sementes de alface mostraram, apds 24 horas de exposi¢ao, um
efeito inibitério dos tratamentos a partir de 3%, proporcionando uma germinagao
de 34% nesta concentragiio. Nos extratos com concentragdes entre 5% e 10%, a

germinagiio foi reduzida de maneira abrupta, alcangando valores na ordem de

0% ( Figura 7A).
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FIGURA 7: Efeito de extratos de frutos maduros de Protium widgrenii, na germinagao
de sementes de alface: A) 24 horas apés aplicagdo, B) 48 horas apds
aplicagiio e C) 72 horas apés aplicagdo. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Apés 48 e 72 horas de exposigdo das sementes aos extratos, apenas as
concentragdes de 7% e 10% mostraram-se inibitérias, havendo diferenga entre

estas concentragdes em 48 horas (Figura 7B/C). Laura et al. (1994), relataram
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que extratos concentrados de frutos de Muntingia calabura (Elaeocarpaceae)
inibiram a germinagio de sementes de alface devido a presenca de teores
significativos de aglicares nos frutos, que reduzem o potencial osmético da
solucdo e a disponibilidade de 4dgua para o processo de germinagio.
Comparando-se o efeito inibitério de extratos de sementes e de frutos
maduros de P widgrenii, verificou-se que os extratos provenientes da polpa
desses frutos inibem em maior intensidade que os oriundos de sementes. A
diferenca entre estes tratamentos ocorreram a partir de 1% de concentragio nas
primeiras 24 horas de germinagdo. Em ambos os extratos, ocorram redugdes na

velocidade de germinagdo a medida que houve aumento nas concentragdes

(Figura 8A).
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FIGURA 8: Efeito de cxtratos de frutos maduros ¢ sementes de Protium widgrenii, na
germinagio de sementes de alface: A) 24 horas apés aplicagdo, B) 48 horas
ap6s aplicagdo, C) 72 horas ap6s aplicagéo. UFLA, Lavras, MG, 2003.

37



Observa-se que, ap6s 48 horas de aplicagio dos tratamentos, a diferenca
entre os extratos somente permaneceu na concentragcdo de 10%, ndo sendo
observada entre os extratos diferenca no tempo de 72 horas. Em todos os
tratamentos as percentagens de germinacgio se igualaram ao do controle (Figura
8B/C).

Em algumas plantas, compostos inibitérios com potencial autotéxico sao
comuns em sementes ou no interior de vdrias partes da planta como frutos. Estes
compostos possuem papel quimioecoldgicos € somente com a remogéo destes da
semente ocorre 0 disparo do processo germinativo (Desai et al., 1997; Valio,

1973).
3.4 Estudo fitoquimico

Algumas reages colorimétricas apresentaram-se mascaradas, como a
reagdo de purinas, em que o resultado esperado era a de colorag@o violeta. No
entanto, esta coloragdo apresentou-se pouco intensa. Os testes analiticos
mostram-se imprecisos, possivelmente pelo fato de que o extrato utilizado,
sendo bruto conteria diferentes constituintes quimicos, os quais provavelmente
podem ter interferido no resultado final da reag@o.

Desse modo, supde-se que existam, para sementes de P. widgrenii, oito
classes quimicas de metabdlitos secundérios reconhecidos pelos testes analiticos
realizados, que sdo: agucares redutores, proteinas e aminoécidos, esterdis e
triterpendides, taninos, catequinas, flavonoides, depsidios e depsidonas e purinas
e, para polpa de frutos maduros, foram encontrados agiicares redutores,

proteinas, esterdis e triterpendides (Tabela 2).
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TABELA 2: Andlise de diferentes grupos de compostos da polpa de frutos maduros ¢ de
sementes de P. widgrenii. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Especificidade Semente Polpa

Acidos organicos
Acuicares redutores X X
Polissacarideos
Proteinas/aminodcidos
Taninos

Catequinas

XX X X

Flavonéides
Lactonas/sesquiterpenolactonas
Azulenos

Carotendides
Ester6ides/triterpendides X X
Depsfdios/ depsidonas X

Saponinas

Cumarinas

Alcal6ides

Purinas X

Antraquinonas

Muitos destes metabélitos foram relatados em outras espécies, estando
localizados em diferentes partes das plantas, como inibidores de germinagdo e
crescimento.

Os triterpendides possuem diversas fungdes nos vegetais, tais como
fitoalexinas, horménio de sinalizagio e como agentes de ativagdo, estando
presentes em sementes e frutos de P. widgrenii. Em Protium heptaphyllum
foram identificados oito triterpenos presentes na resina exsudada do tronco da

espécie, sendo esta utilizada na medicina popular, confirmando a presenca deste
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composto no género (Maia et al., 2000). Mata et al. (1998) isolaram classes de
triterpendides da parte aérea de Esenbeckia yaxhoob que promoveram a inibigdo
e o crescimento radicular em Amaranthus hypochondriacus e Lactuca sativa.

A presenca de catequinas e epicatequinas tem sido relatada como
inibitérias em sementes de trés espécies do género Lespedeza (Fabaceae), (Buta
& Lusby, 1986). Neste trabalho foram verificadas relagdes inversas entre a
germinag@o e crescimento com a quantidade de catequinas.

A presenga de compostos fenélicos, como flavonéides isolados de
Tithonia diversifolia, teve maior efeito alelopitico que duas classes de
sesquiterpenos lactonas, afetando a germinagdo e crescimento radicular em
sementes de Cucumis sativus, Allium cepa e Raphanus sativus (Baruah et al.,
1994). Para essa iltima espécie, quando submetidas a extratos de folhas de
Castanea sativa que continham diferentes grupos de flavonéides, foram
observadas inibi¢cdes tanto na sua germinagao e como no crescimento (Basile et
al., 2000). Essa atividade bioldgica inibitéria, muitas vezes, € o resultado da
presenca de vdrias e ndo de uma unica substincia .

Segundo Kigel & Galili (1995), os taninos sdo as principais substancias
quimicas presentes nos vegetais, associadas & defesa contra predadores e ligadas
a coloragcio das sementes, protegendo-as contra luz. Podem restringir a
germinagdo, por ser um composto fendlico, sujeita a oxidagio, interferindo no

fluxo de gis (O,) requerido pelo embrido.
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4 CONCLUSOES

* O padrio da curva de embebig¢io apresentado pelas sementes de P.
widgrenni foi trifasico, apresentando uma fase 1 considerada lenta com duragdo
de 30 horas e fase II rapida, atingindo protusio da radicula em 72 horas,
iniciando a fase III.

* As quantidades de aguicares redutores e aminodcidos permaneceram
constantes em todos os tempos de embebigdo, enquanto as proteinas
apresentaram um aumento em seus teores, apés a fase 1. Os teores de aglcares
soliveis totais sofreram flutuagdes durante o processo de embebigao.

« Extratos de frutos maduros e de sementes de Protium widgrenii sao
constituidos de alguns compostos predominantemente fendlicos que
possivelmente interferiram na velocidade de germinagdo de sementes de Lactuca

sativa L.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA SECAGEM E DE DIFERENTES TEMPERATURAS
NA GERMINACAO DE SEMENTES DE Protium widgrenii Engler.

RESUMO

SEIFFERT, Marina. Influéncia da secagem, e de diferentes temperaturas na
germinagciio de sementes de Protium widgrenii Engler. 2003. 19 p. Dissertagdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

A espécie Protium widgrenii Engler ocorre em vérias regides do Brasil, sendo
muitas vezes encontrada em florestas pluviais do Cerrado e recomendada para o
reflorestamento de 4reas degradadas e de preservagdo mista. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes temperaturas e da secagem na
germinagio de sementes de Protium widgrenii Engler. Testaram-se quatro
diferentes temperaturas na germinagdo de sementes submetidas a secagem (13%
umidade) e ndo secas (51% de umidade) sendo temperaturas constantes de 15°C,
25°C, 35°C e alternada 30°/20° C. Para as varidveis percentagem de germinagao
e IVG os melhores resultados foram observados quando utilizou-se a
temperatura de 25°C para sementes que ndo foram submetidas a secagem. Nas
sementes submetidas 2 secagem, temperaturas baixas como de 15°C,
proporcionaram quedas acentuadas no percentual de germinagdo e IVG. Quando
comparam-se sementes submetidas  secagem e nao submetidas a secagem, nao
houve diferenca significativa entre estas nas diferentes temperaturas, exceto a
15°C.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Co-Orientador), Prof. Dr. Renato Mendes
Guimaries — UFLA (Co-Orientador)
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ABSTRACT

SEIFFERT, Marina. Influence of the drying and of different temperatures in
the germination of seeds of Protium widgrenii Engler 2003. 19 p. Dissertation
(Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The Protium widgrenii Engler species occurs in several regions of Brazil, and it
is found on Cerrado, pluvial forest. This specie is recommended for reforestation
in degraded areas and mixed preservation areas. The objective of this work was
to evaluate the effect of different temperatures during germination of Protium
widgrenii Engler. It was tested four different in the seeds germination submitted
to drying (13% humidity) and not drying (51% of humidity) with constant
temperatures 15°C, 25°C, 35°C and alternate ones 30°C/20°C. For germination
percentage and IVG, the best results were observed when the temperature of
25°C was used to seeds that were not submited to drying. The seeds submitted to
drying at low temperatures like the 15°C caused in the germination percentage
and IVG accentuated drops. When seeds submitted to drying and not drying
were compared there was no significant difference between them at different
temperatures except to 15°C.

* Comitee - Advisor: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA, Prof. Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Prof. Dr. Renato Mendes Guimarzes - UFLA.
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1 INTRODUCAO

z

Protium widgrenii Engler é uma espécie florestal encontrada em
margens de rios e matas do Cerrado do estado de Minas Gerais. E uma espécie
recomendada para o reflorestamento de édreas degradadas e de preservagao
permanente em composicdes mistas (Oliveira Filho et al., 1994).

Em outras espécies da familia Burseraceae, como P. heptaphylium
March e P. spruceanum Engl., sabe-se que as taxas de germinagdo sdo baixas e a
emergéncia ocorre entre 3 e 5 semanas (Lorenzi, 1992).

Segundo Klein (1978), a espécie P. widgrenii Engler € uma das mais
freqiientes em matas semideciduas, ocorrendo desde o estado de Sdo Paulo até o
Rio Grande do Sul.

De maneira geral, a propagagdo de espécies florestais ocorre
principalmente por meio de sementes. Nos wltimos anos, tém se intensificado os
estudos para desenvolver metodologias eficientes no campo da produgdo de
mudas, visando oferecer suporte necessario para a implementagdo de projetos de
recuperagio de dreas degradadas, principalmente em margens de reservatorios
hidrelétricos, reabilitagio de ecossistemas florestais e para conservagdo de
germoplasmas.

No entanto, observa-se uma caréncia de informages fundamentais para
obtengio de mudas, como a capacidade germinativa, disponibilidade de
sementes vidveis e seu comportamento fisiolégico durante o armazenamento,
que influencia diretamente no poder germinativo.

A umidade das sementes é um dos fatores que mais influencia o poder
germinativo de sementes armazenadas. Dessa forma, a secagem apresenta-se
como uma exigéncia para garantir a qualidade da semente durante o

armazenamento. Entretanto, esta deve ser precisa e conduzida de forma
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cuidadosa, em fungio dos niveis de umidade que a espécie em questdo tolera
(Carvalho & Nakagawa, 1980).

Diversos fatores se apresentam como limitantes e decisivos no processo
germinativo, dentre eles a temperatura. O papel primordial da temperatura se faz
presente nas reagGes bioquimicas que regulam o metabolismo inicial do processo
germinativo, conseqiientemente, na porcentagem final e na velocidade de
germinagdo. A temperatura 6tima para a maioria das espécies adaptadas ao clima
tropical se encontra na faixa entre 15°C a 30°C (Carvalho & Nakagawa, 1980).
No entanto, existem espécies que necessitam de alterndncia de temperatura
destinada a simular as flutuagdes de temperatura ocorridas na natureza (Ferrari
& Lopez, 2000).

A temperatura 6tima para germinagdo varia de acordo com a espécie,
sendo definida geneticamente e em fungdo das condigdes fisiolégicas da
semente, tornando vilida a comparagdo da germinagdo em temperaturas
constantes e alternadas (Kebreab & Murdoch, 1999).

A dorméncia pode ser considerada um fator de extrema importancia para
germinagdo das sementes. Essa dorméncia, no entanto, pode ter natureza diversa,
como imaturidade do embrido, presenca de inibidores ou tegumento
impermedvel a dgua e gases ou, ainda, a combinagdo destas. Dessa forma, pré-
tratamentos germinativos s3o, na maioria das vezes, eficientes e necessérios para
a superagdo da dorméncia em muitas espécies, sobretudo as florestais (Almeida,
2001; Bewley & Black, 1994).

Em muitas espécies, a dorméncia é imposta pela imaturidade e/ou
dorméncia do embrido e esta tem sido freqiientemente associada & presenga de
substincias inibidoras de germinagdo em viérias regides da semente. Diversos
tratamentos podem ser sugeridos visando a remogdo desses tipos de dorméncia
que impedem, de alguma maneira, a germinagdo das sementes. Dentre os pré-

tratamentos, destaca-se a estratificagcdo, que tem demonstrado agdo positiva em
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aumentar a percentagem final de germinagio das sementes, como a de Campis
radican, (Chachalis & Reddy, 2000) e Lupinus sulphureus, (Kaye & Kukendall,
2001), permitindo a lixiviagdo das substdncias inibidoras e a embebigéo das
sementes.

Diante do exposto, aliado ainda a insignificante germinabilidade
apresentada pela espécie em ambiente natural, procurou-se neste trabalho,
estudar a influéncia da secagem e de diferentes temperaturas na germinagéo das
sementes de P. widgrenni, visando 2 sua preservagio e a producdo de mudas

dessa espécie.

49



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Consideracoes gerais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais. -

Os frutos de Protium widgrenii Engler foram colhidos de plantas
existentes em drea de Cerrado, localizada no municipio de Lavras, regido sul do
estado de Minas Gerais, em dezembro de 2001. No momento da colheita, os
frutos encontravam-se no inicio da deiscéncia. No laboratdrio, os frutos foram
tratados com Captam (2g/kg de frutos) e armazenados em cdmara fria a 10°C e
40% de umidade relativa durante trés meses, periodo de conducdo dos
experimentos.

No inicio dos experimentos, as sementes foram removidas manualmente
dos frutos com a retirada do epicarpo e mesocarpo. Em seguida, as sementes
foram submetidas a uma selecdo, em que apenas aquelas com o endocarpo de

coloragdo marrom-escuro foram utilizadas para os testes de germinagéo.
2.2 Avaliacoes realizadas
2.2.1 Teor de umidade das sementes
A umidade foi determinada pelo método da estufa a 70°C por 72 horas,
utilizando-se trés amostras de 10 sementes, as quais foram acondicionadas em

sacos de papel. Foram consideradas, para fins de cdlculo, as médias das

pesagens das amostras. Nessa determinagao, utilizou-se uma balanga analitica
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digital com precisdo de miligramas e o teor de umidade calculado segundo a

expressdo:

Teor de umidade (%) = massa fresca — massa seca x 100

massa fresca

2.2.2 Teste de viabilidade

Com o intuito de conhecer a viabilidade das sementes, foi realizado o
teste de tetrazélio, utilizando-se também trés amostras de 10 sementes. As
sementes foram embebidas por 24 horas em dgua destilada a 5°C, antes de serem
submetidas aos cortes longitudinais. Apés o seccionamento, as sementes foram
colocadas no escuro e em béqueres de 25 ml contendo 10 mL de solugdo de
2,3,5 trifenil cloreto de tetrazélio a 0,5% por 3 horas a 30°C, devidamente
envoltos com papel aluminio. Apés a coloragdo, a solugio foi drenada e as
sementes lavadas em dgua corrente para posterior avaliagdo. Foram consideradas

vidveis as sementes com coloragéo rosa-claro.

2.3 Efeito da secagem e da temperatura na germinagiio de sementes de

Protium widgrenii Engler.

O efeito da secagem e de diferentes temperaturas: 15°C, 25°C ,35°C
(constantes/escuro) e 30°%20°C (alternada/fotoperiodo de 12 horas) na
germinagdo de sementes de P. widgrenii foi avaliado pela percentagem de
germinagdo e pelo indice de velocidade de germinagio (IVG), durante 30 dias.
Inicialmente, as sementes foram submetidas a secagem até atingirem 13% de
umidade sob condi¢des ambientais de laboratério. A umidade e temperatura do

ambiente foram registradas com auxilio de um termoigrégrafo, cujos valores
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registraram, em média, 60% de umidade relativa (UR) e 25 +2°C de temperatura.
Nesse estudo, foram utilizadas cinco amostras de 20 sementes, que foram
pesadas a cada duas horas, até atingirem peso correspondente a 13% de
umidade, com base na umidade inicial do lote que foi de 51%. Nas pesagens, foi
utilizada uma balanga analitica digital com precisdao de miligramas, sendo os
célculos realizados de acordo com a férmula para teor de umidade descrita
anteriormente, para obtenc¢do do peso seco correspondente aos 13% de umidade.
A testemunha utilizada foi constituida por sementes ndo submetidas a secagem.

Antes de submeter as sementes a diferentes temperaturas de germinagio
foi imposto um pré-tratamento determinado por testes preliminares, em que estas
foram submersas em &4gua destilada por 24 horas a uma temperatura de 5°C.
Posteriormente a este pré tratamento a frio, foram distribuidas 50 sementes em
cada rolo de papel toalha, num total de trés rolos por tratamento, constituindo-se
assim, as repeticdes. Em seguida, os rolos foram colocados em béqueres
contendo uma lamina de 4gua destilada e cobertos com sacos plasticos para
manutencdo da umidade e submetidos, em seguida, a diferentes temperaturas
(15°C, 25°C, 35°C constantes € no escuro e, 30°C/20°C luz/ escuro com
fotoperiodo de 16h ) em cdmara de germinagéo tipo BOD.

O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em sistema fatorial de 4x2 com trés repeti¢des, sendo quatro
temperaturas e dois niveis de secagem.

Os dados foram transformados em arco seno Yx%/100 para percentagem
de germinagio e, em Vx + 0,5 para os dados de indice de velocidade de
germinagdo (IVG), seguidos de andlise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdes realizadas

3.1.1 Teor de umidade

A umidade das sementes foi, em média, de 51%. As sementes
submetidas 2 secagem atingiram 13% de umidade em 24 horas sob condigdes
ambientais de laboratério com umidade relativa de 60% e temperatura média de

25+2°C.

3.1.2 Teste de tetrazdlio

Pelo teste de tetrazélio, foi observado que cerca de 30% das sementes
mostraram-se vidveis para germinagdo. As sementes invidveis com valores ao
redor de 70% ndo apresentavam formagao completa das estruturas internas. Nos
estudos de morfologia aplicada a sistemdtica de dicotiledonias, os frutos de
Protium que sdo triloculares, em geral apresentam dois l6culos férteis e um
estéril (Barroso et al., 1999), sendo a maioria fértil, ao contrario dos resultados
obtidos neste teste. Pode ter ocorrido algum tipo de interferéncia nas matrizes
utilizadas neste trabalho, tais como condigdes climéticas desfavorédveis e baixa
freqiiéncia populacional de individuos na regido de coleta dos frutos. Observou-
se que as sementes completamente formadas e consideradas vidveis,

encontravam-se, portanto, potencialmente aptas para germinarem.
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3.2 Efeito da secagem e de diferentes temperaturas na germinacdo de

sementes de Protium widgrenii Engler.

Na avaliag@o do percentual de germinagio das sementes que nao foram
submetidas a secagem, foram observados efeitos entre as diferentes temperaturas
testadas, havendo, no entanto, maiores percentagens de germinagdao na
temperatura de 25°C constante, atingindo valores ao redor de 24% de
germinag@o. Sob temperatura mais elevada, como 35°C constante, houve
redugdo da germinacéo para 16%, assim como para a temperatura mais baixa de
15°C e alternada de 30°C/20°C, quando foram observados 20% de germinagdo

Considerando a varidvel indice de velocidade de germinagio (IVG),
notou-se que as sementes submetidas a temperatura de 25°C comportaram-se
diferentemente dos demais tratamentos térmicos, atingindo valores na ordem
1,526. Esta temperatura podera ser recomendada para germinacio das sementes
sem secagem, pois, além de apresentar maiores percentagens de germinagio, o
processo foi alcancado em menor tempo. Para as demais temperaturas como
15°C (1,072); 35°C (1,313) e 30°C/20°C (1,283), foram observadas redug¢des no
IVG (Figura 1).
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FIGURA 1: Valores médios de percentagem de germinagio (A) e IVG (B) de sementes
de Protium widgrenii Engler sem secagem em diferentes regimes térmicos.
A barra represcnta o erro padrio da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Os resultados apresentados na Figura 1 nos levam a acreditar que
temperaturas em tomo de 25°C sdo as mais apropriadas pelas enzimas que
participam dos processos metabolicos durante a germinagao e adequadas para a
embebicdo inicial das sementes em estudo. Resultados semelhantes foram
obtidos por Miranda & Ferraz (1999), em Magquira sclerophylla (Moraceae), nos
quais a faixa térmica favoravel para germinacéo foi entre 20°C e 30°C, uma vez
que nio houve diferenga entre as temperaturas de 25°C e 30°C. Em Muntingia
calabura L (Elaeocarpaceae) foi relatado por Laura et al. (1994) que maiores



percentagens de germinagdo ocorreram sob temperatura constante de 25°C, tanto
na presenga quanto na auséncia de 4cido giberélico (GA3).

Espécies vegetais, de maneira geral, respondem de forma diferenciada a
temperatura de germinagdo. Algumas, no entanto, necessitam de temperaturas
mais baixas para atingirem sua plena germinagdo. Briza subaristata, por
exemplo, observou-se maiores percentagens de germinagdo a 15°C constante
quando submetida a pré-tratamento a frio e o substrato de germinagio
umedecido com solugdo de 0,2% de KNO; ou sob regimes térmicos alternados
de 15°C/10°C, quando o substrato é umedecido com dgua destilada. temperaturas
mais elevadas inibem a germinagao (Ferrari & Lopez, 2000).

Em algumas espécies florestais, como Cryptocaria aschersoniana,
(Lauraceae), a variagdo no regime térmico alterou consideravelmente a
percentagem final de germinacdo das sementes, em que as melhores
temperaturas para germinagio destas sementes, quando escarificadas, ocorrem a
30°C/20°C e a 25°C constante (Almeida, 2001). Chachalis & Reddy (2000),
trabalhando com Campis radicans, concluiram que as condi¢des Gtimas para
germinacdo das sementes desta espécie foi em temperaturas alternadas de
35°C/25°C e fotoperiodo de 12horas, sendo as sementes submetidas a pré-
tratamento a frio (5°C) por duas semanas.

Para as sementes em estudo submetidas a secagem, verifica-se, na Figura
2, que nao houve diferengas na percentagem de germinagio sob temperaturas
constantes de 25°C (19%) e 35°C (16%) e, em regime alternado de 30°C/20°C
(21%), porém, apresentando valores percentuais de germinagdo superiores em

relagdo ao tratamento de 15°C (11%).
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FIGURA 2: Valores médios de percentagem de germinagio (A) e IVG (B) de sementes
de Protium Widgrenii Engler submetidas 2 secagem em diferentes regimes

térmicos. A
2003.

Pela Figura 2,

barra representa o erro padrdo da média. UFLA, Lavras, MG,

verifica-se comportamento semelhante entre o indice de

velocidade de germinagdio e percentual de germinagdo, ou seja, as sementes

apresentam atraso na

(0,863), enquanto nas

germinagio quando submetidas a temperatura de 15°C

outras temperaturas ndo foram observadas diferencas no

IVG: 25°C (1,258), 35°C (1,446), 30°C/20°C (1,255).

Comparando-se lotes de sementes submetidas a secagem e sem secagem,

verifica-se, pelos dados de percentagens de germinagdo e IVG (Figura 3), que

houve diferenga significativa a 15°C constante € que, em sementes submetidas a

secagem (13%), observam-se menores percentagens de germinagdo, enquanto
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para 0 IVG, nesta mesma temperatura, nao foram observadas diferengas entre

sementes submetidas e ndo submetidas a secagem.

w
(=]

acédo
NN
o wm

jary
[4,]
: !

—

% de germin
o (4] o

1562 25° 35° 30°/20°
Os/ secagem

temperaturas (°C) ¢/ secagem

152 25¢ 352 30%/20° s/ secagem

temperaturas (2C) mEc/ secagem

FIGURA 3: Valores médios de percentagem de germinacio (A) e IVG (B) de sementes
de Protium widgrenii Engler sem redug@o do grau de umidade e submetidas
a desssecacio em diferentes regimes térmicos. A barra representa o erro

padriao da média. UFLA, Lavras, MG, 2003.

De maneira geral, pode-se observar um comportamento semelhante entre
sementes submetidas e nido submetida a secagem, fato que permite inferir que
sementes de P.widgrenii sio tolerantes a secagem. Notam-se diferencas

marcantes de comportamento entre sementes submetidas e ndo submetidas a
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secagem, com destaque para as sementes ndo submetidas a secagem e nas
temperaturas mais baixas (15°C), considerando o fator germinagéo e 25°C para o
fator IVG. Essas diferengas podem ser explicadas por provdveis danos
ocasionados pela embebigdo nas sementes secas, pela redugdo das atividades
metabélicas do processo de germinagdo devido a baixas temperaturas e, no caso
especifico do IVG, pelo maior tempo gasto pelas sementes secas para atingirem
a umidade necesséria para a germinagio. Com a secagem, os principais danos
ocorrem na integridade das membranas e em sua composigao quimica.

O teor de umidade durante a reidratagio tem sido relacionado com a
dependéncia da temperatura, a qual influencia os mecanismos protetores a
secagem e, conseqiientemente, na reestruturagio das membranas, como visto em
Zizania palustris, relatado por Kovach & Bradford (1992), quando estas
sementes submetidas a secagem apresentaram menores percentuais de
germinagdo quando reidratadas a 5°C ou a 30°C. Carvalho (2000) chegou a
resultados semelhantes em vérias espécies florestais, entre elas Alchornea
triplinervea, Senna multijuga, Cedrela fissilis, que mantiveram a mesma
percentagem inicial de germinagdo em relagdo as sementes submetidas a
diferentes graus de dessecamento.

Uma outra espécie cujas sementes mostram o mesmo tipo de
comportamento em relagdo a espécie em estudo foi Swietenia macrophylla
(Meliaceae), com 27,7% de umidade apds o beneficiamento, com 98% de
germinagdo inicial (Carvalho & Ledo, 1995). Estas sementes, apés serem
submetidas & secagem sob condigdes ambiente com ar condicionado
(temperatura 23+1°C e 65+3% de umidade relativa), mantiveram-se vidveis e
com a mesma percentagem inicial de germinagio e a uma umidade reduzida para
5,6%, levando os autores a classificarem a espécie no grupo das sementes

ortodoxas. Outras espécies, como Citrus karma e Citrus grandis, quando

submetidas a diferentes condigdes de secagem, também mostraram-se tolerantes
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a secagem, tendo seu percentual de germinagdo reduzido em cerca de 10% a

15% ap6s a secagem (Saipari et al., 1998).
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4 CONCLUSOES

* As maiores percentagens de germinagdo e IVG de P. widgrenii sio
obtidas a 25°C.

* Nas sementes submetidas & secagem, temperaturas baixas como 15°C
proporcionaram quedas acentuadas no percentual de germinagdo e no IVG.

» Sementes da espécie em estudo toleram secagem.

e As sementes de Protium widgrenii Engler sdo, em sua maioria,

inviaveis (70%).
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CAPITULO 4

ASPECTOS COMPARATIVOS DA ANATOMIA FOLIAR EM
DIFERENTES AMBIENTES DE Protium widgrenii Engler.

RESUMO

SEIFFERT, Marina. Aspectos comparativos da anatomia foliar em diferentes
ambientes Protium widgrenii Engler. 2003. 17 p. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O estudo da anatomia foliar € de grande importincia para que se compreenda a
adaptacdo da espécie sob diferentes condi¢des ambientais. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar alguns aspectos de anatomia foliar de Protium widgrenii
Engler, desenvolvida em diferentes niveis de sombreamento, plantas obtidas in
vitro, comparando-as aquelas provenientes do hébitat natural, com o intuito de
verificar a plasticidade da espécie. Os resultados mostraram que a espécie em
estudo apresenta plasticidade anatémica para diferentes condigdes ambientais.
Plantas submetidas a maiores intensidade luminosa apresentaram maior
espessura do limbo foliar e presenga de tecidos lignificados, na extensdo da
bainha do eixo vascular.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Evaristo Mauro de Castro ~ UFLA (Co-Orientador), Prof. Dr. Renato Mendes
Guimaraes — UFLA (Co-Orientador)
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ABSTRACT

SEIFFERT, Marina. Comparative aspects of leaf anatomy in Protium
widgrenii Engler submitted to different environmental conditions. 2003. 17
p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.

The study of the leaf anatomy has a great importance to understand the species
adaptation under different environmental conditions. The objective of this work
was to characterize some leaf anatomical aspects of Protium widgrenii Engler,
developed on different shading levels, plants obtained “in vitro”, to compare
with those from natural habitat. In addition this goal aims to verify the species
plasticity. The results showed that the species in study show anatomical
plasticity in different emvironmental conditions. The plants submitted to higher
light intensity presented larger leaf limb thickness and lignified tissues presence
in the vascular system extension.

* Comitee - Advisor: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA, Prof. Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Prof. Dr. Renato Mendes Guimaraes - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Protium widgrenii Engler ¢ uma espécie arborea, da familia Burseraceae,
de interesse em projetos de reflorestamento e enriquecimento de dreas
perturbadas ou degradadas. Cada vez mais torna—se importante a preservagio e
recuperagdo das matas, principalmente em locais criticos, como margens de rios,
nascentes e encostas.

"Como consequéncia da degradaciio surgem clareiras nas matas,
aumentando a luminosidade, alterando as temperaturas do ar e do solo e a
disponibilidade de nutrientes. O grau de perturbagao e a forma das clareiras sdo
fundamentais para definir espécies potenciais que poderiio recolonizar. Neste
contexto, o fator luz ¢ fundamental, uma vez que o contraste de radiacdo
fotossintéticamente ativa entre floresta fechada e as diferentes clareiras
apresentam larga amplitude (Sousa-Silva, 1999). A anatomia foliar é
grandemente influenciada pelo nivel de luz durante o crescimento, pois a folha é
um 6rgdo pldstico e sua estrutura interna adapta—se as condig¢des de luz do
ambiente. Esta plasticidade adaptativa é uma caracteristica das espécies que
possuem potencial de aclimatagdo (Bjdrkman, 1981).

Grande niimero de espécies de plantas tem capacidade de desenvolver
folhas com anatomias distintas quando cultivadas em diferentes niveis de luz. O
aumento no nivel de luz proporciona maior espessura do limbo foliar,
especialmente vindo pelo alongamento ou adi¢do de células do parénquima
paligadico, que estd relacionado com a redug@o na resisténcia do mesofilo ao
diéxido de carbono (Nobel, 1977).

Em virias espécies temperadas tem sido avaliada a toleriincia a2 sombra e
seu desempenho fisiologico sob condi¢des de sol/sombra. Espécies tolerantes

possuem maior plasticidade que as intolerantes. O aumento da plasticidade

66



indica que estas espécies sdo mais adaptdveis por sua capacidade de mudangas
em condi¢des modificadas do meio. Espécies que exibem pouca plasticidade
mostram sua anatomia foliar com poucas diferencas estruturais entre folhas
expostas ao sol e ao sombreamento (Carpenter & Smith, 1981).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
plasticidade anatdmica foliar de Protium widgrenii em diferentes condi¢des
ambientais e niveis de sombreamento, que possam vir 2 influenciar as condigdes

de cultivo.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido de abril de 2002 a novembro de
2002, em condigdes de viveiro no setor de Fisiologia Vegetal da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras, regido sul do estado de
Minas Gerais, a 918 m de altitude, latitude 21°14 S e longitude 45° GRW.

Segundo a classificagdo climitica de Koppen, o clima regional € tipo
Cwa com caracteristicas CWb, apresentando duas estagdes bem definidas: seca
com temperaturas mais baixas, de abril a setembro e chuvosa, com temperaturas
mais elevadas, de outubro a margo.

As mudas utilizadas foram produzidas a partir de propagagdo por
sementes germinadas dos experimentos de germinagdo. Apés a protrusdo da
radicula estas sementes foram transferidas para tubetes com Plantimax® e
levadas para sala de crescimento sob sombrite de 30%, até atingirem o primeiro
par de folhas (15 dias). Posteriormente, as mudas foram transferidas para sacos
perfurados de 25x20 cm. O substrato utilizado para o enchimento dos recipientes
foi composto por terra, areia e adubo na proporgdo 2: 1 1 (5 kg super fosfato
simples e 0,5 kg cloreto de potéssio/ m® de terra). As mudas foram mantidas
durante trés meses sob radiagdo de 30% e em abril de 2002 foram transferidas
para os niveis de radiagdo pré estabelecidos.

As plantas de Protium widgrenii foram submetidas a trés niveis de
sombreamento (pleno sol, 30% e 70%); para os niveis de 30% e 70% foram
utilizadas telas pretas de nylon.

Apbs oito meses submetidas aos tratamentos de sombreamento foram
coletadas cinco folhas por tratamento, sendo uma folha por planta do 3° né para
o estudo anatémico e fixados em dlcool 70°GL. De cada folha foram extraidos

pedagos de 0,5 cm’ da regido mediana da folha e com os quais foram efetuados
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estudos anatdmicos com base no exame microscopico das se¢des obtidas a2 mao
livre. As segdes foram clarificadas em solucio de 50% de hipoclorito de sédio,
sendo em seguida lavadas com dgua destilada, neutralizadas em dgua acética 1%
e montadas em glicerina a 50%. O corante utilizado foi a mistura azul de astra
safranina, seguindo os métodos descritos por Bukatsch (1972).

Foram utilizadas regides distintas da segio transversal para efetuar as
medigdes das espessuras das epidermes adaxial e abaxial, dos parénquimas
paligadicos e esponjosos. Para cada se¢do transversal, o didmetro da nervura
central foi medido, em um total de 5 medigdes por tratamento. As medigdes
foram realizadas com auxilio de ocular micrométrica.

Os mesmos procedimentos de fixagdo e de medigdes foram realizados
para folhas de plantas adultas coletadas na regido do tergo superior da copa e
para folhas de mudas com 4 meses, vindas do meio de propagagéo sexuada “in
vitro” onde utilizou-se meio de cultura 100% MS em sala de crescimento com

fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura variando entre 25°C e 28°C.

2.1 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), com tratamentos representados por cinco ambientes diferentes: folhas de
plantas adultas (localizadas em ambiente nativo) e de mudas submetidas a pleno
sol, 30% e 70% de sombreamento e de plantas cultivadas “in vitro”. Os dados
foram analisados pelo programa estatistico SISVAR versao 1999 (Ferreira,

1999). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).

69



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As anidlises das amostras de segdes transversais das folhas de Protium
widgrenii indicaram que as espessuras dos tecidos que compdem as folhas, o
tamanho da nervura central e o nimero de canais secretores diferem entre
plantas cultivadas em diferentes ambientes, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Observando-se as médias de espessura, nota-se que as plantas
cultivadas com maior intensidade luminosa possuem folhas mais espessas

(Tabela 1).

TABELA 1: Espessura (um) dos tecidos epidérmicos, parénquima paligddico e
esponjoso e espessura total de plantas de Protium widgrenii Engler
submetidas a diferentes niveis de sombreamento. UFLA, Lavras, MG,

2003.

Tratamentos Epiderme Parénqui Parénqui  Epiderme Espessura

adaxial ma ma abaxial do limbo

palicddico Esponjoso

Pleno sol 15248a 64,992a 74,784b 11,4402 166,464 a
Planta adulta 13,248b 61,648a 91,568a 7,664c 174,128 a
30% 12,416 bc 44,864b 48464c 7,840c 113,584 b
70%o0 8,560d 34624c 44,160c 7,104 c 94,448 ¢
Planta “in vitro™ 11,120c  23,939d 40,128¢c 9,584 b 84,768 ¢
Ccv 14,56 10,35 26,59 16,75 14,24

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Estes resultados concordam com os obtidos para outras espécies, em que
geralmente ocorre um aumento na espessura dos tecidos que compdem o
mesofilo com o aumento da intensidade luminosa (Bjoérkman, 1981; Sert, 1992;

Almeida, 2001; Castro, 2002).
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Com variagdes do ambiente, a anatomia é modificada adaptando-se,
garantindo sua sobrevivéncia e atendendo suas necessidades. Em folhas
originadas de sombra é comum este 0 ajustamento para suprir as necessidades
fotossintéticas. Estas folhas possuem razio crescente de fotossintese por unidade
de matéria seca em todos os niveis de luz quando sdo comparadas com folhas de
locais de intensidade solar alta (Carpenter & Smith, 1980).

No estudo das epidermes adaxial e abaxial verificamos que sdo
unisseriada em segdo transversal. Observa-se, na Tabela 1, que plantas adultas
cultivadas em ambiente nativo possuem epiderme adaxial e abaxial mais
espessa. Analisando-se as epidermes adaxial e abaxial, observa-se que houve
aumento na espessura com o acréscimo da intensidade luminosa como ocorreu
em plantas submetidas a pleno sol, 30% de sombreamento e em plantas adultas.
Em todos os ambientes, a espessura da epiderme adaxial foi maior que abaxial,
concordando com as observagdes feitas por Castro (2002) em Mikania
glomerata Sprengel, na qual as epidermes adaxial e abaxial em trés regides da
planta apresentaram-se mais espessas em pleno sol. Resultado semelhante foi
relatado por Lee et al. (2000) em Hopea odorata, que tiveram aumento do
volume na epiderme superior e do tecido paligddico quando submetida a
ambientes com altos niveis de irradiagao.

O mesofilo da folha de Protium widgrenii possui uma organizagao
dorsiventral, o parénquima paligddico constituido de uma camada e o
parénquima esponjoso possui trés camadas. Como se pode observar na Figura 1,
plantas cultivadas a pleno sol e adultas possuem parénquima paligddico mais
espesso com células mais alongadas e justapostas em diregdo perpendicular a
superficie foliar. Com a imposi¢ao do sombreamento, esta espessura foi
reduzida, havendo diferengas entre os tratamentos (Tabela 1), assim como na
organizagdo das células menos alongadas e com maior espagos intercelulares.

Gongalves (2001), trabalhando com Ocimum selloi, notou que o parénquima
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palicddico possui células mais alongadas e justapostas, constituindo um tecido

palicadico mais espesso em plantas crescidas em radiagao solar plena.

FIGURA 1: Segdes transversais do mesofilo da folha de Protium widgrenii, submetidas
a diferentes ambientes: A) planta adulta, B) pleno sol, C) 30% de
sombreamento, D) 70% de sombreamento e E) in vitro, evidenciando os
parénquima paligddico (PP), parénquima esponjoso (PE), epiderme adaxial
(EA), epiderma abaxial (EAb), extensdo da bainha vascular lignificada (BL)
e extensio da bainha (b) . Barra=50pm.UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Segundo Fahn (1985), o tecido paligddico € especializado no sentido de
aumentar a eficiéncia da fotossintese. Nos mesofilos que tém claramente
diferenciados tecidos paligadicos e esponjosos, a maioria dos cloroplastos se
encontram nas células paliidicas. Dada forma e disposicdo das células
paligédicas, os cloroplastos se colocam de mameira que permitam uma méxima
utilizagdo de luz. Outro fator importante que aumenta a eficiéncia fotossintética
é a presenga de um sistema bem desenvolvido de espagos intercelulares que se
encontram, no mesofilo, o que facilita um rdpido intercdmbio gasoso.

-~ Diversos estudos tém demonstrado padrdes de respostas anatdmicas
semelhantes, onde se observa um incremento na espessura total do limbo foliar e
no parénquima paligddico com aumento da intensidade luminosa (Medri &
Lleras, 1980; Voltan et al., 1992; Castro et al., 1998; Lee et al., 2000).

As células que compdem o parénquima esponjoso possuem formato
mais alongado e sdo justapostas, tornando-o mais espesso em plantas submetidas
ao pleno sol e adultas, havendo diferenga entre estes ambientes (Tabela 1);
quando submetidas ao sombreamento estas células sdo arredondadas e tém
espagos intercelulares (Figura 1). De acordo com Cutter (1987) e Sert (1992),
plantas submetidas a baixas intensidades luminosas possuem €spacos
intercelulares no tecido esponjoso em maior proporgao, tornando o parénquima
esponjoso mais difuso.

Nervara menores localizadas no mesofilo apresentam extensdo da
bainha do sistema vascular ligando ambas as epidermes. Nas plantas encontradas
em habitat natural este conjunto encontra-se lignificado quando comparado com
os demais tratamentos. Em Cryptocaria aschersoniana também foi observada
por Almeida (2001) a extensdo da bainha do sistema vascular bem lignificado
em plantas cultivadas a pleno sol. Segundo Esai (1977), os feixes menores
Jocalizados no mesofilo apresentam-se envolvidos por camadas de células

compactadas constituindo a bainha que envolve as terminagdes vasculares, de tal
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maneira que o xilema e floema em seu transcurso na folha nao fiquem expostos
ao ar contido nos espagos intercelulares. Em muitas espécies as bainhas dos
feixes sao ligadas a epiderme por sua extensao transportando agua.

O decréscimo da espessura do limbo (Tabela 1), das plantas de Protium
widgrenii cultivadas em reduzida intensidade luminosa, deve ter ocorrido em
virtude da diferenga da distribuicdo dos fotoassimilados. Em menores
intensidades luminosas, as plantas apresentam folhas mais finas devido ao
consumo de assimilados para expansdo da drea foliar (Cooper & Qualls, 1967;
Sert, 1992).

De acordo com as teorias que explicam a acdo morfogenética da
radiagdo solar, Rizzini (1976) argumenta que plantas submetidas a iluminagéo
intensa apresentam elevada concentracdo de acgicares soliveis e, como
consequéncia, h4 um aumento da pressdo osmética celular causando uma
diminuig@o no teor de dgua dos tecidos. Assim, ocorre déficit hidrico nas folhas,
o qual gera um desvio de 4gua dos meristemas. Em consegiiéncia, o crescimento
das células na fase de alongamento € paralisado. As paredes das células cessam a
expansdo, antes do que deveriam, e tendem por isso, engrossar. O resultado é a
produgdo de células menores e dotadas de paredes mais espessas. O excesso de
agticares produzido na fotossintese tende a permanecer na forma solivel e vai
servir como material de edificagio parietal.

Na Tabela 2 observa-se que o didmetro da nervura central foi maior em
plantas cultivadas a pleno sol, diferenciando significativamente dos tratamentos

de sombreamento, plantas adultas e in vitro.
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TABELA 2: Espessura (um) da nervura central e nimero de canais secretores de
Protium wdgrenii Engler submetidas a diferentes niveis de sombreamento.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Tratamentos Diametro da nervura central Nimero de canais
Pleno sol 226,032 a 8,200 a

Planta adulta 196,224 b 6,600 ab

30% de sombreamento 169,200 b 5,600 b

70% de sombreamento 169,920 b 4,800b

Planta “in vitro” 110,496 ¢ 4,800b

Ccv 8,83 17,8

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo leste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Pela secio transversal da nervura central observar-se a presenga de
esclerénquima no cértex em uma proporgio maior em plantas adultas, quando
comparadas com segdes transversais de nervuras de plantas submetidas a pleno
sol e 30% de sombreamento. Canais secretores estao presentes nas nervuras €
em maior quantidade em plantas cultivadas a pleno sol e adultas, possivelmente
pela alta produgdo de substancias secretoras. Acima destes canais hd uma
camada continua de fibras lignificadas, com maior intensidade em plantas

adultas (Figura 2).
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3.1 Anatomia de mudas “in vitro”

O mesofilo de folhas de P. widgrenii cultivadas “in vitro” possui uma
organizagdo dorsiventral, parénquima paligadico constituido de uma camada de
células alongadas com espacos intercelulares e menos espessas quando
comparada 2 plantas de outros ambientes. O tecido esponjoso € formado por
duas camadas de células arredondadas mais espessas que o parénquima
paligadico. Este tecido do de difere de plantas cultivadas a pleno sol e adultas,
sendo menos espesso (Tabela 1) e apresentando as epidermes unisseriadas,
sendo a adaxial mais espessa. Plantas submetidas a outros ambientes (pleno sol,
30% sombreamento e adulta) possuem epiderme adaxial com maior espessura
quando comparadas com plantas “in vitro”. Estas ndo diferem de plantas
submetidas a 70% de sombreamento (Figura 1), consequentemente possuem
espessura do limbo menor. Plantas cultivadas “in vitro” possuem nervura central
com didmetro menor que das plantas submetidas a outros ambientes (Tabela 2) e
nimero de canais reduzidos (Figura 2).

As condi¢des ambientais in vivo e in vitro podem ter contribuido para as
diferencas observadas na estrutura foliar da espécies de P. widgrenii. Resultados
semelhantes foram encontrados por Santos (2001). Este autor verificou, em
Coffea arabica cultivar Rubi, parénquima pali¢ddico com maior espessura para
plantas cultivadas in vivo do que in vitro e parénquima esponjoso com maior

ndmero de camadas in vivo.

77



4 CONCLUSOES

* As variagdes anatomicas das folhas de Protium widgrenii Engler
desenvolvidas em diferentes niveis de sombreamento foram caracterizadas por
um aumento da espessura foliar nas plantas submetidas a maiores intensidades
de radiagao.

* As nervuras centrais das plantas de Protium widgrenii Engler
apresentam maiores nimeros de canais secretores em plantas submetidas a
pleno sol.

* Essas observagdes evidenciam que a espécie Protium widgrenii Engler
desenvolve certa plasticidade anatdmica de acordo com o ambiente a que estd

submetida.
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