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RESUMO

O Cerrado possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo, com 10.000 espécies de
plantas, dentre as quais sdo encontradas inuUmeras espécies medicinais e frutiferas de
importancia extrativista para as populacbes tradicionais. A producdo de mudas de
espeécies nativas para utilizacdo em programas de reflorestamento e o armazenamento de
sementes de espécies florestais do Cerrado ainda sao dificultados pela indisponibilidade
de informacGes sobre as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das sementes de
grande parte das espécies. Assim, faz-se necessario o investimento em pesquisas que
visem determinar tais caracteristicas das sementes, a fim de estabelecer estratégias de
conservacdo e contribuir para o estabelecimento de protocolos para a producdo de
mudas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas em sementes de cafezinho-do-cerrado (Rhamnidium elaeocarpum Reissek)
e curriola (Pouteria ramiflora Mart. Radlk) quando submetidas a secagem, além de
elucidar os caracteres morfolégicos dos frutos, das sementes e do desenvolvimento pos-
seminal, auxiliando a compreensdo do ciclo de vida e crescimento destas espécies. Para
atingir o objetivo proposto, parte das sementes, de cada espécie, foram mantidas em
estufa de secagem com circulacdo de ar a temperatura de 35°C até alcancarem os teores
de agua de 20 e 12% base Umida (b.u.) e outra parte permaneceu com o teor de agua
inicial. Apés os tratamentos de secagem foram realizadas avaliagcbes do comportamento
fisioldgico e do vigor das sementes (germinacéo; indice de velocidade de germinacéo;
emergéncia; indice de velocidade de emergéncia; condutividade elétrica e taxa
respiratoria) e das variacdes bioquimicas (perfil eletroforético das isoenzimas: catalase,
peroxidase e esterase; atividade enzimatica de endo-fB-mananase e a-amilase e analise
eletroforética de proteinas resistentes ao calor). Além disso, parte das sementes Umidas
foram utilizadas para as investigacOes das caracteristicas morfoldgicas. As sementes de

R. elaeocarpum Reissek responderam positivamente ao processo de secagem, mantendo
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sua qualidade fisioldgica e seu vigor, além de apresentaram proteinas de baixo peso
molecular resistentes ao calor, variando de 48,7 a 13,2 kDa, sendo consideradas
tolerantes a dessecacdo. Por outro lado, sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.
apresentaram reducdo do potencial fisiolégico e do vigor, além de alteracOes
bioguimicas quando submetidas & secagem, e sdo intolerantes a dessecagdo, sendo esta
intolerdncia mais evidenciada antes das sementes atingirem a maturidade fisioldgica.
Com relacdo as caracteristicas morfoldgicas, ambas as espécies apresentam germinacao
hipbgea e desenvolvimento de plantulas criptocotiledonar, além de aspectos
morfoldgicos bastante homogéneos e confidveis para a identificacdo das espécies em

campo ou em estudos de regeneracéo natural.



ABSTRACT

The Cerrado has the richest flora among the world's savannas, with 10.000 species of
plants, which are found numerous of medicinal and fruit species with extractive
importance for traditional populations. The production of native species for use in
reforestation programs and storing seeds of Cerrado species are still hampered by the
unavailability of information about morphological and physiological characteristics of
seeds of most species. Thus, it is necessary to invest in research aimed to determine
such seeds characteristics in order to establish conservation strategies and contribute to
the establishment of protocols for seedlings production.. In this sense, the objective of
this study was to investigate the physiological and biochemical changes in seeds of
cafezinho-do-cerrado (Rhamnidium elaeocarpum Reissek) and Curriola (Pouteria
ramiflora Mart. Radlk) when dried, besides elucidating the morphological characters of
fruits, seeds and of the post-seminal development aiding the understanding of the life
cycle and growth of these species. To reach that goal, part of the seeds of each species
were kept in the oven with circulating air at 35°C until they reached the water contents
of 20 and 12% wet basis (wb) and another part remained with the initial content water.
After the drying treatments were evaluated physiological behavior and seed vigor
(germination, germination speed index emergency, emergency speed index, electrical
conductivity and respiratory rate) and biochemical changes (electrophoretic isoenzyme
profile: catalase peroxidase and esterase; enzymatic activity of endo-p-mannanase and
a-amylase and electrophoretic analysis of proteins resistant to heat). Furthermore, parts
of the wet seed were used for the investigation of morphological characteristics. The
seeds of R. elaeocarpum Reissek responded positively to the drying process,
maintaining their physiological quality and vigor, and showed heat-resistant protein of
low molecular weight ranging from 48.7 to 13.2 kDa being considered tolerant to

desiccation. Furthermore, seeds of P. ramiflora (Mart.) Radlk. decreased their
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physiological potential and vigor, also had biochemical changes when subjected to
drying, and are intolerant to desiccation, which is most evident before the seeds reach
physiological maturity. With respect to morphology, both species present hypogeal
germination and cryptocotyledonary seedling development, also had homogeneous and
reliable morphological aspects for species identification in the field or in studies of

natural regeneration.



INTRODUCAO GERAL

1. Dominio fitogeografico do Cerrado

O Cerrado ndo ¢ um bioma unico, mas um complexo de biomas, com grande
variacdo fisiondémica, indo do campo limpo (bioma dos campos tropicais), passando
pelas fisionomias intermediarias (bioma das savanas) e chegando ao cerraddo (bioma
das florestas estacionais), sendo um dos mais importantes dominios fitogeograficos
encontrados no Brasil (BATALHA, 2011;COUTINHO, 2006).

O Cerrado ocupa 21% do territério nacional e é considerado a Gltima fronteira
agricola do planeta (BORLAUG, 2002). E considerado um dos ‘hotspots’ para a
conservacao da biodiversidade mundial. No entanto, durante os Gltimos 35 anos, com o
advento da agricultura moderna no Cerrado para a producdo de soja, milho e arroz, e a
expansao das areas de pastagens plantadas para a criacdo de bovinos, estima-se que
mais da metade dos seus 2 milhdes de km? originais foram destruidos (KLINK;
MACHADO, 2005; RATTER et al., 2006). Estudos recentes mostram que, apenas 20%
da cobertura original do Cerrado em todo o pais permanecem intactos, e somente 2,2%
deste dominio estdo inseridos em areas protegidas (MACHADO et al., 2004). A érea
total para conservacdo € cerca de 33.000 km? claramente insuficiente quando
comparada com os principais usos da terra no Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005).

Este dominio possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo, com alto
nivel de endemismo. Estima-se que o Cerrado Brasileiro contribua com 10.000 espécies
de plantas, das 60.000 fanerégamas distribuidas pelo pais, sendo encontradas inimeras
espécies medicinais e frutiferas de importancia extrativista para as populacdes
tradicionais (GUSMAO et al., 2006). Vérias espécies sdo conhecidas como fonte de
compostos de interesse biotecnologico, com aplicacbes medicinais e na inddstria de

alimentos (CARAMORI, 2004). Atualmente, grande numero de cientistas tem



ressaltado a urgéncia em proteger a rica biodiversidade do Cerrado. No entanto, a
destruicdo do Cerrado ainda é negligenciada pela midia (RATTER et al., 1997).

Com relagdo as sementes das espécies nativas, a maior parte apresenta dificil
propagacdo seminifera, por terem heterogeneidade no processo de maturacao dos frutos
e sementes com algum tipo de dorméncia, comprometendo a germinacéo e a formacéo
de mudas em escala comercial. O uso de espécies nativas em programas de
reflorestamento de reservas em areas degradadas ou matas ciliares requer a producao
continua de grande numero de mudas. Em condi¢bes naturais ou de viveiros, a
germinacdo destas é irregular e lenta e suas sementes perdem rapidamente o poder
germinativo (LUIS, 2008).

2. Familia Rhamnaceae

A familia Rhamnaceae é composta aproximadamente por 58 géneros e 900
espécies com distribuicdo cosmopolita, sendo representada por 23 géneros e 170
espécies na regido neotropical (HEALD, 2004). Compreende arvores, arbustos, ervas
ou lianas, inermes ou espinescentes. Possuem folhas simples, alternas ou opostas, flores
pediceladas ou sésseis, frutos drupaceos, capsulares ou esquizocarpos, alados ou nao e
sementes geralmente elipsoides, obovadas ou oblongas, castanhas, com embrido basal,
reto; cotilédones planos, membranaceos, elipsoides ou oblongos (LIMA, 2011).

As espécies dessa familia sdo caracterizadas por apresentar flores com pétalas
opostas aos estames, sendo uma caracteristica relativamente rara nas angiospermas,
ocorrendo na familia Rhamnaceae e esta associada com outras familias, como Vitaceae
e Cornaceae. Alguns membros da familia apresentam adaptacdes xeromorficas tais
como auséncia de folhas ou presenca em numeros reduzidos, folhas aglomeradas,
encurtamento dos eixos de filiais, presenca de espinhos, e habito arbustivo. E necessaria
a reclassificagdo de algumas tribos em Rhamnaceae, baseando em grande parte em
dados moleculares e com o apoio de alguns caracteres morfoldgicos (RICHARDSON et
al., 2000).

Muitos representantes desta familia sdo utilizados como ornamentais, na
medicina popular, na fabricagdo de cosméticos e na alimentagdo de animais,
principalmente de aves. Os frutos geralmente sdo doces e ja estdo sendo inseridos na

alimentacdo humana sob a forma de doces e geleias (LIMA, 2006).



2.1. Cafezinho-do-Cerrado (Rhamnidium elaeocarpum
Reissek)

O Rhamnidium elaeocarpum Reissek, conhecido popularmente como
cafezinho-do-cerrado ou apenas cafezinho (GO, SP), tarumai, saguaraji (SP), saguaraji-
amarelo (SP), cabrito (MS), azeitona, pau-brasil (MG), é uma espécie sul-americana
com ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo em quase todos os estados, sendo
encontrada em matas, sobretudo matas ciliares. E uma planta decidua, helitfita e
seletiva higréfita, com altura de 4-16 m e tronco de 30-50 cm de didmetro, revestido por
casca pardacenta. As folhas sdo opostas cruzadas simples, hipoestomaéticas, com
tricomas tectores sobre as nervuras. Possui flores amarelas, bissexuadas, pubescentes,
florescendo durante os meses de outubro-novembro. O Fruto é do tipo drupa elipsoide a
oblonga arroxeada, com polpa doce, amadurecendo no periodo de dezembro-marco.
Possuem uma Unica semente, que deve ser colocada para germinar logo apds a coleta e
a emergéncia das plantulas ocorre entre 5-15 dias, com germinacdo total para sementes
recém-colhidas (LIMA, 2011; LORENZI, 2008).

As folhas e cascas sdo utilizadas popularmente no Brasil para reduzir o prurido
das gengivas de criangas no inicio da denti¢do e para dores estomacais. As cascas das
raizes possuem cicatrizes ou fendas na face externa e fratura fibrosa na face interna. O
extrato metanolico das folhas apresenta quantidades consideraveis de flavonoides,
alcaloides, saponinas e taninos. Esses dados sugerem que a presenca dessa classe de
substancias pode ser responsavel pela atividade antitlcera apresentada por esse extrato,
ja que esse tipo de composto desempenha boa atividade antioxidante (OLIVEIRA et al.,
2010).

A madeira é propria para obras externas, como mourdes, postes, dormentes,
pontes, para construcdo civil e obras hidraulicas. Os frutos sdo consumidos por varias
espécies de passaros, que a torna bastante recomendavel para reflorestamentos mistos

destinados a recomposicao de areas degradadas (LORENZI, 2008).

3. Familia Sapotaceae

A familia Sapotaceae esta subordinada & Ordem Ericales e tem cerca de 53
géneros e 1.100 espécies (APG 111, 2009). No Brasil € constituida por aproximadamente
245 espécies distribuidas em 11 géneros. No bioma Cerrado, ocorrem pelo menos sete
géneros e cerca de 20 espécies, sendo sete do género Pouteria (MENDONCA et al.,

1998). As espécies sdo geralmente de habito arboreo e arbustivo, com ampla



distribuicdo nas areas tropicais e subtropicais do mundo (SOUZA e LORENZI, 2005).
Com consideravel importancia econémica, espécies utilizadas na extracdo de madeira,
producdo de frutos comestiveis, producao de latex, utilizados na medicina popular e
como ornamentais. O género Pouteria Aublet é o maior da familia Sapotaceae tendo o
Brasil expressiva representatividade nas 188 espécies representadas na regido
Neotropical, sendo necessarias investigaces adicionais para melhor compreender sua
taxonomia (MONTEIRO et al., 2007). Além da sua importancia comercial, varias
espécies sdo usadas na medicina popular como antioxidantes, anti-inflamatorios,
antibacteriana e antifingica, mas seu real potencial como fonte de novos farmacos ainda
é pouco conhecido. Os Triterpenos e os flavonoides sdo os principais constituintes
quimicos das espécies deste género (SILVA et al., 2009).

3.1 Curriola [Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.]

A espécie Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, popularmente conhecida como
curriola, abit-do-cerrado, ou abiu-piloso, é uma espécie frutifera, de habito arbustivo-
arboreo, amplamente distribuida em areas de Cerrado. Os frutos apresentam cheiro forte
e sabor agradavel, de coloracdo esverdeada e polpa branca, sendo apreciada pelas
populacgdes locais na forma de suco ou mesmo in natura (DALPONTE e LIMA, 1999).
Possui flores pequenas hermafroditas ou pistiladas e arranjadas em inflorescéncias
racemosas com eixo curto, dispostas densamente nas axilas das folhas, ao longo dos
ramos. Apresenta caducifolia, que ocorre de agosto a setembro, com os individuos que
produzem maior quantidade de frutos perdendo todas as folhas durante a maturacao
destes. A floracdo ocorre de maio a setembro, com pico de flores abertas em agosto, em
plena estacdo seca, e a maturacao dos frutos ocorre no periodo chuvoso, favorecendo a
dispersdo das sementes (GAMA et al., 2011).

Extratos obtidos das folhas de P. ramiflora apresentam atividade
antinociceptiva (impede a percep¢do da sensacdo de dor) e alta toxicidade para larvas de
Artemia salina (NUNES, 2004; CASTRO et al., 2006). O licor pirolenhoso de sua
madeira desempenha atividade antifingica contra Aspergillus niger e Trichoderma sp.
(COSTA et al., 2003). Além disso, o extrato das folhas da planta exerce uma efeito
neuroprotetor contra danos oxidativos e é capaz de prevenir a perda neuronal do

hipocampo nos subcampos CAS3 e hilo de ratos diabéticos (COSTA et al., 2013).



4. Caracterizacédo morfoldgica

As informac0es fornecidas por estudos do crescimento e desenvolvimento pds-
seminal apresentam grande importancia sob o ponto de vista taxonémico, auxiliando a
identificacdo das estruturas essenciais da plantula, contribuindo para a compreenséo do
ciclo de vida e crescimento de espécies florestais e na interpretacdo dos testes de
germinacdo (MOURAO et al., 2002; OLIVEIRA, 1993). Além disso, podem oferecer
informacdes importantes sobre o desenvolvimento da espécie, servindo como subsidio
para a produgdo de mudas e permitindo melhor compreensdo do processo de
estabelecimento da planta em condic¢Oes naturais da floresta (GUERRA et al., 2006).
Estudos relacionados a morfoanatomia de frutos e sementes de espécies florestais sao
relevantes para a compreensdo de varios fenémenos ligados ao comportamento dessas
espécies (GARCIA et al., 2006).

O conhecimento da morfologia dos frutos e diasporos de dispersdo, bem como
as caracteristicas biométricas, fornecem subsidios importantes para a diferenciacdo de
espécies pioneiras e ndo pioneiras em florestas tropicais para 0s estudos de sucessdo

ecologica e regeneracdo de ecossistemas florestais (CRUZ et al., 2001).

5. Desenvolvimento das sementes e conteudo de agua

O processo de maturacdo das sementes pode ser dividido em quatro fases. As
fases | e Il compreendem a divisdo e expansdo (alongamento) celular; a fase Il é
caracterizada pelo acimulo de reservas e 0 aumento progressivo da massa de matéria
seca. Na fase IV, em que ocorre o final do processo de transferéncia de matéria seca,
intensifica-se a desidratacdo das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

A perda de agua durante a maturacdo das sementes é o evento terminal e
normal no desenvolvimento de muitas espécies, que passam por um periodo
metabolicamente quiescente. O grau de umidade da semente se estabiliza durante a fase
I11 do desenvolvimento, quando h& acimulo de reservas insollveis, e entdo € durante a
fase IV (secagem) que ocorre a perda de dgua. Estas sementes podem permanecer neste
estado desidratado de alguns dias ou muitos anos, sem perder sua viabilidade. No
entanto, ha um grupo de sementes que no final da maturacdo ndo sdo capazes de
suportar a perda de agua, e por isso ndo passam pela fase 1V, necessitando manter

conteddo relativamente alto de dgua para se manter viaveis (BEWLEY; BLACK, 1994).



A &gua € encontrada nas sementes na forma livre ou retida (ligada). A livre
pode se movimentar de uma regido para outra, e pode ser removida de maneira
relativamente facil com a secagem, enquanto a retida exige maior dispéndio de energia
para sua movimentacdo. A agua ligada ou subcelular esta fortemente associada a
superficie de macromoléculas, por isso, sua retirada pode causar danos as células
(MARCOS FILHO, 2005).

6. Toleréncia a dessecacgao

A tolerancia a dessecacdo € um mecanismo que possibilita que organismos
passem por processo rigoroso de secagem e mantenham suas atividades fisiologicas
guando reidratados (BARTES, 2005)

Durante a fase final da maturagdo das sementes, o acido abscissico (ABA) é
um dos responsaveis pela aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo. Normalmente o
conteddo de ABA durante o inicio da embriogénese € baixo, atingindo niveis mais
elevados na fase intermediaria desse processo, sendo que entre as fases intermediarias e
tardias do desenvolvimento da semente ocorre o acimulo de RNA’s mensageiros
especificos em resposta a concentracdo do ABA (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A condicdo fisiologica da semente foi inicialmente estudada por Roberts
(1973), que classificou as sementes em ortodoxas ou recalcitrantes de acordo com o
comportamento no armazenamento. Mais tarde, Ellis et al. (1990) introduziram o
conceito de intermediarias. Como este aspecto fisioldgico esta relacionado com o grau
de tolerdncia das sementes a desidratacdo, deve-se classifica-las como tolerantes a
dessecacdo ou ortodoxas; ndo tolerantes a dessecacdo ou recalcitrantes e ainda as
intermediéarias, cujo comportamento durante a secagem e armazenamento possuam ora

caracteristicas semelhantes as ortodoxas ora as recalcitrantes.

6.1 Sementes tolerantes a dessecagdo ou ortodoxas

Sementes ortodoxas sdo capazes de tolerar a secagem, sendo possivel seu
armazenamento por longos periodos de tempo, em condi¢cdes de baixa umidade, sem
que ocorram alteracGes em sua capacidade germinativa (ROBERTS, 1973).

Segundo Black et al. (2002), sementes com caracteristicas ortodoxas podem ser
armazenadas usando os protocolos padrdes recomendados de secagem para
armazenamento até 0,05 + 0,02g de 4gua/g™ de massa seca , ou 5% de teor de 4gua em
base Umida, e armazenados em congelador a aproximadamente —18°C. A longevidade



de armazenamento pode ser prevista a partir da temperatura e do conteldo de agua na
semente. Os mesmo autores classificam as sementes recalcitrantes como sendo aquelas
que ndo sobrevivem quando dessecadas até o potencial hidrico menor que
aproximadamente —15 MPa (em torno de 90% UR).

Em sementes ortodoxas, a aquisicdo de tolerancia a dessecacao ocorre durante
seu processo de formacdo, proximo a metade da fase de maturagcdo. Durante a deposi¢do
de reservas, o grau de umidade das sementes é gradualmente reduzido, promovendo a
reducdo do metabolismo celular. Neste momento, ocorrem alteracbes na expressao
génica e eventos metabdlicos, que permitem as sementes tolerar periodos de seca
prolongada, apos a dispersdo (ALPERT; OLIVER, 2002).

6.2 Sementes intolerantes a dessecacao ou recalcitrantes

Sementes recalcitrantes, ndo suportam a dessecacdo abaixo de 12% de teor de
agua e apresentam curto periodo de viabilidade, de no maximo poucos meses, uma vez
que sdo dispersas com altos teores de agua e continuam metabolicamente ativas
(ROBERTS, 1973).

A interpretacdo do significado do termo “recalcitrante” tem sido debatida em
inimeras oportunidades. O significado da palavra remete ao seu desempenho, que foge
aos padrdes exibidos pelas sementes da maioria das espécies, que sdo ortodoxas.
Termos alternativos sdo propostos, como sensivel a dessecacdo ou nao sensivel a
dessecacdo, para descrever o comportamento das sementes recalcitrantes e ortodoxas,
respectivamente (MARCOS FILHO, 2005).

Recentemente, a ideia de recalcitrante, ou intolerante a desidratacdo foi
modificada de fator de “tudo ou nada” para fator mais quantitativo. Farrant et al. (1988)
sugeriram que existem diferentes tipos de sementes recalcitrantes: minimamente,
moderadamente e altamente recalcitrantes, suas caracteristicas estdo relacionadas, em
parte, com o habitat. Nas espécies minimamente recalcitrantes, as sementes podem
suportar a perda de graus de umidade maiores, e podem permanecer Viaveis por
periodos mais longos. Estas espécies possuem uma distribui¢do subtropical, e por isso
tambem toleram temperaturas baixas. As moderadamente recalcitrantes toleram a perda
de contetdos moderados de agua e sdo sensiveis a temperaturas baixas e possuem
distribuicdo tropical. As altamente recalcitrantes toleram a perda de contetdos de
umidades minimos e ndo toleram temperaturas baixas. Ocorrem em florestas tropicais e

em areas alagadas e de mangue.



Espécies que possuem sementes recalcitrantes sdo comuns em florestas
tropicais, assim, possuem melhores condigdes para a germinacdo e estabelecimento das
plantulas, em virtude das O&timas condicbes de temperatura e precipitacao
(PAMMENTER; BERJAK, 2000).

6.3 Aquisicdo de tolerancia a dessecacao

A dessecacdo das sementes pode causar danos as células durante a remogéo de
agua das sementes. A agua apresenta propriedades fisicas que a caracterizam como o
solvente bioldgico ideal. Assim, a retirada de dgua acarreta mudancas nas propriedades
fisiologicas e bioquimicas das células (WALTERS et al., 2002).

No desenvolvimento das sementes, durante a fase de dessecagdo, sementes
ortodoxas chegam a atingir niveis de agua de 5-10% e podem, frequentemente, ser
desidratadas para teores de &gua de até 1-5%, com pouca ou nenhuma perda de
viabilidade. No entanto, quando a desidratacdo ocorre, condensa-se o citoplasma e os
componentes intracelulares ficam desorganizados. Estas condi¢gdes proporcionam um
ambiente para a ocorréncia de inUmeras interacGes indesejaveis que podem levar a
agregacdo e desnaturacdo de proteinas, desorganizacao das organelas das células e fusdo
de membrana (HOEKSTRA et al., 2001).

Vérios mecanismos sdo associados a aquisi¢cdo e manutencdo da tolerancia a
dessecacdo de sementes, conferindo protecdo contra as consequéncias da perda de agua
em diferentes niveis de hidratacdo. Devido ao fato da dgua afetar as condicGes da célula
de muitas maneiras, os tecidos que sobrevivem a sua remocao tém uma combinacdo de
estratégias para limitar os danos resultantes da desidratacdo. Em organismos que
sobrevivem a remocdo de agua, seus constituintes celulares estdo protegidos ou podem
ser reparados (WALTERS et al., 2001).

A presenca de agucares soluveis e de enzimas que atuam contra o sistema de
oxidacdo lipidica, antioxidantes e de proteinas especificas (LEA proteinas) sao
envolvidos na aquisi¢do e manutencao da tolerancia a dessecacédo, conferindo protecédo
contra as consequéncias da perda de agua, em diferentes niveis de hidratacdo. Apesar de
serem determinados geneticamente, a presenca desses mecanismos pode ser
intensificada ou reduzida de acordo com a taxa de secagem da semente ou com 0 meio

ambiente no qual a semente se desenvolveu (FARRANT et al., 2004).



6.4 Proteinas resistentes ao calor - heat shock proteins (HSPS)

Organismos evoluiram grande variedade de mecanismos para adaptacdo a
ambientes estressantes. Um dos mecanismos mais estudados na adaptacdo dos
organismos a condigdo de estresse térmico € a inducdo de proteinas resistentes ao calor,
heat shock proteins (HSPs), que inclui varias familias de proteinas conservadas. A
funcdo das HSPs tem sido relacionada com a preservacdo e o0 reparo das estruturas
macromoleculares durante a desidratacdo ou reidratagdo, respectivamente. Embora
todos os organismos sintetizem HSP em resposta ao calor, o balanco de proteinas
sintetizadas e a relativa importancia das familias individuais de HSPs na tolerancia ao
estresse variam enormemente entre organismos (QUEITSCH et al., 2000).

O perfil de expressdo de HSPs durante o desenvolvimento da semente coincide
com a aquisicdo de tolerancia a dessecacdo, e estas proteinas sdo essenciais para este
processo fisioldgico (KOTAK et al, 2007). Em geral as diversas classes de HSPs
comecam a se acumular na metade da fase de maturacdo de embrides e aumentam a
sintese ao final da fase de acumulo de reservas, coincidindo com o periodo de
desidratacdo em sementes ortodoxas (WEHMEYER et al, 2000).

As principais classes das HSPs, citadas por Hong e Vierling (2000), estdo
presentes em plantas e incluem proteinas de peso molecular que variam de 15 a 28 kD.
Embora a funcdo de proteinas resistentes ao calor ainda nédo esteja bem esclarecida, sua
estabilidade, afinidade com moléculas de agua e abundancia em organismos que
toleram a desidratacdo, sugerem a importancia de seu papel para a aquisicdo de
tolerancia a dessecacao.

Embora as sementes possam acumular proteinas resistentes ao calor durante o
seu desenvolvimento, sua presenca por si sé parece nao ser responsavel pela tolerancia a
alta temperatura de secagem, e outros fatores podem estar influenciando essa
caracteristica (JOSE et al., 2005).

Proteinas resistentes ao calor foram identificadas em eixos embrionarios de
sementes de soja. O nivel destas proteinas foi correlacionado com a tolerdncia a
dessecagdo, tanto na fase de desenvolvimento como na germinagdo das sementes,
aumentando 44 dias apos o florescimento, quando a tolerancia a dessecacdo foi
alcancada, e diminuindo ap6s 18 horas de embebicdo, quando a tolerancia foi perdida.

Sementes de soja em desenvolvimento acumulam proteinas da maturacdo estaveis ao
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calor, porém, o desenvolvimento da tolerancia & dessecacdo ndo se correlaciona com
este acimulo (BLACKMAN et al., 1991).

6.5 Proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant)

Um grupo de proteinas denominadas late embryogenesis abundat (LEA) tem
recebido grande atencdo por parte dos pesquisadores, e dentre elas, as da familia LEA
D11, também conhecidas por deidrinas. Além de se acumularem nas sementes no final
da maturacdo, essas proteinas sdo produzidas por partes vegetais da planta, em resposta
a estresses ambientais, como o hidrico (MARCOS FILHO, 2005).

A dessecacdo de sementes em desenvolvimento € caracterizada pelo acimulo
de um grupo particular de mRNAs e proteinas late embryogenesis accumulated (LEA)
relacionadas. Os mRNAs codificadores de LEA aparecem em tecidos embrionarios, no
comeco da dessecacdo, e tornam-se as mais prevalecentes espécies de mRNA no estado
seco, declinando progressivamente varias horas apos a embebicdo da semente. Proteinas
do tipo LEA séo ricas em glicina e outros aminodacidos hidrofilicos e apresentam poucos
residuos hidrofébicos, sdo extraidas em condicGes de alta temperatura e ndo apresentam
nenhuma atividade catalitica aparente (GOYAL et al., 2005).

As LEA proteinas geralmente sdo capazes de proteger outras proteinas ou
membranas, de modo semelhante aos agucares, agindo como moléculas de reposicdo de
agua (BOUDET, et al., 2006). Outra possibilidade é a de que estas proteinas tém
funcbes diferentes em diferentes graus de umidade e ainda podem ter propriedades
antioxidantes que minimizem os efeitos danosos das espécies reativas de oxigénio
(MOWLA et al., 2006).

Estudos recentes de bioinformética sugerem que as proteinas LEA podem se
comportar como chaperonas, no entanto, ndo atuam como chaperonas moleculares
classicas, mas executam efeito protetor e agem em sinergia com o0s chamados
chaperones quimicos. Neste sentido, é proposto o modelo no qual as LEA proteinas
podem agir como nova forma de chaperonas moleculares, ou “Escudo molecular”, para
ajudar a prevenir a formacdo de agregados de proteinas durante o estresse hidrico
(GOYAL et al., 2005).
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6.6 Sistemas antioxidantes (enzimas removedoras de radicais
livres)

Os sistemas antioxidativos estdo presentes nos diferentes tecidos das plantas,
impedindo o acimulo de substéncias toxicas gerado pela oxidacdo. Esses sistemas
protetores sdao compostos de constituintes enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo 0s
enzimaticos de fundamental importancia, sdo os primeiros a agir, evitando o acumulo
do radical superoxido e do perdxido de hidrogénio (BONOME, 2006).

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre a produgdo de
radicais livres, a atividade de EROS e a acdo das moléculas antioxidantes de defesa
contra estes EROS. A consequéncia do estresse oxidativo é o aumento na formacao de
macromoléculas celulares oxidadas. Para prevenir o dano oxidativo aos componentes
celulares, as células possuem mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para a
destoxificacdo (KIBINZA et aL., 2011).

Entre estes EROS, o H,0, é muitas vezes considerado como 0 mais critico,
porque é estavel em pH bioldgico e atravessa as membranas e pode causar danos
celulares graves, pelo poder altamente agressivo do OH™ (BIENERT et al., 2006).

As principais enzimas utilizadas nas vias de detoxicacdo das espécies reativas
de oxigénio (EROS), em plantas sdo: a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase (DHAR),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), glutationa
peroxidase (GPOX) e guaiacol peroxidase (GPX) (EDREVA, 2005; MITTLER, 2002).

A Catalase (CAT) é uma enzima que tem por funcdo catalisar a reducdo do
perdxido de hidrogénio (H,0,) em agua (H,0) e oxigénio (O,). A inibicdo da CAT leva
ao aumento das espécies reativas de oxigénio, proporcionando ao organismo um
estresse oxidativo (SILVA, et. al, 2008). Em plantas existem pelo menos trés tipos de
Catalases distintas, sendo um desses tipos abundantes em sementes e plantas novas e
sua atividade é relacionada com a remocdo do excesso de H,O, produzido pela
degradacdo de &cidos graxos no ciclo do glioxilato nos glioxissdmos (VAN
BREUSEGEM et al., 2001). Recentemente, evidenciou-se que a localizacdo da enzima
catalase, em sementes, coincide com 0s espagos citosélicos que apresentam elevada
concentracdo de H,0,. Deste modo, a inducdo da catalase e sua colocalizacdo com
espacos ocupados pelo H,O, asseguram a desintoxicacdo eficaz dos EROS que
resultariam na deterioragéo das sementes (KIBINZA et aL., 2011).
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Ao trabalhar com sementes de girassol (Helianthus annuus L.), Bailly et al.,
(2004) observaram o0 aumento na atividade da CAT induzido pela secagem das
sementes e associado com a diminuicdo no nivel de peréxido de hidrogénio e na
peroxidacdo lipidica. Estes resultados sugerem que a CAT desempenha papel durante a
dessecacgéo das sementes, impedindo a ocorréncia de danos oxidativos relacionados com
a desidratacao.

Varios danos celulares causados pela peroxidacéo de lipideos durante o processo
de secagem das sementes podem ser minimizados pela presenca de mecanismos
protetores, como a ac¢do das enzimas glutatione redutase, superéxido dismutase, catalase
e peroxidase especializadas em remover espécies reativas do metabolismo do oxigénio
(ROSA et al., 2005).

E provavel que sistemas enziméticos estejam envolvidos na resposta
antioxidante inicial pela neutralizacdo do oxigénio ativado, potencialmente téxico,
formado durante a restri¢do hidrica. Sobre a habilidade para prevenir, tolerar ou reparar
ataque de radicais livres durante a dessecacdo, sabe-se que radicais livres sdo
naturalmente produzidos durante o metabolismo das plantas, particularmente em
cloroplastos e mitocondria (EDREVA, 2005).

Enquanto as sementes ortodoxas apresentam outros sistemas antioxidantes para
substituir os frequentemente encontrados antes do processo de secagem, sementes
recalcitrantes ndo apresentam essa habilidade, sendo que a secagem lenta danifica os
sistemas enzimaticos de maneira irreversivel (TOMMASI et al., 1999).

O estudo dos processos enzimaticos é uma forma de se avaliar a qualidade das
sementes. Neste sentido, utilizando das técnicas da eletroforese para a deteccdo de
atividade enzimatica, a qualidade das sementes terd a colocacdo mais realista, sendo
possivel determinar alteracGes bioquimicas que ocorrem nas sementes (MUNIZ et al.,
2007).

A técnica de eletroforese de proteinas é capaz de auxiliar a deteccdo dos estadios
iniciais de deterioracdo através da avaliacdo da atividade de enzimas associadas a
degradacdo e oxidacao de substancias de reserva, bem como com a biossintese de novas
substancias (SPINOLA et al., 2000). A capacidade de avaliagéo e a correta interpretagdo
da variacdo eletroforética nos perfis de proteinas e enzimas pode ser eficiente
ferramenta na determinacdo de mudangas biogquimicas resultantes do processo
deteriorativo (CARRARO,1990).
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VariagGes nos perfis de proteinas e de enzimas especificas, principalmente
aquelas relacionadas ao processo respiratorio e peroxidacdo de lipidios e remogdo de
radicais livres, podem se constituir em ferramenta eficiente para monitorar as alteracoes
bioquimicas resultantes da deterioracdo (CHAUHAN et al., 1985).

6.7 Agucares nao redutores

Na maioria das sementes ortodoxas, a sacarose, 0s oligossacarideos da familia
rafinose e 0s monossacarideos contribuem com 1 a 12% da matéria seca. Nas sementes
ortodoxas maduras, o contetdo de sacarose varia entre 15 a 90% dos carboidratos
soluveis, sendo encontrado vestigio de monossacarideos. O acimulo de aglUcares ndo
reduzidos estd envolvido na tolerdncia a dessecacdo. Tecidos tolerantes sdo
caracterizados por apresentarem alta quantidade de sacarose e oligossacarideos
(estaquiose ou rafinose), e auséncia ou reduzida quantidade de monossacarideos
redutores, como a galactose, manose, frutose e glicose (PUKACKA et al., 2009).

Quando as células estdo hidratadas, suas membranas tém a bicamada lipidica
num estado liquido cristalino em temperaturas bioldgicas. Com a secagem, a disposicao
dos fosfolipideos na membrana muda da configuracdo lamelar para a configuracédo
hexagonal, causando disfuncdo desta membrana (GUIMARAES, 1999). Durante a
desidratacdo, acucares especificos podem prevenir os efeitos danosos da dessecacdo
sobre as membranas celulares, na medida em que formam ligacGes de hidrogénio,
repondo a dgua normalmente associada com as superficies das membranas, mantendo
assim o espacamento dos grupos de lipidios, evitando a transicdo da fase liquida
cristalina para a fase gel. A sacarose pode ter a funcdo de manter a estrutura da
bicamada liquida cristalina da membrana, em niveis baixos de hidratacdo. Outro
mecanismo por meio do qual os aclcares podem agir para proteger as células durante a
dessecacdo é a formacéo do vidro intracelular (BUITINK e LEPRINCE, 2004).

Quando nas proporcdes corretas os carboidratos solGveis formam nas células
um estado viscoso, caracterizado como a solucdo liquida, com propriedades de
viscosidade do soOlido que ndo formam cristais de gelo mesmo em temperaturas
negativas (JOSE et al., 2006). Por ser extremamente viscoso, este estado é capaz de
paralisar os processos bioquimicos que requerem difusdo molecular, atenuando a
atividade de espécies reativas do metabolismo do oxigénio, auxiliando assim na
estabilidade celular por muito tempo (PAMMENTER; BERJAK, 2000; ROSA et al.,
2005).
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De acordo com José et al. (2006), ao estudar a relacdo entre aglcares e
tolerancia a alta temperatura de secagem em sementes de milho, a sacarose era o agucar
mais abundante nas sementes, reforcando sua importancia na prevencdo dos efeitos
danosos da dessecacdo sobre as membranas celulares.

Segundo Guimaraes et al. (2002), inimeras evidéncias apoiam a visdo de que
acucares agindo como “‘substitutos de agua” podem desempenhar papel-chave na
aquisicdo de tolerancia a dessecacdo em sementes, por proteger membranas de
mudancas de fase lipidica induzida por dessecacao e também proteger proteinas, e pela

formacéo de vidro a temperaturas fisioldgicas.
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OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se neste trabalho, avaliar a tolerancia a dessecacdo em sementes de
cafezinho-do-cerrado (Rhamnidium elaeocarpum Reissek) e curriola (Pouteria
ramiflora Mart. Radlk), por meio da investigacdo de alteracfes fisiol6gicas e
bioquimicas que podem ocorrer nas sementes quando submetidas a secagem, além de
elucidar os caracteres morfologicos dos frutos, das sementes e do desenvolvimento pos-

seminal das espécies estudadas.



CAPITULO 1

Tolerancia a dessecacdo em sementes de cafezinho-do-cerrado, Rhamnidium

elaeocarpum Reissek (Rhamnaceae)

Desiccation tolerance of cafezinho-do-cerrado - Rhamnidium elaeocarpum Reissek

(Rhamnaceae) seeds
(Artigo conforme as normas da revista Acta Scientiarum. Agronomy)

RESUMO: O trabalho teve como objetivo investigar a tolerdncia a dessecacdo em
sementes de Rhamnidium elaeocarpum Reissek por meio de alteracdes fisiologicas e
bioguimicas. Os frutos foram coletados no municipio de Jaupaci, GO, quando as
sementes apresentavam teor de agua de 37% base Umida (b.u.), sendo em seguida
mantidas em estufa de secagem com circulacdo de ar a temperatura de 35°C até
alcancarem os teores de agua de 20 e 12% (b.u.). Foram avaliados os seguintes
pardmetros: germinacdo; indice de velocidade de germinacgdo; emergéncia; indice de
velocidade de emergéncia; condutividade elétrica; taxa respiratéria; perfil eletroforético
das isoenzimas: catalase, peroxidase e esterase; atividade enzimatica de endo-f-
mananase e a-amilase e analise eletroforética de proteinas resistentes ao calor. Maior
velocidade de germinacao e taxa respiratéria foi obtida para sementes com teor de agua
de 12% b.u. A atividade das isoformas de catalase foi mais pronunciada em sementes
com maior grau de desidratacdo em relacdo a peroxidase que diminuiu sua atividade. As
sementes apresentaram proteinas de baixo peso molecular resistentes ao calor, variando
de 48,7 a 13,2 kDa. A aquisicdo de tolerdncia a secagem em sementes de R.
elaeocarpum Reissek é mais associada a enzima catalase do que as enzimas esterase e
peroxidase.

Palavras-chave: secagem, germinacdo, isoenzimas, taxa respiratoria, proteinas

resistentes ao calor

ABSTRACT: This study aimed to investigate the desiccation tolerance of Rhamnidium
elaeocarpum Reissek seeds through physiological and biochemical alterations. Fruits
were collected in the municipality of Jaupaci, GO, Brazil, when seeds had a water
content of 37% wet basis (w.b.) than the seeds were kept in a drying oven with air
circulation at a temperature of 35°C until reached a water content of 20 to 12% (w.b.).

The following parameters were evaluated: germination, germination speed index,
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emergence, emergence speed index, electrical conductivity and respiration rate.
Furthermore, the electrophoretic profile of the isoenzymes: catalase, peroxidase and
esterase, the enzymatic activities of endo-B-mannanase and a-amylase and the
electrophoretic analysis of heat-resistant proteins were performed. A higher germination
speed and respiratory rate was obtained for seeds with a water content of 12 % w.b., and
the activity of catalase isoforms was more pronounced in seeds with a higher degree of
dehydration, which was in contrast to peroxidise that showed decreased activity. The
seeds contained heat-resistant proteins of low molecular weight that ranged from 48.7 to
13.2 kDa. We found that the acquisition of drying tolerance in R. Elaeocarpum Reissek
seeds is associated more with catalase than with esterase and peroxidase.

Key words: drying, germination, isoenzymes, respiration rate, heat-resistant

proteins
INTRODUCAO

A tolerancia a dessecacdo ¢ um fendmeno complexo resultante de ajustes
bioquimicos e celulares, permitindo que as células resistam a perdas consideraveis de
agua com o minimo de prejuizo ao tecido (MARCOS FILHO, 2005). Mudancas
substanciais na estrutura e organizacao celular ocorrem nos estadios tardios do acumulo
da matéria seca e secagem de maturacdo (WALTERS; KOSTER, 2007; BERJAK;
PAMMENTER, 2008). Com o inicio da secagem, diferentes mecanismos de expressao
diferencial de genes sdo ativados culminando na expressdo e atividades de enzimas
importantes no processo de aquisicdo da tolerancia (RAMANJULU; BARTELS, 2002;
BUITINK et al., 2006).

Em sementes ortodoxas, a expressdo destes genes ocorre durante o
desenvolvimento como parte do programa de maturagdo. Como resultado, os embrides
tornam tolerantes a dessecacdo consideravelmente antes da secagem de maturacao
(HOEKSTRA et al., 2001). Considerando que a aquisicdo de tolerancia a dessecagao é
regulada durante o desenvolvimento das sementes, com 0s possiveis mecanismos de
tolerancia sendo acumulados apenas em momentos precisos apos a fertilizacdo, o0s
tecidos vegetativos devem responder a sinais ambientais para ativar mecanismos de
protecdo para a planta inteira. E concebivel, que sinais ambientais de perda de agua
extrema possam ativar o repertorio existente de genes especificos de protecdo em

sementes e tecido vegetativos (ILLING et al., 2005).
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As tensdes associadas a perda extrema de agua incluem o estresse mecanico
associado com a perda de turgor, estresse oxidativo por geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a desestabilizacdo ou perda da integridade macromolecular
(WALTERS et al., 2002). Em organismos que sobrevivem a remocdo de agua, seus
constituintes celulares estdo protegidos ou podem ser reparados por mecanismos
enziméticos e ndo enzimaticos (WALTERS et al., 2001). A tolerancia a dessecacao
parece ser mediada por sistemas protetores que previnem danos letais em diferentes
componentes celulares, incluindo membranas, proteinas e citoplasma. Trés importantes
sistemas sdo caracterizados: a conversdo de agucares reduzidos em agUcares de cadeia
longa ndo reduzidos; habilidade para prevenir, tolerar ou reparar ataque de ROS por
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos e a inducdo das proteinas “late
embryogenesis accumulated” (LEA) e resistentes ao choque térmico (LI; SUN, 1999;
KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002; BERJAK; PAMMENTER, 2008).

A perda de viabilidade durante a secagem das sementes de varias espécies
sensiveis a dessecacdo é acompanhada pelo aumento da peroxidacdo de lipidos e pela
acumulacdo de radicais livres. Estes radicais livres podem reagir com o peréxido de
hidrogénio para produzir oxigénio singleto e radical hidroxila (OH"), que so toxicos
para as células e podem danificar os componentes celulares, tais como proteinas,
membranas, DNA. Radicais livres se acumulam, porque os sistemas removedores nao
sdo eficazes em corpos desidratados (BOUDET et al., 2006). A tolerancia a dessecacgédo
pode ser relacionada, pelo menos em parte, com a capacidade celular em sequestrar
espécies reativas de oxigénio e portanto, evitar efeitos deletérios tais como a
peroxidacdo de lipideos causada por estas espécies reativas (VERTUCCI; FARRANT,
1995). Portanto, compostos antioxidantes e enzimas removedoras de radicais livres, sdo
considerados como sendo de particular importancia para o desenvolvimento da semente
(GARNCZARSKA et al., 2009). A atividade de enzimas antioxidantes protege os
tecidos contra danos oxidativos decorrentes da perda de dgua nas espécies tolerantes a
dessecacdo (ILLING et al., 2005). Ha varios relatos descrevendo a acdo sinérgica da
expressao simultdnea de enzimas removedoras de radicais livres sobre a tolerancia a
dessecagdo em sementes (KWON et al., 2002).

AlteracGes nos padrdes da enzima esterase evidenciam a ocorréncia de eventos
deteriorativos, que podem contribuir para a reducdo na germinacdo das sementes a
medida que sdo aumentados os niveis de fatores adversos de temperatura e teor de dgua

das sementes, pois a esterase € a enzima envolvida em reac6es de hidrolise de ésteres,
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estando diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios (SANTOS et al, 2004;..
SANTOS et al, 2005). De acordo com Nkang et al. (2000), os sistemas de enzimas
removedoras de radicais livres, incluem a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a
dismutacédo de superdxido (02°) a H,O, e O, e as enzimas envolvidas na desintoxicacdo
de H,0O, (catalase, glutationa-redutase, ascorbato e outros peroxidases).

Um grupo particular de mRNAs e proteinas LEA se acumulam tipicamente
durante os estadios finais da embriogénese, ou em resposta a desidratacdo, a baixa
temperatura, salinidade ou tratamento com ABA exdgeno, indicando sua capacidade de
resposta celular a desidratacdo (RAMANJULU; BARTELS, 2002). Os mRNAs de
proteinas LEA, em tecidos embrionarios, aparecem no inicio da secagem, e se tornam as
espécies de mMRNA de maior prevaléncia no estado seco, diminuindo gradualmente
durante varias horas ap6s embebicdo das sementes. Proteinas do tipo LEA sao ricas em
glicina e outros aminoécidos hidrofilicos e apresentam poucos residuos hidrofébicos,
sdo extraidas em condigdes de alta temperatura e ndo apresentam nenhuma atividade
catalitica aparente (GOYAL et al., 2005).

As proteinas LEA, geralmente, sdo capazes de proteger outras proteinas ou
membranas, semelhantes aos acgUcares, atuando como moléculas de reposicdo de agua
(BOUDET et al., 2006). Proteinas do tipo LEA sdo amplamente distribuidas entre as
espécies de monocotiledéneas e dicotiledéneas, e por sua natureza anfipatica, essas
proteinas sdo capazes de inibir a desnaturacdo de macromoléculas e estabilizar
estruturas intracelulares sob condicdes de estresse, sendo associadas com a tolerancia a
dessecacgéo das sementes (BLACKMAN et al., 1995; CLOSE, 1997).

Um dos processos mais estudados, que ocorrem em organismos para se adaptar a
condicao de estresse, ¢ a indugao de proteinas de choque térmico, ‘heat shock proteins’
(HSP), que incluem varias familias de proteinas conservadas. O papel das HSPs esta
relacionado com a manutencdo e com o reparo de estruturas macromoleculares durante
a desidratacdo ou durante a reidratacdo, respectivamente. Embora todos os organismos
possam sintetizar HSPs em resposta ao calor, o equilibrio de proteinas sintetizadas e a
importéncia relativa de cada familia de HSP em relagdo & tolerancia ao estresse de
temperatura variam grandemente entre os organismos (QUEITSCH et al., 2000).

O Rhamnidium elaeocarpum Reissek, conhecido popularmente como cafezinho
ou cafezinho-do-cerrado, é uma espécie com ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo
em quase todos os estados, sendo encontrada sobretudo em matas ciliares. As folhas e

cascas sdo utilizadas popularmente no Brasil para reduzir o prurido das gengivas de
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criangas no inicio da denticdo e para dores estomacais. O extrato metandlico das folhas
apresenta quantidades satisfatdrias de flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos. Tais
substancias podem ser responsaveis pela atividade antiGlcera apresentada por esse
extrato, visto que esses compostos desempenham atividade antioxidante (OLIVEIRA et
al., 2010).

Como s&o escassos 0s trabalhos sobre os mecanismos de tolerancia a dessecagéo
em sementes de espécies nativas do Cerrado, objetivou-se neste trabalho investigar a
tolerancia a dessecacdo, por meio de alteracdes fisiologicas e bioguimicas, em sementes

de R. elaeocarpum submetidas a secagem.

MATERIAL E METODOS

Os frutos maduros foram coletados na fazenda Padre Galileu, no municipio de
Jaupaci, GO, em dezembro de 2011, em cinco matrizes distantes no minimo 100 m
entre si. A pesquisa foi realizada no Laboratério de Analise de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (MG). Os frutos foram
despolpados manualmente, por meio de maceracdo em peneira (5mm), sob agua
corrente, separando as sementes dos residuos. As sementes foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio a 2%, por trés minutos, e em seguida lavadas com agua
destilada. Apos a lavagem as sementes foram dispostas em bandejas plasticas cobertas
com papel toalha para a remocdo do excesso de agua. O teor de agua das sementes foi
determinado pelo método da estufa a 105+3°C por 24 horas (BRASIL, 2009), com
quatro subamostras de 10 sementes. O calculo foi feito na base imida, sendo o resultado
expresso em porcentagem. ApoOs a determinacdo do teor de agua inicial, parte das
sementes foi acondicionada em sacos de papel e deixadas em estufa de secagem com
circulacdo forcada de ar, regulada a temperatura de 35°C, sendo a perda de massa
avaliada em balanca de precisdo a cada uma hora, até alcancarem massas referentes aos
teores de agua de 20 e 12 % de base Umida (b.u.) A perda de agua pelas sementes foi

determinada por meio da formula recomendada pelas Regras para Anéalise de Sementes:
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Em que: Pf: massa final da amostra (g); Pi: massa inicial da amostra (g); TAI:
teor de &gua inicial das sementes (% b.u); TAF: teor de 4gua desejado das sementes (%
b.u).

Aplés a obtencdo dos teores de agua desejados, as sementes foram
acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em camara fria (temperatura de 10°C e
50-60% de umidade) até o momento da realizagcdo dos ensaios. A qualidade fisiologica
e o vigor das sementes foram avaliados mediante 0s seguintes parametros: germinacgéo
(%), indice de velocidade de germinacéo (IVG), emergéncia (%), indice de velocidade
de emergéncia (IVE), condutividade elétrica e taxa respiratoria.

Teste de germinacgao: a semeadura foi realizada em folhas de papel “germitest”,
umedecidos com &gua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso do
substrato seco (BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 50 sementes. Os rolos de
papel, contendo as sementes, foram mantidos em germinador, do tipo Mangelsdorf, a
temperatura de 30°C. Para a determinacdo do indice de velocidade de germinacéao
(IVG), foram realizadas avaliacdes diarias, sendo consideradas germinadas as sementes
que apresentavam protrusdo radicular de 0,5cm, e o célculo foi feito por meio da
férmula proposta por Maguire, 1962. Para a porcentagem de germinacdo foram
consideradas apenas as plantulas normais (aquelas que apresentavam todas as estruturas
essenciais desenvolvidas, sem nenhum tipo de dano) decorridos 30 dias apos a
semeadura.

Teste de emergéncia em condi¢fes controladas: No teste de emergéncia,
foram utilizadas 200 sementes divididas em quatro repeticGes de 50 cada. A semeadura
foi realizada, a 3 cm de profundidade, em bandeja plastica de 40x30x8 cm, contendo
como substrato a mistura de terra de subsolo e areia na proporcdo de 3:1. O substrato foi
umedecido até 70% de sua capacidade de campo, sendo posteriormente irrigado sempre
que necessario. As bandejas foram mantidas em camara de crescimento a temperatura
de 25°C e fotoperiodo (oito horas de luz e 16 horas de escuro) por 30 dias. Foram
realizadas contagens didrias a fim de se determinar o indice de velocidade de
emergéncia de plantulas (IVE), de acordo com Maguire (1962), considerando a
emergéncia de plantulas acima de 1,5 cm do substrato. Avaliou-se, ao final dos 30 dias,
a porcentagem de emergéncia (% E) em que foram consideradas apenas as plantulas
normais (aquelas com todas as estruturas essenciais perfeitas, sem nenhum dano).

Teste de condutividade elétrica: Realizado com quatro subamostras de 50

sementes, previamente pesadas em balanca de precisdo de 0,001 g e, em seguida,
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colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de agua destilada e deionizada e
mantidas em camara do tipo BOD a 25°C por 24 horas. Apds esse periodo, foi
determinada a condutividade elétrica em condutivimetro digital, da marca Digimed,
modelo CD 21A, sendo os resultados expressos em uScm™>.g™.

Taxa Respiratéria: A taxa respiratoria foi determinada pelo método da
titulacdo, segundo metodologia descrita por Crispim et al. (1994). Foram utilizadas
caixas de plastico transparente tipo gerbox, contendo uma bandeja de tela fina, utilizada
como suporte para as sementes. Foram empregadas quatro subamostras de 50 sementes,
as quais foram pesadas previamente para a obtencdo do massa seca das sementes. No
fundo de cada gerbox foram adicionados 40 mL de solugdo de KOH 0,1 N e sobre a tela
foram depositadas duas folhas de papel mata-borrdo umedecido 2,5 vezes 0 seu peso
seco, sobre as quais as sementes foram distribuidas de maneira a formarem camada
uniforme. Para cada amostra foi constituida uma testemunha, denominada prova em
branco, preparada apenas com a solu¢do de de KOH 0,1 N. Em seguida, os gerbox
foram tampados e vedados com filme plastico, a fim de evitar trocas gasosas, e
mantidos em camara de germinacdo, do tipo BOD, por um periodo de 24 horas a
temperatura constante de 25°C. Apos esse periodo, retirou-se 25 mL da solucdo de
KOH 0,1 N, de cada repeticdo, na qual foram adicionadas trés gotas de fenolftaleina
para a titulacdo com HCI 0,1 N. No ponto de viragem foi registrado o volume de HCI
gasto para neutralizar a solucdo de KOH em cada uma das amostras testadas. O calculo

final da taxa respiratéria foi realizado por meio da seguinte equagdo:

B-L)xC

IR =
MS

Em que: B ¢ a leitura da prova em branco; L é a leitura da titulacdo de cada
repeticdo utilizando HCI; C é a constante denominada fator de correcdo com valor de
3,52 e MS é a massa seca das sementes submetidas as avaliacfes. Os resultados foram
expressos em mg de CO, por grama de semente seca.

As variaveis bioquimicas e moleculares analisadas nas sementes foram:
Determinagdo de isoformas da enzima a-amilase, determinacdo de isoformas de
enzimas removedoras de radicais livres, determinacdo da atividade da enzima endo-f-
mananase e determinacdo do perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor.

Determinagéo de isoformas da enzima a-amilase: O perfil eletroforético da o-

amilase foi determinado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante num sistema



29

descontinuo. As sementes foram submetidas ao teste de germinacéo por 48 horas. Apos
esse periodo, as plantulas foram descartadas e o tecido de reserva foi triturado em
cadinho (sobre gelo), na presenca de nitrogénio liquido, e as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer, a - 80°C, até o momento das analises. A extracdo da
enzima se processou pela adicdo de 200 pL de tamp&o de extracdo tris-HCI, 0,2 mol.L™,
pH 8,0 a 100 mg das amostras de cada tratamento; o homogeneizado foi mantido por 12
horas em geladeira a temperatura de 5°C, centrifugado a 16.000xg, a 4°C, por 30
minutos e, volumes de 40 pL do extrato foram aplicados ao sistema descontinuo de géis
de poliacrilamida a 4,5% (gel de empilhamento) e 7,5% (gel separador- 5% de amido
soluvel); o sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina pH 8,9 e a corrida
eletroforética foi realizada a 4°C, por quatro horas, a uma voltagem constante de 150 V.
As bandas de atividade da enzima o-amilase foram reveladas segundo Alfenas (1998);
apo6s o tratamento com iodo, avaliou-se a presenga ou auséncia de bandas claras em
fundo azulado (revelacdo negativa), pela reagdo com a amilose, bem como a intensidade
relativa das isoformas.

Determinacéo de isoformas de enzimas removedoras de radicais livres: As
sementes foram trituradas na presenca do antioxidante PVVP 40 (polivinilpirrolidona) e
imediatamente armazenadas a -80°C até a realizacdo das analises. Cem miligramas do
macerado foram colocados em microtubulos, acrescidos de 2,5 vezes o seu peso de
tampdo de extragdo (Tris-HCI 200 mM, pH 8 e 0,001% de B-mercaptoetanol). As
amostras dos materiais de cada tratamento foram mantidas em geladeira “overnight” e
entdo foram centrifugadas 16.000 xg por 30 minutos a 4°C, sendo, em seguida aplicados
60 pL do sobrenadante de cada amostra ao sistema descontinuo de géis de
poliacrilamida a 4,5% (gel de empilhamento) e 7,5% (gel separador). O sistema
gel/eletrodo foi o Tris-glicina pH 8,9 e a corrida eletroforética realizadas a 4 °C, por
quatro horas, em voltagem constante de 150 V. ApGs a corrida eletroforética, os géis
foram revelados para o sistema enzimatico catalase e esterase de acordo com Alfenas
(1998) e peroxidase de acordo com Tanksley e Orton (1983). Apds a revelagdo, a
avaliacdo dos géis foi realizada sobre transluminador, sendo considerada a presenca e
auséncia das bandas para cada amostra e intensidade relativa das diferentes isoformas.

Atividade da enzima endo-p-mananase: Para a extracdo da enzima endo-f-
mananase as sementes de cada tratamento, pré-embebidas em agua destilada por 24
horas e, sem o tegumento, foram maceradas em nitrogénio liquido e PVP 40. Foram
adicionados 600 pL do tampéo de extracdo [100 mM Hepes, 500 mM NaCl e 0,5% de
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acido ascorbico, pH 8,0] a 200 mg do macerado de sementes de cada tratamento. Em
seguida, os microtubos contendo as amostras foram agitados em agitador tipo vortex por
1 minuto e centrifugados por 30 minutos a 10000 xg aos 4 °C. Do sobrenadante, 20 uL
foram aplicados em gel contendo 6 mL de locust bean gum -Sigma nr 0753 (LBG), 0,24
g de agarose (Qbiogene) e 24 mL de tampéo pH 5,0 (11 mL de &cido citrico 1M, 50 mL
de Na,HPO, e 149 mL de agua destilada). As aliquotas foram aplicadas em furos de 2
mm feitos no gel com auxilio de um furador e em seguida, o gel, contendo as amostras,
foi transferido para o germinador a 25°C por periodo de 21 horas, no escuro, em camara
Umida. Logo apds, o gel foi coberto com o corante vermelho congo a 0,5% por 30
minutos e descorado em etanol por 10 minutos. Removido o etanol com &gua destilada,
foi adicionada a solucdo de 1M de NaCl até a observacao visual da formacao de halos
brancos nos furos que vao conter as amostras. Nesse momento, foi feita a medicdo do
didmetro dos halos em duas dire¢cfes com um paquimetro resultando em uma média.
Para o célculo da atividade da enzima, foi feita uma comparacdo com a curva padrdo
gerada pela endo-B-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O calculo da
atividade da enzima endo-p-mananase foi realizado segundo Downie et al. (1994). O
ensaio foi conduzido, com trés repeti¢cdes para cada tratamento.

Perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor: As sementes foram
trituradas em um cadinho na presenca de nitrogénio liquido e em seguida, foi
adicionado tampdo de extracdo descrito por Alfenas (1998), na propor¢do de 10 partes
de tampdo para 1 de sementes trituradas. As amostras foram centrifugadas a 16000 xg
por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi separado e incubado em banho-maria a 85 °C
por 10 minutos e novamente centrifugado como anteriormente. Antes da aplicacdo no
gel desnaturante de poliacrilamida, 40 puL de tampédo da amostra (ALFENAS, 1998)
foram adicionados em 70 pL de cada extrato, seguindo a incuba¢do em banho-maria
com &gua em ebuli¢do por cinco minutos. Em seguida, foram aplicados 50 pL de cada
amostra em gel de poliacrilamida desnaturante e descontinuo constituido pelo gel de
empilhamento (6%) e o de separacdo (12,5%); o tampéo de corrida utilizado foi Tris-
glicina + SDS pH 8,9 e a corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical, a
temperatura ambiente e voltagem constante de 150V por quatro horas. Para
determinacdo da massa molecular das cadeias polipeptidicas, utilizou-se o marcador de
massa variando de 10 a 220 KDa (Invitrogen®). Apoés a corrida, os géis foram corados
em solucdo de Coomassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e descorados em solugéo

de etanol:acido acético:agua nas proporg¢des 0,5:1:8,5 (v:v), conforme Alfenas (1998).
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A avaliagdo dos géis foi realizada sobre transluminador, sendo considerada a presenca e
auséncia das bandas.

Delineamento estatistico: O delineamento experimental para os testes de
qualidade fisiologica e de vigor foi o inteiramente ao acaso com quatro repeticdes para
cada um dos trés teores de &gua definidos. Os dados foram interpretados
estatisticamente por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade com auxilio do software Sisvar (Sistema de Analise de
Variancias) para Windows (FERREIRA, 2000). Os dados expressos em porcentagem
foram transformados em arco seno raiz quadrada de x/100, em que X se refere a

porcentagem.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Maior velocidade de germinacdo foi obtida para as sementes submetidas a
secagem, com teor de agua de 12% b.u. Para as demais variaveis ndo houve diferenca

entre os teores de agua (Tabela 1)

Tabela 1. Comparacdo entre os valores médios para indice de velocidade de
germinacdo (IVG); porcentagem de germinacdo; indice de velocidade de emergéncia
(IVE); porcentagem de emergéncia em sementes de Rhamnidium elaeocarpum Reissek

com diferentes teores de agua.

Teores de 4gua (% b.u.) IVG G (%) IVE E (%)
37 10,29¢ 80,50 a 2,67 a 94,55 a
20 1181b 81,00 a 2,97 a 93,95 a
12 12,68 a 82,00 a 3,13 a 90,06 a
CV (%) 3,41 4,63 9,40 2,64

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de

significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A reducdo do teor de agua das sementes ndo alterou a qualidade fisioldgica das
mesmas, mantendo elevados valores para germinacdo e emergéncia de plantulas,
conforme observado na tabela 1. Para sementes de Coffea canephora ,observou-se que,
com a reducdo do teor de agua, ocorreu reducdo dos valores de germinacdo e do vigor
das sementes (ROSA et al., 2005). A secagem de sementes de Magnolia ovata ao
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contetido de 4gua abaixo de 0,10 g-g™ levou a perda, quase total, da viabilidade, ainda
foram detectadas algumas sementes dormentes ao final do teste de germinagéo (JOSE et
al., 2009). Para sementes de Anemone nemorosa L. a germinacéo foi significativamente
maior para sementes ndo secas quando comparadas as sementes submetidas a secagem
em cada tempo de amostragem (ALI et al., 2007).

Para a condutividade elétrica, ndo houve diferenca entre os teores de &gua das
sementes, ao passo que para a taxa respiratoria os maiores valores foram obtidos para as

sementes submetidas a secagem (Tabela 2).

Tabela 2. Comparagdo entre os valores médios para condutividade elétrica (CE) e taxa
respiratoria (TR) das sementes de Rhamnidium elaeocarpum Reissek com diferentes

teores de agua.

Teores de 4gua (% b.u)  CE (uS.cm™.g’) TR (mg CO./g M.S.)

37 3482 5,64 b

20 4,00 a 6,36 a

12 417 a 6,37a
CV (%) 13,71 5,81

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de

significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O teste de condutividade elétrica avalia os danos de membrana que podem
ocorrer nas células das sementes quando submetidas a secagem, por meio de avaliagdo
da liberacdo de ions no processo de reidratacdo durante a embebicdo. Para as sementes
de R. elaeocarpum, ndo houve diferenca entre os valores de liberacdo de exsudados
entre sementes Umidas e secas, demonstrando que mecanismos de protecdo ou reparo de
membrana possam estar atuando nestas sementes e contribuindo para a aquisicdo de
tolerdncia a dessecacdo. Para sementes de soja, colhida em estadios iniciais do
desenvolvimento e submetidas a secagem, houve aumento nos valores de condutividade
elétrica, indicando que as sementes colhidas com maior teor de dgua estavam menos
tolerantes a dessecacgédo (VEIGA et al., 2007).

As sementes submetidas a secagem apresentaram maiores valores para a taxa
respiratoria quando comparadas as sementes Umidas. Assim, a medida que se diminui o
teor de agua das sementes, até atingir 12% (b.u.), ocorreu aumento na concentragéo de

CO; liberado durante o processo de embebicdo, indicando menor grau de deterioragédo



33

em relacdo aos demais teores de &gua. A atividade e integridade das mitocondrias de
embrides vidveis aumentam a partir da embebigdo, aumentando assim a producgédo de
ATP, elevando o consumo de oxigénio e consequentemente elevando a producao de gas
carbénico (BEWLEY; BLACK, 1994). Em sementes de tremoco, a taxa respiratoria
diminuiu durante a dessecacdo em sementes maduras e representou apenas 10% do
valor obtido para embrides jovens (GARNCZARSKA et al., 2009).

Este trabalho avaliou o padrdo eletroforético para as enzimas o-amilase, catalase,
esterase e peroxidase em sementes de R. elaeocarpum, submetidas a secagem na
temperatura de 35°C, e com diferentes teores de dgua

Foram detectadas atividades enzimaticas de todas as enzimas avaliadas em gel
de poliacrilamida ndo desnaturante. Nas condi¢fes avaliadas, as sementes de R.
elaeocarpum apresentaram uma, duas, seis e uma isoforma(s) para o-amilase, catalase,

esterase e peroxidase, respectivamente (Figura 1).

Ul 2% 12%

Ul 20% 12%

Figura 1. Padrdo eletroforético de diferentes enzimas em sementes de Rhamnidium
elaeocarpum Reissek, submetidas a secagem na temperatura de 35°C, e com diferentes
teores de agua; A - a-amilase; B - catalase; C - esterase; D - peroxidase. (U.l.- umidade
inicial - 37% b.u.; 20% b.u.; 12% b.u.). Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras
- MG, 2012.
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A determinacédo do perfil eletroforético de isoenzimas € uma ferramenta Util para
estimar e elucidar a estrutura da variabilidade genética em populagdes naturais,
determinar o fluxo génico entre espécies, processos de hibridizacdo e a filogenia em
diferentes modelos bioldgicos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Do ponto de
vista agrondmico, a avaliagdo do padréo de isoformas contribui para a determinacdo de
ligagéo génica, identificagdo de cultivares e selegdo indireta para caracteres de interesse
(TANKSLEY; ORTON, 1983).

Além destas aplicacOes, a visualizacdo das isoformas enzimaticas possibilita
relacionar o efeito de fatores bidticos e abiodticos no perfil de expressdo enzimaética,
podendo ser controlado em diferentes momentos da expressdo de um gene, seja um
controle pré ou pos transcrional e traducional.

A reducdo do teor de agua das sementes ndo resultou em alteracdo no perfil
isoenzimatico das enzimas a-amilase, catalase, esterase e peroxidase. Este resultado é
indicativo da importancia das isoformas avaliadas em todo o processo de perda de agua
pelas sementes de R. elaeocarpum.

A desidratacdo de tecidos vegetais esta associada com o aumento da geracéo
espécies reativas de oxigénio (EROS), que atuando sinergicamente resultam em
expressdo diferencial de genes e ocasionam numerosos efeitos deletérios (LEPRINCE et
al., 1993; VERTUCCI; FARRANT, 1995). O principal sistema de
detoxicacao(destoxificacdo) das espécies reativas de oxigénio envolve o conjunto das
enzimas superoxido dismutase, catalase e enzimas do ciclo ascorbato glutationa
(SCANDALIQS, 1997).

Curiosamente, em sementes de R. elaeocarpum, a avaliacdo da intensidade
relativa das isoformas da catalase e peroxidase indica papel mais efetivo da primeira a
medida que a umidade das sementes aproxima de 12%. Percebe-se claramente a reducao
da intensidade da uUnica isoforma da peroxidase (Fig. 1D) em relacdo ao aumento da
intensidade das duas isoformas da catalase (Fig. 1B). A desidratacdo de sementes € um
estresse abiotico que resulta em danos celulares capazes de gerar espécies reativas de
oxigénio, como o peroxido de hidrogénio. Tanto a catalase quanto a peroxidade atuam
sobre o perdxido de hidrogénio transformando-o em compostos ndo toxicos a celulas. A
eficiéncia da atividade enzimatica de detoxicacdo das espécies reativas, principalmente
a catalase, aumenta durante o desenvolvimento da semente e estd intimamente

relacionada com o conteudo de agua em sementes de girassol (BAILLY et al., 2004).



35

Em contrapartida, as atividades da peroxidase e glutationa redutase diminuem durante a
dessecacgédo de sementes de Triticum durum (DE GARA et al., 2003).

Resultado semelhante foi encontrado por Rosa et al. (2005), ao trabalhar com
tolerancia a dessecacdo em sementes de milho, no qual a enzima catalase apresentou
aumento de atividade nas sementes tolerantes a secagem a 50°C, que foram submetidas
aos periodos de pré-condicionamento iguais ou superiores a 24 horas, apresentando
também polimorfismo. Em sementes de tremoco houve aumento da atividade da
catalase em embrides de sementes maduras secas, quando comparada a sua atividade em
embrides jovens (GARNCZARSKA et al., 2009).

Houve aumento da atividade da enzima endo-p-mananase em relagcdo ao maior
grau de desidratacdo das sementes submetidas a secagem (Figura 2). Essas endo-
enzimas vém sendo apontadas como importantes em eventos germinativos (antes da
protrusdo da radicula) e pos-germinativos de mobilizacdo de reservas (apds a protrusao
da radicula) em paredes celulares do endosperma (DIRK et al., 1995).
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Figura 2: Atividade da enzima endo-p-mananase em sementes de Rhamnidium
elaeocarpum Reissek com diferentes teores de agua. (37% b.u; 20% b.u.; 12% b.u.).
"Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Barra: Erro padrédo da media.
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2012.
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As células vegetais, sob diferentes tipos de estresses bidticos ou abioticos,
possuem um conjunto de proteinas resistentes ao choque térmico que desempenham
diferentes funcbes, dentre elas, auxiliar a manter a conformacdo nativa de outras
proteinas, inclusive enzimas. Um grupo particular destas proteinas, denominadas de
pequenas proteinas de choque térmico (HSPs), € bastante diverso em plantas, presentes
em diferentes regides e organelas celulares e sintetizadas durante os varios estadios de
desenvolvimento vegetal. Sua expressdo pode ser induzida por diferentes agentes como
estresse oxidativo, frio, presenca de metal pesado, radiacdo, dentre outros fatores.
Assim, acredita-se que o0s papéis exercidos pelas HSPs sdo importantes em diferentes
condices estressante,s além do estresse térmico (MORROW; TANGUAY, 2012).

Na Figura 3, estdo os resultados da analise eletroforética de proteinas resistentes
ao calor em sementes de R. elaeocarpum submetidas a secagem e com diferentes teores

de agua.

48,7 e
36,4

(KDa)

24,3

15,8
13,2

Massa molecular das cadeias polipeptidicas

M u.lL 20% 12%

Teor de agua das sementes

Figura 3. Padrdo eletroforético de proteinas resistentes ao calor em sementes de
Rhamnidium elaeocarpum Reissek com diferentes teores de agua. (M — marcador de
peso molecular; U.l — umidade inicial 37% b.u.; 20% b.u.; 12% b.u.). Universidade
Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2012.

O perfil eletroforético destas proteinas demonstra a presenca de cinco cadeias
polipeptidicas, variando de 48,7 a 13,2 kDa, em sementes com diferentes conteudos de
agua. As cadeias com 0s menores pesos moleculares (24,3; 15,8 e 13,2 KDa) sdo as
mais abundantes nas sementes avaliadas nos diferentes tratamentos.
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Proteina de baixo peso molecular de 22 kDa e resistente ao choque térmico
(HSPs) foi encontrada em sementes de Fagus sylvatica L. e seu contetdo foi
proporcional ao tempo de estocagem (KALEMBA; PUKACKA, 2008). Em
contraposicdo, sementes de soja secas no campo e colhidas com 13% de teor de agua
apresentaram maior intensidade de bandas, ou maior conteldo de proteinas resistentes
ao calor, indicando que a secagem induziu a sintese em sementes colhidas com altos
teores de agua (VEIGA et al., 2007). Varios mecanismos sdo associados com a
manutencdo da tolerancia a dessecacéo, conferindo protecdo contra as consequéncias da
perda de &gua. Embora as sementes possam acumular proteinas resistentes ao calor
durante o seu desenvolvimento, sua presenca por si s6 parece ndo ser responsavel pela
tolerancia a alta temperatura de secagem e outros fatores podem estar influenciando essa
caracteristica (JOSE et al., 2005). O papel funcional das proteinas resistentes ao calor

em sementes de R. elaeocarpum precisa ser investigado.
CONCLUSOES

A secagem das sementes de R. elaeocarpum até 12% de teor de 4gua manteve
inalterada a germinacdo e a emergéncia de plantulas, além de promover aumento na
atividade da enzima endo-p-mananase. Suas sementes possuem atividade enzimatica de
a-amilase, catalase, esterase e peroxidase como resultado da presenca de diferentes
isoformas.

Sementes de R. elaeocarpum apresentam caracteristicas ortodoxas e a aquisi¢cdo
de tolerdncia na secagem pode estar associada a enzima catalase e a presenca de
proteinas de baixo peso molecular, resistentes ao calor, sobretudo as cadeias
polipeptidicas de 24,3; 15,8 e 13,2 KDa.
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CAPITULO 2

Desempenho fisioldgico e bioquimico de sementes de Pouteria ramiflora (Mart.)

Radlk., colhidas em diferentes estadios de maturacao e submetidas a secagem

Physiological and biochemical performance of Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. seeds

harvested at different maturation stages and subjected to drying
(Artigo conforme as normas da Revista African Journal of Agricultural Research)

RESUMO: Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar alteracbes no
desempenho fisioldgico e bioquimico de sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.,
em diferentes estadios de maturacdo, quando submetidas a secagem. As sementes foram
coletadas em dois estaddios de maturacdo (Estadio 1: maduras; Estadio 2: imaturas).
Uma amostra das sementes, em cada estadio de maturacdo, foi mantida com o teor de
agua inicial (controle) e outra parte foi submetida a secagem em estufa com circulagédo
de ar na temperatura de 35°C até alcancarem o0s teores de agua de 20 e 12% b.u.
Imediatamente apds a imposicao dos tratamentos, foram avaliados parametros acerca da
qualidade fisioldgica, do vigor e do desempenho bioquimico das sementes. A secagem
das sementes até 12% (b.u.) afetou negativamente a qualidade fisiologica e o vigor,
principalmente para as sementes imaturas. Maior concentra¢do de sacarose foi obtida
para sementes secas, independente do estadio de maturacdo. Nao foi detectada atividade
de isoenzimas de catalase e peroxidase e proteinas resistentes ao calor ndo foram
visualizadas em géis desnaturantes de poliacrilamida. A enzima a-amilase foi mais ativa
em sementes maduras e Umidas, demonstrando o efeito negativo da secagem
principalmente para sementes imaturas. Para a isoenzima esterase, detectou-se maior
intensidade de bandas em sementes imaturas, independente do teor de agua, e pouca
reducdo de sua atividade a medida que o teor de agua das sementes maduras foi
diminuindo. Pode-se concluir que as sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.
apresentam alteracdes fisioldgicas e bioquimicas quando submetidas a secagem, e sao
intolerantes a dessecacéo, sendo esta intolerancia mais evidenciada antes das sementes
atingirem a maturidade fisioldgica.

Palavras-chave: espécie florestal, maturidade fisiologica, tolerdncia a dessecacéo,

isoenzimas
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate alterations in the physiological and
biochemical performance of Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. seeds at different
maturation stages when subjected to drying. The seeds were harvested at two maturation
stages (Stage 1: mature; Stage 2: immature). A sample of seeds at each maturation stage
was not subjected to drying (control), and another sample was subjected to drying in an
air circulation oven at 35 °C until the seeds reached water content levels of 20% and
12% bushel (bu.). The parameters regarding the physiological quality, vigor and
biochemical performance of the seeds were evaluated immediately at the onset of
treatment. The drying of seeds up to 12% bu. negatively affected the physiological
quality and vigor of the seeds, particularly in the immature seeds. Higher concentrations
of sucrose were found in dry seeds, regardless of maturation. There was no detectable
activity of catalase and peroxidase isoenzymes, and heat-resistant proteins were not
observed on denaturing polyacrylamide gels. The a-amylase enzyme was most active in
mature and moist seeds and showed the negative effect of drying, particularly with
respect to immature seeds. A greater intensity of esterase isoenzyme bands was detected
in immature seeds (regardless of water content) with little reduction of activity as the
water content of mature seeds decreased. It can be concluded that the Pouteria
ramiflora (Mart.) Radlk. seeds show physiological and biochemical alterations when
subjected to drying, that they are intolerant to desiccation, and that this seed intolerance
is most evident prior to reaching physiological maturity.

Key words: forest species, physiological maturity, desiccation tolerance, isoenzymes
INTRODUCAO

A espécie Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk., popularmente conhecida como
curriola, abiu-do-Cerrado, abiu-piloso, bacupari liso, fruta-de-veado, grdo-de-galo,
massaranduba, gunjara, mandapuca e pitomba-de-leite, € uma frutifera, de habito
arbustivo-arboreo, amplamente distribuida em éareas de Cerrado, ocorrendo nas
fitofisionomias de cerraddo, cerrado sentido restrito, cerrado ralo, borda de vereda e
mata mesofitica (Almeida et al., 1998). Possui flores pequenas hermafroditas ou
pistiladas, arranjadas em inflorescéncias racemosas com eixo curto, dispostas
densamente nas axilas das folhas, ao longo dos ramos. A floracdo ocorre de maio a
setembro, com pico de flores abertas em agosto, em plena estacdo seca, e a maturagédo

dos frutos ocorre no periodo chuvoso, favorecendo a disperséo das sementes (Gama et



45

al., 2011). Os frutos apresentam cheiro forte e sabor agradavel, coloracéo esverdeada e
polpa branca, sendo apreciados pelas populac6es locais na forma de suco ou in natura
(Dalponte e Lima, 1999). E indicada para areas de preservacdo permanente, ja que € a
espécie que se adapta a ambientes abertos (Lorenzi, 1992). Nao foram encontrados, na
literatura, relatos acerca do comportamento fisiol6gico de suas sementes em resposta a
perda de &gua. Assim, pela sua importancia ecoldgica e ao seu potencial na geracdo de
servicos e renda, € importante determinar caracteristicas fisiologicas das sementes, a fim
de estabelecer estratégias de conservacdo e contribuir para o estabelecimento de
protocolos para a producdo de mudas desta espécie.

A condicdo fisiologica da semente foi inicialmente estudada por Roberts (1973),
que classificou as sementes em ortodoxas ou recalcitrantes de acordo com o
comportamento no armazenamento. Mais tarde, Ellis et al. (1990) introduziram o
conceito de intermediarias. Como este aspecto fisioldgico esta relacionado com o grau
de tolerancia das sementes a desidratacdo, deve-se classifica-las como tolerantes a
dessecacdo ou ortodoxas; ndo tolerantes a dessecacdo ou recalcitrantes e ainda as
intermedidrias, cujo comportamento durante a secagem e armazenamento possuem ora
caracteristicas semelhantes as ortodoxas ora as recalcitrantes.

O padrdo de desenvolvimento das sementes ortodoxas é caracterizado por trés
grandes fases: a embriogénese (histodiferenciacdo), em que o zigoto fertilizado sofre
maultiplas divisbes celulares; a maturacdo ou enchimento da semente, que ocorre sintese
de reservas de armazenamento, rapida expansdo celular e acimulo de matéria seca; e
por fim, a dessecacgdo e quiescéncia, em que ocorre desidratacdo até atingir o equilibrio
com a umidade relativa do ar, apresentando graus de umidade relativamente baixos no
momento da colheita (Jiang e Kermode, 1994; Angelovici et al., 2010). As sementes
ortodoxas, geralmente, ndo sO toleram a dessecacdo mas, provavelmente, dependem
dela para redirecionar os processos metab6licos do desenvolvimento em direcdo a
germinacdo. Considerando apenas a secagem, ha dois periodos distintos durante o
desenvolvimento da semente: intolerante (primeira fase e parte da segunda) e tolerante
(parte da segunda fase e toda a terceira fase) a dessecacdo. Por outro lado, as sementes
recalcitrantes praticamente ndo perdem agua durante a maturacao, passando diretamente
do metabolismo de desenvolvimento para a germinagdo, Sd0 muito sensiveis a
dessecacdo e normalmente mantém graus de umidade de 30% a 70% (Barbedo e
Marcos-Filho, 1998; Marcos-Filho, 2005).



46

Durante o desenvolvimento das sementes, as células vegetais necessitam de
adaptacOes fisiologicas, bioquimicas e morfologicas temporalmente coordenadas por
expressdes diferenciais de genes, capazes de impedirem a morte ou dano celular a
medida que o contetido de agua deste 6rgéo é retirado. Os mecanismos de tolerancia a
dessecagdo em angiospermas parecem ter originado ancestralmente de algas e
progenitores endossimbidticos de mitocdndria e cloroplasto nos vegetais (Gaff e Oliver,
2013). A aquisicdo de tolerancia a dessecacao é regulada, com os possiveis mecanismos
de tolerancia sendo acumulados apenas em momentos precisos apos a fertilizacdo e 0s
tecidos vegetativos devem responder a sinais ambientais para ativar mecanismos de
protecdo para a planta inteira. E concebivel, que sinais ambientais de perda de agua
extrema possam ativar um repertdrio existente de genes especificos de protecdo em
sementes e tecidos vegetativos (llling et al., 2005).

Estimativas sugerem que aproximadamente 50% das espécies tropicais
produzam sementes sensiveis a dessecacdo (Tweddle et al., 2003). Nas espécies capazes
de suportarem esse processo, a tolerancia a dessecacdo € adquirida na fase de acumulo
de reservas e pode ser induzida por meio de secagem lenta artificial, em determinados
estadios de desenvolvimento. O &cido abscissico (ABA), além de controlar o acimulo
de substancias de reservas, possui papel importante na tolerancia a dessecacdo em
sementes ortodoxas (Nambara et al., 2010). Durante o desenvolvimento, a concentracédo
de ABA diminui préximo ao final desta etapa, enquanto a tolerdncia a dessecacao €
aumentada (Pammenter et al., 1994). As sementes passam por mudancas nos diferentes
estadios de desenvolvimento e com a progressiva perda de agua, ap6s a maturidade
fisiolégica, tornam-se mais tolerantes a temperaturas mais elevadas de secagem,
indicando que eventos ocorrem juntamente com a reducdo do teor de agua (Rosa et al.,
2004).

Diversas mudancas bioquimicas ocorrem nas células das sementes em resposta a
dessecacdo. As tensdes associadas a perda extrema de dgua incluem o estresse mecanico
associado com a perda de turgor, estresse oxidativo de radicais livres e a
desestabilizacdo ou perda da integridade macromolecular (Walters et al., 2002). Em
Arabidopsis, a transicdo entre o acimulo de reservas na semente e a dessecacdo esta
associada a grande alteracdo no seu metabolismo, resultado do acumulo de diferentes
acucares, acidos organicos, aminoacidos ricos em nitrogénio e metabolitos derivados do
chiquimato (Fait et al., 2006).
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Com a iniciacdo da secagem ha uma mudanca na expressdo génica em sementes,
em que os genes que codificam moléculas de protecdo tém um papel importante em
tecidos tolerantes a dessecacdo (Ramanjulu e Bartels, 2002). A aquisicéo de tolerancia a
dessecacdo, ou a habilidade para tolerar potenciais de agua muito baixos, esta
correlacionada com a acumulagdo de varios componentes protetores, incluindo aglcares
e proteinas. Estes componentes incluem proteinas resistentes ao calor “heat shock
proteins” (HSP), enzimas removedoras de radicais livres e agUcares ndo reduzidos ou
solutos de baixo peso molecular, que se acumulam tipicamente durante os estadios
finais da embriogénese, coincidindo com a aquisi¢do de tolerancia a dessecacdo. Um
Grupo especial de proteinas conhecidas como “late embryogenesis accumulated” (LEA)
torna-se abundante na fase final de maturacdo da semente por causa do controle
genético exercido pelo fitohorménio ABA, e possivelmente, atua como chaperonas,
protegendo estruturas macromoleculares contra injdrias resultantes da dessecacéo
(Hoekstra et al., 2001; Manfre et al., 2009). Durante a dessecacdo de sementes, ocorre a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem levar ao estresse
oxidativo e causar danos celulares, resultando em deterioracdo. No entanto, as células
séo dotadas de enzimas desintoxicantes e compostos antioxidantes que removem 0S
EROs. Assim, 0os mecanismos de desintoxicagdo desempenham papel-chave na
aquisicdo de tolerancia a dessecacdo de sementes em desenvolvimento (Bailly, 2004).

Dessa forma, a pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar a tolerancia a
dessecacdo, por meio de alteracbes no desempenho fisiolégico e bioquimico, de
sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. em diferentes estadios de maturacao e

submetidas a secagem.
MATERIAL E METODOS

Os frutos foram coletados na Fazenda Gameleira (16° 06 20> S — 51° 17° 11>’
W, altitude de 592 m), no municipio de Montes Claros de Goias, em dezembro de 2011.
A pesquisa foi realizada no Laborat6rio de Anélise de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (MG). Os frutos foram despolpados
manualmente e as sementes foram lavadas em solugdo de hipoclorito de sddio a 2%, por
um minuto, e em seguida lavadas com agua destilada. Apds a lavagem as sementes
foram dispostas em bandejas plésticas cobertas com papel toalha para a remocao do

excesso de agua. As sementes foram divididas em dois grupos, de acordo com o ponto
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de maturacdo dos frutos, sendo: Estadio 1: Sementes maduras, provenientes de frutos
coletados no ch&o, embaixo das arvores; Estadio 2: Semente imaturas, provenientes de
frutos coletados diretamente na planta, antes de sua completa maturagdo. O teor de 4gua
das sementes, nos dois estadios de maturacdo, foi determinado pelo método da estufa a
105£3°C por 24 horas (Brasil, 2009), com quatro subamostras de 10 sementes. O
céalculo foi feito na base umida (b.u.), sendo o resultado expresso em porcentagem.
Apbs a determinacdo do teor de agua inicial, parte das sementes foi acondicionada em
sacos de papel e mantidos em estufa de secagem com circulagcdo forcada de ar sob a
temperatura de 35+2°C. Durante a secagem, a massa das amostras foi avaliada em
balanca de precisdo a cada uma hora, até alcancar valores referentes aos teores de agua
de 20 e 12% (b.u.). A perda de agua pelas sementes foi determinada por meio da

formula recomendada pelas Regras para Analise de Sementes:

Pr=pi, IOO-TAz‘
100-TAf

Em que: Pf. massa final da amostra (g); Pi: massa inicial da amostra (g); TAI:
teor de &gua inicial das sementes (% b.u.); TAF: teor de dgua desejado das sementes (%
b.u.).

As sementes nos dois estadios de maturacdo e com diferentes teores de agua
foram avaliadas mediante 0s seguintes parametros: germinacdo (%); indice de
velocidade de germinacdo; emergéncia (%); indice de velocidade de emergéncia; teste
de raios X; condutividade elétrica; taxa respiratoria; quantificacdo de acUcares
redutores, ndo redutores e sollveis totais; perfil eletroforético de enzimas (catalase,
esterase e peroxidase) em gel ndo desnaturante e de proteinas resistentes ao calor por
meio de eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida; além das atividades
enzimaticas da a-amilase e endo-p-mananase. Como tratamento pré-germinativo, foi
realizada a escarificacdo manual das sementes com lixa d'‘agua n° 80, no lado oposto a
micrépila, a fim de acelerar o processo de embebicdo e consequentemente a
germinacao.

Teste de germinacao: Para o teste de germinacédo, a semeadura foi realizada em
rolos de papel “germitest” com duas folhas para a base ¢ uma para a cobertura,
umedecidos com &gua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do

substrato seco (Brasil, 2009), com quatro repetices de 25 sementes. Os rolos, contendo
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as sementes, foram mantidos em germinador regulado a temperatura de 30°C. Foram
realizadas avaliacOes didrias, até completa estabilizacdo, a fim de se calcular o indice de
velocidade de germinacgéo (IVG), segundo Maguire (1962), considerando germinadas as
sementes que tiveram protrusdo radicular de 1,0 cm. Para a porcentagem de germinacéo
foram consideradas apenas as plantulas normais, que apresentavam todas as estruturas
essenciais desenvolvidas (raiz primaria bem desenvolvida, hipocétilo e epicotilo
desenvolvidos) 45 dias ap0s a semeadura.

Teste de emergéncia: Foram utilizadas 100 sementes divididas em quatro
repeticdes de 25 para cada tratamento. A semeadura foi realizada em bandeja plastica de
40x30x8 cm, contendo como substrato uma mistura de terra de subsolo e areia na
proporcéo de 3:1. A semeadura foi realizada a 4 cm de profundidade e o substrato foi
umedecido até 70% de sua capacidade de campo, sendo posteriormente irrigado quando
necessario. As bandejas foram mantidas em cdmara de crescimento na temperatura de
25°C e fotoperiodo (oito horas de luz e 16 horas de escuro) durante 45 dias. Foram
realizadas contagens didrias a fim de se determinar o indice de velocidade de
emergéncia de plantulas (IVE), de acordo com Maguire (1962), tendo como critério a
emergéncia a 1,5 cm do solo para as contagens. Apos completa estabilizacdo, avaliou-se
também a porcentagem de emergéncia (% E) em que foram consideradas apenas as
plantulas normais (raizes primaria e secundarias bem desenvolvidas, hipocatilo,
epicotilo e protofilos expandidos), decorridos 45 dias apds a semeadura.

Teste de raios X: Para a avaliagdo de alteragcbes estruturais durante a
dessecacgdo, foram obtidas imagens das estruturas internas das sementes por meio de
aparelho de raios X, a fim de demonstrar possiveis danos decorrentes do processo de
secagem. As sementes, de cada tratamento, foram dispostas em placas de acrilico
transparente sobre fita adesiva de dupla face e submetidas a radiacdo em equipamento
de raios X “Faxitron HP”, modelo 43855A, na intensidade de 30Kv por 45 segundos,
obtendo imagens digitais das estruturas internas das sementes.

Teste de condutividade elétrica: Este teste foi realizado com quatro repeticdes
de 10 sementes por tratamento, previamente pesadas em balanca eletrdnica de precisao
de 0,001g e, em seguida, colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de agua
destilada e deionizada e mantidas em camara de germinacdo do tipo BOD regulada a
25°C por 24 horas. Apo6s esse periodo, foi determinada a condutividade elétrica, da agua
de embebicdo, em condutivimetro digital de bancada, da marca Digimed, modelo CD

21A, e os resultados foram expressos em uScm™g™.
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Taxa Respiratoria: A taxa respiratéria foi determinada pelo método da
titulacdo, segundo metodologia descrita por Crispim et al. (1994). Para cada repeti¢do
foi utilizado um erlenmeyer de vidro, contendo tela fina presa a boca como suporte para
as sementes. Envoltas pela tela foram depositadas duas folhas de papel mata-borrédo
umedecidas com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 seu peso seco,
sobre as quais as sementes foram acondicionadas. No fundo de cada erlenmeyer foi
adicionado 40 mL de solucdo de KOH 0,1 N. Para cada amostra foi constituida uma
testemunha, denominada prova em branco, preparada sem sementes. Em seguida, 0s
erlenmeyer, contendo as amostras, foram totalmente vedados com filme plastico, a fim
de evitar trocas gasosas, e mantidos em camara de germinagéo, tipo BOD, por um
periodo de 24 horas a temperatura constante de 25+2°C. Apds esse periodo, retirou-se
25 mL da solucdo de KOH 0,1 N de cada amostra, e foram adicionadas trés gotas de
fenolftaleina para a titulagio com HCI 0,1 N. No ponto de viragem foi registrado o
volume de HCI gasto para neutralizar a solugdo de KOH em cada uma das amostras
testadas. Foram empregadas quatro repeti¢cbes de 10 sementes para cada tratamento, as
quais foram pesadas previamente para a obtencdo da massa seca das sementes. Apos a

titulacdo, a taxa respiratoria foi determinada por meio da seguinte equac&o:

B-L)xC

RR =
MS

Em que: B e L séo os volumes de HCI 0,1 N utilizado nas titulacbes da prova em
branco e da amostra, respectivamente; C é a constante denominada fator de correcao
com valor de 3,52 e MS é a massa seca das sementes submetidas as avaliacBes. Os
resultados foram expressos em mg de CO, por grama de semente seca.

Determinacdo do contetdo de agUcares redutores, ndo redutores e solUveis
totais: Para a quantificacdo dos agUcares redutores (AR), ndo redutores (sacarose) e
sollveis totais (AST), 400 mg de sementes, de cada tratamento, foram macerados em
cadinho na presenca de nitrogénio liquido. Em seguida, foi adicionado 10 mL de
tampéo fosfato de potassio (100 mM pH 7,0) e a mistura mantida a temperatura de 40°C
por 30 minutos. A seguir, o0 macerado foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, e 0
sobrenadante armazenado em freezer -20°C até o momento das andlises. Os teores de
acucares redutores (AR) foram quantificados adicionando o0 reagente acido
dinitrosalicilico (DNS) a 400 pL do extrato de sementes e foi utilizada a curva de
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referéncia de glicose (Miller, 1959). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
a 540 nm. Os teores de AST e de sacarose foram quantificados segundo Yemm e Willis
(1954), utilizando o reagente antrona. Para os AST, o extrato de sementes foi diluido em
tampdo fosfato de potéssio (100 mM pH 7,0) na propor¢cdo 1:2, sendo utilizada a
aliquota de 30 pL desta solugdo para a quantificacdo. Para a quantificagdo da sacarose
adicionou-se 800 pL do extrato obtido a 800 pL de KOH 30%. A solugéo foi incubada
em banho-maria a 37°C por 15 minutos, e em seguida foram retirados 10 pL da solugéo
para quantificacdo da sacarose. A curva de referéncia, para AST e sacarose, foi plotada
a partir de concentragcdes conhecidas de glicose e as leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 620 nm.

Perfil eletroforético de enzimas: As atividades enziméticas de a-amilase,
catalase, esterase e peroxidase, foram avaliadas em eletroforese de gel de poliacrilamida
ndo desnaturante. Foram trituradas 10 sementes, de cada tratamento, na presenca de
nitrogénio liquido e do antioxidante PVP 40 (polivinilpirrolidona), sendo os extratos
imediatamente armazenados a -80+2°C até a realizacdo das analises. Para analise de
cada enzima retiraram subamostras de 100mg, nas quais, para catalase e esterase, foram
adicionadas o tampéo tris (Tris-HCI 0,2M, pH 8 + 0,1% de B-mercaptoetanol), na
quantidade de 2,5 vezes 0 seu peso. Para a extracdo da peroxidase, utilizou-se tampéo
fosfato (0,034M de fosfato de sdédio bi-basico; 0,2M de sacarose; 2,56% de PVP;
0,003M de DTT; 0,0057M é&cido ascorbico; 0,0025M de borato de sédio; 1% de PEG
6000, 0,2% de B-mercaptoetanol). As amostras dos materiais de cada tratamento foram
mantidas em geladeira a temperatura de 4°C “overnight” e entdo foram centrifugadas
16.000 xg por 30 minutos a 4°C, sendo, em seguida aplicados 60 pL do sobrenadante de
cada amostra ao sistema descontinuo de géis de poliacrilamida a 4,5% (gel de
empilhamento) e 7,5% (gel separador). O sistema gel/eletrodo foi o Tris-glicina pH 8,9
e a corrida eletroforética realizadas a 4°C sob voltagem constante de 150 V. Apoés a
corrida eletroforética, os géis foram revelados para o sistema enzimatico catalase e
esterase de acordo com Alfenas (1998) e peroxidase de acordo com Tanksley e Orton
(1983).

As sementes foram submetidas ao teste de germinacéo por 48 horas para analise
da a-amilase. Apos este periodo, as plantulas foram retiradas, e o tecido de reserva foi
triturado em cadinho (sobre gelo) na presenca de nitrogénio liquido e PVP, e as
amostras foram armazenadas em ultrafreezer, a - 80£2°C, até 0 momento das analises. A

extracdo da enzima se processou pela adi¢do de 200 uL de tampao de extracao tris-HCI,
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0,2M, pH 8,0 a 100 mg das amostras de cada tratamento; o homogeneizado foi mantido
por 12 horas em geladeira na temperatura de 5°C, centrifugado a 16.000 g, a 4°C, por 30
minutos e, volumes de 40 pL do extrato foram aplicados em gel de poliacrilamida a
4,5% (gel de empilhamento) e 7,5% (gel separador — contendo 5% de amido soluvel).
As bandas de atividade da enzima a-amilase foram reveladas, segundo Alfenas (1998);
e apds o tratamento com iodo, avaliou-se a presenga ou auséncia de bandas claras em
fundo azulado (revelacdo negativa), pela reacdo com a amilose, bem como a intensidade
relativa das isoformas.

Apos a revelacéo, a avaliacdo dos géis foi realizada sobre transluminador, sendo
considerada a presenca e auséncia das bandas para cada amostra e intensidade relativa
das diferentes isoformas.

Determinacdo do perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor: As
proteinas de interesse foram separadas e visualizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). As sementes, Umidas e secas, foram
trituradas na presenca de nitrogénio liquido e em seguida, foi adicionado tampéo de
extracdo descrito por Alfenas (1998), na proporcdo de 10 partes de tampdo para 1 de
amostra. As amostras foram centrifugadas a 16000 xg por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado e incubado em banho-maria a 85°C por 10 minutos para
avaliacdo das proteinas resistentes ao calor. As amostras foram novamente
centrifugadas como anteriormente. Antes da aplicacdo no gel desnaturante de
poliacrilamida, 40 pL de tamp&o da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46 g de SDS; 20 mg
de azul de Bromofenol; Tris-HCI pH 7,5) foram adicionados em 70 uL de cada extrato e
fervidos por cinco minutos. Em seguida foram aplicados 50 uL de cada amostra em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador); o
tampdo de corrida utilizado foi Tris-glicina + SDS pH 8,9 e a corrida eletroforética foi
realizada em sistema vertical, a temperatura ambiente e voltagem constante de 150V por
quatro horas. Para determinacdo da massa molecular das cadeias polipeptidicas,
utilizou-se o marcador de massa variando de 10 a 100 KDa (Invitrogen). Apds a corrida,
os géis foram corados em solugdo de Coomassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e
descorados em solucdo de etanol:acido acético:dgua nas proporcdes 0,5:1:8,5 (v:v),
conforme Alfenas (1991). A avaliacdo dos géis foi realizada sobre transluminador,
sendo considerada a presenca e auséncia das bandas.

Atividade da enzima endo-B-mananase: Para a extracdo da enzima endo-f3-

mananase as sementes de cada tratamento, pré-embebidas em agua destilada por 24
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horas e, sem o tegumento, foram maceradas em nitrogénio liquido e PVP 40. Foram
adicionados 600 pL do tampdo de extracdo [0,1M Hepes; 0,5M NaCl e 0,5% de &cido
ascorbico, pH 8,0] a 200 mg do macerado de sementes de cada tratamento. Em seguida,
0s microtubos contendo as amostras foram agitados em agitador tipo vortex por 1
minuto e centrifugados por 30 minutos a 10000 xg aos 4 °C. Do sobrenadante, 20 puL
foram aplicados em gel contendo 6 mL de locust bean gum -Sigma nr 0753 (LBG), 0,24
g de agarose (Qbiogene) e 24 mL de tampdo pH 5,0 (11 mL de &cido citrico 1M, 50 mL
de Na;HPO, e 149 mL de agua destilada). As aliquotas foram aplicadas em furos de 2
mm feitos no gel com auxilio de um furador e em seguida, o gel, contendo as amostras,
foi transferido para um germinador a 25°C por periodo de 21 horas, no escuro, em
camara Umida. Logo apds, o gel foi coberto com o corante vermelho congo a 0,5% por
30 minutos e descorado em etanol por 10 minutos. Removido o etanol com &gua
destilada, foi adicionada a solucdo de 1M de NaCl até a observacao visual da formacéo
de halos brancos nos furos que vdo conter as amostras. Nesse momento, foi feita a
medicdo do diametro dos halos em duas dire¢cdes com um paquimetro resultando em
uma média. Para o célculo da atividade da enzima, foi feita a comparacdo com a curva
padrdo gerada pela endo-B-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O
céalculo da atividade da enzima endo-B-mananase foi realizado segundo Downie et al.
(1994). O ensaio foi conduzido com trés repeticdes para cada tratamento.

Delineamento estatistico: O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso em esquema fatorial 2x3, sendo dois estadios de maturacdao (sementes maduras e
sementes imaturas) e trés teores de agua (38% - teor de agua inicial, 20% e 12% b.u.).
Os dados foram interpretados estatisticamente por meio de andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com auxilio do software
Sisvar (Sistema de Andlise de Variancias) para Windows (Ferreira, 2000). Para a
dosagem de acUcares redutores, acucares sollveis totais e de sacarose foram utilizadas
quatro repeticdes, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Os dados expressos em porcentagem foram transformados em arco-seno
x/100, em que x se refere & porcentagem e os dados numéricos foram transformados
em Vx+0,5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade fisioldgica (Tabela 1) das sementes colhidas no estadio 1 (imaturas)
e submetidas a secagem foi inferior as colhidas no estadio 2 (maduras) e ndo secas (teor
de 4gua inicial). A secagem das sementes até 12% (b.u.) influenciou negativamente a
qualidade fisiologica, independente do estddio de maturagdo das sementes, atingindo

valores nulos para germinacdo e emergéncia de plantulas.

Tabela 1. indice de velocidade de germinacéo (IVG); porcentagem de germinagio (%
G); indice de velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de emergéncia de
plantulas (% E) para sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. em dois estadios de

maturacdo e com diferentes teores de agua.

Teor de agua (% b.u.)

Variaveis  Maturacao 38 20 12 CV (%)

Maduras 2.70 bA” 087aB  0.00aC

IVG Imaturas 3.20 aA 00068 000
Maduras 74.20 aA 36.81aB 0.00 aC

G (%) Imaturas 80.27 aA 0.00 bB 0.00 aB 1962
Maduras 0.50 aA 0.06 aB 0.00 aB

IVE Imaturas 0.17 bA 0.00 aB 0.00 aB 1034
Maduras 54.98 aA 15.67 aB 0.00 aC

E (%) matres  3390bA 000 BB 0008

“Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas,
ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

Ao comparar o desempenho fisiol6gico entre sementes Umidas e secas, dentro de
cada estadio de maturacdo, para todas as varidveis analisadas, menores valores foram
encontrados quando as sementes foram secas até 12% de teor de agua, principalmente
para as sementes imaturas. Assim, a secagem das sementes provocou alteracbes no
desempenho fisiologico, sendo tais efeitos mais acentuados em sementes que ainda nédo
atingiram totalmente a maturidade fisioldgica. Estes resultados corroboram com o
encontrado por Nakada et al. (2011) que, ao trabalhar com sementes de pepino em

diferentes estadios de maturacdo e submetidas a secagem a sombra, também obtiveram
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menor qualidade fisiolégica e vigor para sementes secas e em estadios iniciais de
desenvolvimento. Sementes de café (C. arabica L.), colhidas nos estadios verde cana e
cereja tiveram melhor condicdo fisiologica que aquelas colhidas no estadio verde, e
deste modo, sementes colhidas no estddio verde foram consideradas intolerantes a
dessecacdo (Branddo Junior et al., 2002).

A avaliacdo da integridade e da morfologia interna das sementes por meio do
teste de raios X (Figura 1) demonstrou alteracdes morfologicas no endosperma
decorrentes do processo de secagem. Por meio das imagens de raios X foi possivel
observar 0 aumento do espaco livre existente entre 0 embrido e o tegumento
(embrido/cavidade embrionéria) e a reducdo da &rea embriondria @ medida que se
diminuiu o teor de dgua das sementes, principalmente para sementes imaturas. Estes
resultados refletem diretamente no desempenho fisiologico das sementes, demonstrando
que, os danos decorrentes do processo de secagem exerceram prejuizos a qualidade
fisiologica, conforme verificado pelos testes de germinacdo e de emergéncia de
plantulas, sendo estes prejuizos mais acentuados quando secas até 12% b.u.,

principalmente para as sementes imaturas.

Maduras

B D

Ul -38% b.u.

20% b.u.
Figura 1. Imagens radiogréaficas de sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. em
dois estadios de maturacdo e com diferentes teores de agua. Universidade Federal de
Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2012.
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Resultado semelhante foi obtido no trabalho desenvolvido por Goodman et al.
(2005), que constataram a natureza recalcitrante de sementes de carvalho vermelho do
norte (Quercus rubra L.), determinando a separacdo entre cotilédone-cotilédone e
pericarpo-cotilédone com o avanco da secagem e estabelecendo a relagdo importante
entre o dano avaliado em imagens de raios X e a viabilidade de sementes e plantulas. Os
mesmos autores salientam que, a condigdo morfoldgica das sementes provavelmente
reflete o resultado cumulativo de todos os fatores que influenciam a perda de
viabilidade; portanto, as condi¢fes observadas nas imagens de raios X podem fornecer a
representacdo mais abrangente de danos acumulados durante a dessecacédo, confirmando
o0 potencial da anlise de imagens de raios X como o meio rapido e ndo destrutivo de
avaliacdo da viabilidade das sementes. De acordo com Dell’Aquila (2007), a area de
espaco livre pode ser considerada indicador do potencial de germinacdo e estd bem
relacionada também com o aumento de plantulas anormais, visto que a partir de
sementes radiografadas de pimenta, com area livre entre 0 embrido e o endosperma
superior a 2,7%, foi observada reducédo progressiva na formacéo de plantulas normais.

Com relacédo ao vigor das sementes, houve influéncia do estadio de maturacao e

dos teores de agua na condutividade elétrica e na taxa respiratoria (Tabela 2).

Tabela 2. Condutividade elétrica (CE) e taxa respiratoria (TR) de sementes de Pouteria

ramiflora (Mart.) Radlk. em dois estadios de maturacdo e com diferentes teores de agua.

Teores de dgua (% b.u.)

Variaveis Maturacao 38 20 12 CV (%)
Maduras 5.12aA” 3.39bB  3.43bB
CE (uScm™.g™) Imaturas  3.61bA 4.36aA  4.27 aA H-9
Maduras 5.63aB 7.19aA  7.64 aA
13.13

TR(mg CO,/gM.S.) Imaturas 4.36bB 5.92bA 5.78 bAB

"Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas,
ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Pela anélise da Tabela 2, verifica-se que sementes maduras e ndo submetidas a
secagem tiveram os valores de condutividade elétrica do lixiviado maiores que as
sementes secas. Para sementes imaturas nao houve diferenca na condutividade elétrica

entre sementes Umidas e secas. Sementes que ainda ndo atingiram a maturidade
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fisiologica sdo mais sensiveis a dessecacdo, apresentando vigor inferior ao das sementes
maduras, ja que nestas podem estar atuando mecanismos de reparo de membranas
celulares, em resposta aos danos decorridos da secagem. Sementes de café (Coffea
arabica L.) colhidas no estadio verde, sdo mais susceptiveis aos danos decorrentes do
processo de secagem que as colhidas nos estadios cereja e verde-cana, inferindo que os
mecanismos de protecdo as membranas sdo desenvolvidos entre os estadios verde e
verde-cana (Guimardées et al., 2002). A condutividade elétrica em sementes de pimenta
(Capsicum annuum L.) obtidas de frutos colhidos 40 dias apds a antese (imaturos) foi
bastante elevada quando comparada as sementes oriundas de frutos colhidos em épocas
mais tardias (70 dias apds a antese), demonstrando que sementes imaturas apresentam
organizacdo de membranas deficiente e, por conseguinte, maior lixiviacdo de solutos
(Vidigal et al., 2009).

A taxa respiratdria para sementes maduras foi superior a obtida para as sementes
imaturas, em todos 0s teores de agua, indicando que sementes maduras tiveram maior
eficiéncia na reativacdo do metabolismo e do processo respiratorio. Para os dois
estadios de maturacdo, sementes com baixos teores de agua tiveram maiores valores
para a taxa respiratoria. De acordo com Wang et al. (2012), a sobrevivéncia de sementes
de ervilha ap6s desidratacdo e embebicdo aumenta linearmente com o aumento da
capacidade de recuperar a integridade das mitocéndrias, indicando que a recuperacdo da
estrutura e funcdo mitocondrial durante a germinacdo tem papel importante na
tolerancia a dessecacdo das sementes.

Para os teores de agUcares redutores, ndo houve diferenca entre os estadios de

maturacao e teores de dgua (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdes de aglcares redutores (AR); agUcares solUveis totais (AST) e
de sacarose (S) em sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.em dois estadios de

maturacdo e com diferentes teores de agua.

Teores de agua (% b.u.)

Variaveis Maturacéo 38 20 12 CV (%)
AR (mg/g™) Maduras 0.15aA* 0.19aA 0.21aA
matrs  016aA  020aA  0ZaA .
AST (mg/g™) Maduras 2.81 aB 381bB 7.67bA 16.53

Imaturas 2.97 aB 8.20 aA 9.19 aA
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S (mg/g™) Maduras 18.18aC 48.00bB 66.56 aA
Imaturas 21.22aB 77.90aA 71.74 aA

17.91

*Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas,
ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.

Para acgUcares solUveis totais houve diferenca entre os teores de agua nos dois
estadios de maturacdo, apresentando maiores concentragdes em sementes com menores
teores de &gua, tanto para sementes imaturas quanto para as maduras. Houve aumento
nas concentracOes de sacarose a medida que o teor de agua das sementes diminuiu, nos
dois estadios de maturacdo, demonstrando a influéncia da secagem no acumulo destes
acucares nas sementes. Para sementes de Pau-Brasil (Caesalpinia echinata Lam.), os
teores de acucares solUveis totais corresponderam a cerca de 10% da matéria seca das
sementes maduras e a sacarose foi detectada em grandes propor¢des durante todo o
processo de desenvolvimento, e deste modo, o acumulo de reservas sollveis de carbono
esta relacionado com o grau de maturagdo das sementes e com a qualidade final das
mesmas (Borges et al., 2006). Em sementes de Acer platanoides L., a concentracdo de
sacarose, em sementes Umidas e colhidas em estadios iniciais de desenvolvimento, foi
maior que nas sementes colhidas quando alcangaram a maturidade. A secagem rapida
das sementes imaturas promoveu aumento na concentragdo de sacarose, ao passo que,
para sementes maduras a secagem ndo exerceu nenhum efeito sobre a concentracdo
desse aclcar (Hong et al., 2000). Dentre os carboidratos de reserva de sementes
destacam-se o amido e a sacarose que além da funcdo de reserva, podem atuar na
estabilidade das membranas durante a dessecacdo e a retomada do crescimento
embrionério (Hellmann et al., 2008).

No perfil eletroforético de isoenzimas, ndo foi observada atividade enzimatica
para catalase e peroxidase, independente do estadio de maturacdo ou teor de agua. E
possivel que a atividade e a estrutura de certas enzimas ou proteinas, em sementes
sensiveis a dessecacdo, sejam permanentemente alteradas pela secagem, resultando em
perda de atividade (Nkang et al., 2000). Outra possibilidade é que, por se tratar de um
protocolo estabelecido para sementes de espécies distintas da espécie em estudo, o
tampé&o de extracdo utilizado neste trabalho talvez ndo seja adequado para sementes de

P. ramiflora, em funcéo de sua composic¢ao quimica.
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O padrao eletroforético para as enzimas o-amilase e esterase em sementes de
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk., em dois estaddios de maturacdo e com diferentes
teores de agua € mostrado na Figura 2. De acordo com a metodologia utilizada, os
resultados indicaram a atividade de apenas uma isoforma de a-amilase e esterase nesta
espécie nas condigdes avaliadas. As varidveis analisadas (maturagdo e teor de 4gua) ndo
induziram aparecimento de novas isoformas apesar de que em frutos verdes, a reducao
para 12% b.u, resultou na inibigdo enzimatica da a-amilase percebida pelo

desaparecimento de sua isoforma (Fig. 2A).

A B

UL(T) 20%(1) 12%(1) U.L(2) 20%(2) 12%(2)

UL(1) 20%(1) 12%(1) U.L(2) 20%(2) 12%(2)
Figura 2. Padrdo eletroforético das enzimas a-amilase (A) e esterase (B) em sementes
de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. em dois estadios de maturacdo e com diferentes
teores de agua. (U.l — Umidade Inicial — 38%; 1 — Estadio 1 - Madura; 2 — Estadio 2 -
Imatura). Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2012.

Esterase e a-amilase das sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.
apresentaram atividades enzimaticas com comportamento inverso, sobretudo em relacdo
ao grau de maturacgdo de suas sementes (Fig. 2). Fixando o teor de 4gua nas sementes e
variando o grau de maturagcdo, observando maiores atividades da a-amilase em
sementes maduras em relacdo aquelas imaturas (Fig. 2A); efeito contrario foi observado
na atividade da isoforma de esterase, sementes imaturas apresentaram maior atividade
(Fig. 2B). A reducdo da umidade nas sementes ocasionou a reducéo da atividade da a-
amilase, sendo o efeito mais drastico nas sementes imaturas com 12% b.u.; para esterase
percebe-se uma ligeira reducdo da sua atividade com a reducdo do teor de &gua somente
em sementes maduras, naquelas imaturas a reducdo de dgua parece ndo influenciar sua
atividade.

A enzima a-amilase é essencial na hidrolise do amido, e sua sintese também
ocorre em resposta a dessecacdo das sementes de cereais (Rosa et al., 2004). Para

sementes de milho colhidas em diferentes estadios de maturacgdo, a secagem no campo e
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a artificial proporcionaram aumento na atividade da enzima a-amilase, favorecendo o
processo de germinacgéo das sementes (Faria et al., 2004).

Esterase € uma das enzimas importantes na caracterizacdo de deterioracdo de
sementes (Nakada et al., 2010) apresentando aumento de atividade durante esse
processo fisioldgico (Walters, 1998; MCDonald, 1999). O padrdo observado para esta
enzima corrobora com os resultados fisioldgicos e de vigor, j& que a intensa atividade,
em sementes imaturas, pode ser um indicativo de danos nas membranas das células, o
que culmina na diminui¢do do poder germinativo e avango do processo de deterioracao.
A enzima esterase atua em reacOes de hidrolises de ésteres, estando diretamente ligada
ao metabolismo dos lipidios, como os fosfolipidios totais de membrana (Santos et al.,
2005). De acordo com Tunes et al. (2011), a expressdo da enzima esterase em sementes
de cevada foi pouco influenciada pela época de colheita. Ao trabalhar com sementes de
pepino Omega, tipo caipira, Nakada et al (2011) verificaram atividade para a esterase
mais acentuada nos dois primeiros e no Ultimo estadio de desenvolvimento (30, 35 e 55
dias ap6s a antese, respectivamente), para sementes secas e Umidas, e relacionaram esse
resultado com a intensificacdo do processo de deterioracéo.

A atividade da enzima endo-B-mananase para as sementes maduras e imaturas

com diferentes teores de 4gua é demonstrada na Figura 3.
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Figura 3: Atividade da enzima endo-B-mananase em sementes de Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk. em dois estadios de maturacdo e com diferentes teores de &gua.
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2012. Barra: Erro padréo da

média.
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A enzima endo-B-mananase foi mais intensa em sementes maduras do que nas
imaturas, com decréscimo em sua atividade em resposta a diminuicdo do teor de agua
das sementes para os dois estadios de maturacdo. Assim, € possivel relacionar a
atividade mais intensa da endo-B-mananase com o0s resultados obtidos nos testes de
germinacdo e de emergéncia de plantulas, em que os melhores valores foram verificados
em sementes maduras e com altos teores de dgua. Para sementes de tomate o0 acréscimo
na atividade da enzima endo-B-mananase coincidiu com o aumento no IVE das
plantulas, justificando o fato que o aumento na sua atividade pode facilitar a protrusao
radicular, j& que esta € uma das principais enzimas de degradacdo de reservas em
sementes (Albuquerque et al., 2010). Para sementes de pimenta da variedade Habanero
Yellow (Capsicum chinense Jacquin) a atividade dessa enzima, que € chave na
germinacdo de sementes de pimenta, foi maior nas épocas mais avancadas de
desenvolvimento, quando as sementes haviam atingido a maturidade fisioldgica e
apresentavam o completo desenvolvimento dos mecanismos enzimaticos envolvidos na
germinacdo (Queiroz et al., 2011). Além disso, Nascimento e Cantliffe (2001)
verificaram que em sementes de alface a atividade enzimaética de endo-B-mananase foi
maior uma hora antes da protrusdo radicular e em sementes dos genotipos termo
tolerantes, quando comparados com o termo sensiveis.

N&o foram detectadas cadeis polipetidicas para proteinas resistentes ao calor
pela andlise eletroforética dos extratos obtidos para essa finalidade. Por ser uma
metodologia bem estabelecida em outros sistemas biolégicos, acredita-se que a auséncia
de bandas ndo seja um artefato da técnica. Assim, a secagem ndo induziu mudancgas no
padrdo de polipeptideos resistentes ao calor na espécie analisada. Varias sementes
recalcitrantes ndo produzem proteinas do tipo LEA e, neste caso, a presenca de agucares
sollveis pode minimizar os efeitos da secagem. A falta de producéo de proteinas LEA é
uma das principais diferencas entre as sementes tolerantes e as ndo tolerantes a
dessecacdo (Marcos-Filho, 2005). As LEA proteinas geralmente sdo capazes de proteger
outras proteinas ou membranas, de modo semelhante aos aclcares, agindo como
moléculas de reposi¢do de agua (Goyal et al., 2005). Outra possibilidade é que estas
proteinas tém funcdes diferentes em diferentes graus de umidade e ainda podem ter
propriedades antioxidantes que minimizem os efeitos danosos das espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Mowla et al., 2006). Tendo em vista a relacdo existente entre as

fungdes destas proteinas e a aquisicdo de tolerdncia a dessecagdo, acredita-se que a
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auséncia de tais proteinas seja o sinal de intolerdncia a dessecagdo em sementes de

P.ramiflora.
CONCLUSOES

A qualidade fisioldgica e o vigor das sementes de P. ramiflora sdo afetados pelo
estadio de maturacdo e pela secagem. Sementes maduras tiveram melhor desempenho
fisiol6gico e maior tolerancia a dessecagdo em comparacao as imaturas.

Sementes de P. ramiflora apresentaram apenas isoformas de a-amilase e
esterase; a primeira enzima apresentou maior atividade em sementes maduras e foi
sensivel a dessecacdo nao sendo detectada em sementes com 12% b.u.; diferentemente,
a isoforma de esterase foi bem mais ativa em sementes imaturas com pouca ou nenhuma
reducdo da atividade pela reducdo do teor de &gua. Isoformas de catalase e peroxidase
ndo foram detectadas nas condicdes avaliadas, bem como cadeias polipeptidicas de
proteinas resistentes ao calor ndo foram observadas.

Sementes de P. ramiflora apresentam caracteristicas de intolerantes a
dessecacdo, sendo esta intolerdncia maximizada antes das sementes atingirem a

maturidade fisiologica.
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CAPITULO 3

Caracterizacdo morfologica de frutos, sementes e plantulas de cafezinho-do-

cerrado, Rhamnidium elaeocarpum Reissek (Rhamnaceae)

Morphological characterization of fruits, seeds, and seedlings of Rhamnidium

elaeocarpum Reissek (Rhamnaceae)
(Artigo conforme as normas da Revista SEMINA — Ciéncias Agrarias)

Resumo: O Rhamnidium elaeocarpum Reissek € a espécie utilizada para reduzir o
prurido das gengivas de criancas no inicio da denticdo, além de apresentar quantidades
satisfatorias de substancias responsaveis por atividade antitlcera. No presente trabalho,
teve-se como objetivo descrever aspectos anatdmicos da semente e aspectos externos e
internos do fruto, da semente, e das fases de desenvolvimento de plantulas de R.
elaeocarpum Reissek. Os frutos foram coletados na Fazenda Padre Galileu, no
municipio de Jaupaci - GO, e o beneficiamento consistiu da maceragdo em peneira,
separando as sementes dos residuos. Para a descricdo dos frutos foram observados
detalhes externos do pericarpo e para as sementes foram analisadas as estruturas
externas do tegumento e internas do endosperma e eixo embrionario.
Morfologicamente, o fruto & simples, carnoso e indeiscente, monospérmico. As
sementes apresentam hilo basal e micrdpila apical, com cristais retangulares de oxalato
de célcio e células taniferas na camada mais externa da semente, além de ductos
oleiferos no endosperma. A germinacdo é hipdgea criptocotiledonar e por volta do 15°
dia ap6s a semeadura a plantula estd completamente formada. Os aspectos descritos e
ilustrados se mostraram bastante homogéneos e confiaveis para identificacdo da espécie
em campo ou em estudos de regeneracdo natural.

Palavras-chave: aspectos morfologicos, germinacao, desenvolvimento pos-seminal.

Abstract: Rhamnidium elaeocarpum Reissek is a species found in forests, especially in
riparian forests. This medicinal species is commonly used to reduce itching of the gums
in children at the onset of teething and contains several substances responsible for
antiulcer activity. The aim of the present study was to describe the external and internal
anatomical features of the seed, fruit, and developmental stages of seedlings of R.
elaeocarpum Reissek. The fruits were collected at the Padre Galileu Farm in the
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municipality of Jaupaci, GO, Brazil. The processing consisted of maceration in sieves to
separate the seeds from the waste. To describe the fruits, external details of the pericarp
were observed. For the seeds, the external structures of the integument and internal
structures of the endosperm and embryonic axis were analyzed. Morphologically, the
fruit is simple, fleshy, indehiscent, and monospermic. The seeds have a basal hilum and
an apical micropyle, with rectangular calcium oxalate crystals and tannin cells in the
outermost layer of the seed and oil ducts in the endosperm. The germination is hypogeal
cryptocotylar, and the seedling is completely formed around the 15" day after sowing.

Key words: Morphological features, germination, post-seminal development.
Introducéo

As informacBes fornecidas por estudos do desenvolvimento pds-seminal
apresentam grande importancia sob o ponto de vista taxondmico, auxiliando a
identificacdo das estruturas essenciais da plantula, contribuindo para a compreenséo do
ciclo de vida e crescimento de espécies florestais e na interpretacdo dos testes de
germinagdo (MOURAO et al., 2002; OLIVEIRA, 1993). Além disso, podem oferecer
informagdes importantes sobre o desenvolvimento da espécie, servindo como subsidio
para a producdo de mudas e permitindo a melhor compreensdo do processo de
estabelecimento da planta em condicGes naturais da floresta (GUERRA et al., 2006).
Estudos relacionados a morfoanatomia de frutos e sementes de espécies florestais sdo
relevantes para a compreensao de varios fendmenos ligados ao comportamento dessas
especies (GARCIA et al., 2006).

Tanto as caracteristicas externas quanto as internas das sementes sdo pouco
modificadas pelo ambiente, constituindo assim, caracteres confiaveis para identificacdo
(GUNN, 1981). Apesar de serem formadas basicamente por embrido, tecidos de reserva
e envoltorio, na natureza, diversos fatores contribuem para que haja desenvolvimento
diferenciado dos componentes da semente, variando entre espécies e até dentro da
propria espécie, através da cor, forma e tamanho (ABUD et al., 2010). Assim, a
necessidade de estudos visando descrever aspectos biomeétricos de frutos e sementes e
morfoldgicos de plantulas e plantas jovens vem sendo destacada, porém, os dados
disponiveis ainda sdo escassos uma vez que nem sempre se encontra material botanico
identificado disponivel (CUNHA; FERREIRA, 2003; AMARO et al., 2006).
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Rhamnidium elaeocarpum Reissek, conhecido popularmente como cafezinho ou
cafezinho-do-Cerrado, € uma espécie sul-americana com ampla distribui¢do no Brasil,
ocorrendo em quase todos os estados, sendo encontrada em matas, sobretudo matas
ciliares (LIMA, 2011). As folhas e cascas sdo utilizadas popularmente no Brasil para
reduzir o prurido das gengivas de criancas no inicio da denticdo e para dores
estomacais. As folhas sdo opostas cruzadas simples, hipoestomaticas, apresentando
tricomas tectores sobre as nervuras. As cascas das raizes possuem cicatrizes ou fendas
na face externa e fratura fibrosa na face interna. O extrato metanolico das folhas
apresenta quantidades satisfatorias de flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos.
Esses dados sugerem que a presenca dessa classe de substancias pode ser responsavel
pela atividade antillcera apresentada por esse extrato, jA que esse tipo de composto
apresenta boa atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2010).

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre as espécies da flora lenhosa do
cerrado, este trabalho objetivou descrever aspectos anatdmicos da semente e ilustrar os
aspectos externos e internos do fruto e da semente, bem como as fases de

desenvolvimento das plantulas de Rhamnidium elaeocarpum Reissek.

Material e métodos

Coleta e beneficiamento: Os frutos foram coletados na Fazenda Padre Galileu,
no municipio de Jaupaci, GO, em dezembro de 2011. Foram escolhidas cinco matrizes,
distantes no minimo 100 m entre si, levando em consideracdo a coloracdo dos frutos
para a identificacdo do ponto de maturacdo. ApOs a coleta, os frutos foram
encaminhados ao Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram realizados os ensaios. Os
estudos, referente a parte anatbmica da semente, foram realizados no Laboratério de
Anatomia Vegetal do IFGoiano-Campus Rio Verde, GO. O beneficiamento consistiu da
maceracao dos frutos maduros em peneira (5 mm), sob agua corrente, visando separar
as sementes dos residuos. As sementes foram submetidas a secagem em temperatura
ambiente sobre papel toalha, até que o excesso de adgua fosse eliminado, acondicionadas
em sacos plasticos e armazenadas em camara fria (temperatura de 10°C e 40 a 50% de
umidade relativa) até o momento da realizagdo dos ensaios. O grau de umidade das

sementes foi determinado pelo método da estufa a 105+3°C por 24 horas (BRASIL,
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2009), com quatro subamostras de 10 sementes. Os resultados foram calculados com
base no peso das sementes Umidas e expressos em porcentagem.

Aspectos morfoldgicos de frutos: No estudo morfologico de frutos, foram
considerados 0s seguintes aspectos: tipo, coloracdo, dimensdes, textura e consisténcia
do pericarpo, deiscéncia e nimero de sementes por fruto. Determinou-se 0 comprimento
e a largura média, maxima e minima de 50 frutos, escolhidos aleatoriamente da amostra
de trabalho, com paquimetro digital Digimed de precisdo de 0,01mm.

Aspectos morfologicos das sementes: Em uma amostra de 100 sementes,
escolhidas aleatoriamente, foram medidos comprimento, largura e espessura, com
paquimetro digital de precisdo de 0,01 mm. Considerou-se como comprimento a por¢ao
compreendida entre a extremidade basal e a apical da semente. A largura e a espessura
foram medidas na parte intermedidria da semente. Para cada uma das variaveis
estudadas, calculou-se a média aritmética, o desvio padréo e o coeficiente de variag&o.
Para as sementes, 0s aspectos externos observados e descritos foram: coloragéo, textura
e consisténcia do tegumento, forma e bordo das sementes; posic¢éo do hilo, da micropila
e outras estruturas presentes. As caracteristicas internas foram: presenca ou auséncia de
endosperma, posicdo e forma do eixo embrionario; textura, cor e forma dos cotilédones.
Para facilitar o estudo da morfologia interna, as sementes foram hidratadas e submetidas
a cortes transversais e longitudinais feitos com laminas de aco, sendo entdo observadas
em maiores detalhes, com auxilio de lupa de mesa e microscopio estereoscopio. As
faces internas e externas foram documentadas com o auxilio de maquina fotogréfica. A
terminologia empregada foi a mesma descrita por Dami&o-Filho (1993). Como
ferramenta auxiliar nos estudos morfologicos das sementes, foram obtidas imagens das
estruturas internas por meio de aparelho de raios X. As sementes foram dispostas em
placas de acrilico transparente sobre fita adesiva de dupla face e submetidas a radiacao
em equipamento de raios X “Faxitron HP”, modelo 43855A, na intensidade de 30Kv
por 45 segundos, obtendo imagens digitais das estruturas internas das sementes.

Caracterizacdo anatbmica das sementes: A avaliacdo anatdbmica da semente
madura foi feita através de secgles transversais. Para a preparagdo dos cortes
anatomicos, o material foi previamente fixado em FAA, desidratado progressivamente
pelas misturas de etanol-butanol, e incluido em historesina a 58°C. Os cortes
histoldgicos (15 pum) foram confeccionados em micrétomo, posteriormente corados em
Azul de Toluidina 0,05% - coloracao policromatica (O’BRIEN et al., 1964) e montadas

em laminas permanentes com historesina sintética. Os resultados foram ilustrados por
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meio de fotomicrografias obtidas em fotomicroscopio Leica DM500, acrescentando
escalas nas condigdes Opticas adequadas. A anatomia das sementes foi descrita segundo
Apezzatto-da-Gloria e Carmello-Guerreiro (2006). Alguns cortes foram preparados para
a realizacdo de testes histoquimicos visando a deteccdo de algumas substancias. Para
verificar a presenga de compostos fendlicos (taninos), utilizou-se Vanilina cloridrica e
para a localizagdo de substancias lipidicas (6leo vegetal), utilizou-se Sudan IV .

Germinacao: As sementes foram colocadas para germinar em substrato rolo de
papel, umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do substrato
seco, e deixadas em camara de germinagédo a temperatura de 25°C, na auséncia de luz.
Foram utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes cada. O acompanhamento da
germinacdo foi realizado durante 10 dias, sendo avaliado diariamente. Considerou-se
germinacdo o periodo compreendido entre o intumescimento da semente ao
alongamento do hipocotilo, antes que o primeiro protofilo estivesse completamente
formado. Analisou-se o tipo de germinacédo, forma, cor, consisténcia da raiz e epicotilo.
As estruturas basicas de cada etapa do processo germinativo foram medidas com o
auxilio de régua graduada em centimetros (cm) e documentadas com maquina
fotogréfica. O método e a terminologia empregados foram de acordo com Vidal e Vidal,
2003.

Aspectos morfologicos das plantulas: Para o acompanhamento do
desenvolvimento de plantulas, foram semeadas 200 sementes em bandejas plasticas de
40x30x8 cm, contendo como substrato a mistura de terra de subsolo e areia na
proporcéo de 3:1. A semeadura foi realizada a 3 cm de profundidade e o substrato foi
umedecido até 70 % de sua capacidade de campo, sendo irrigado sempre que
necessario. As bandejas foram mantidas em camara crescimento a temperatura de 25°C
e fotoperiodo (oito horas de luz e 16 horas de escuro) durante 30 dias. Considerou-se
como pléantula a fase do desenvolvimento em que se apresentava com raizes priméria e

secundérias bem desenvolvidas, hipocdtilo, epicétilo e protdfilos de primeira ordem.

Resultados e discussao

Aspectos morfolégicos de frutos: Os frutos apresentaram comprimento médio
de 11,06 (variando de 9,42 a 12,35 mm) e largura média de 8,97 (variando de 4,43 a
10,77 mm), conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Comprimento, largura e espessura de frutos de Rhamnidium elaeocarpum

Reissek.

Dimensbes (mm) Média Maximo Minimo Desvio Padrdo CV (%)

Comprimento 11,06 12,35 9,42 0,61 5,50
Largura 8,97 10,77 4,43 0,91 10,14

O fruto é simples, carnoso, indeiscente, com epicarpo de coloracdo roxa quando
maduro, do tipo drupa, com superficie lisa e brilhante, apice e base agudos (Figura 1 —

A a G), e contendo apenas uma semente por fruto.

Figura 1. Frutos de Rhamnidium elaeocarpum Reissek. A — Ramos com frutos verdes e
maduros; B — Infrutescéncia com frutos maduros; C — Frutos em diferentes estadios de
maturacdo; D; E; F — Frutos maduros; G — Fruto/corte longitudinal. (en — endocarpo; ep

— epicarpo; me — mesocarpo; s — semente).

Aspectos morfoldgicos das sementes: As sementes apresentaram umidade
inicial de 37% b.u., comprimento médio de 7,67 (variando de 6,45 a 9,55 mm), largura
média de 4,34 (variando de 3,49 a 5,03 mm) e espessura média de 3,49 (variando de
2,88 a 4,84 mm) conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Comprimento, largura e espessura de sementes de Rhamnidium elaeocarpum

Reissek.

Dimenstes (mm) Média Maximo Minimo Desvio Padrdo CV (%)

Comprimento 7,67 9,55 6,45 0,60 7,88
Largura 4.34 5,03 3,49 0,29 6,93
Espessura 3,49 4,84 2,88 0,33 9,41

O tamanho das sementes pode estar relacionado a quantidade de reservas,
influenciando assim o vigor das plantulas (CAVALHO; NAKAGAWA, 2000). As
diferencas morfomeétricas podem afetar o valor adaptativo das arvores matrizes e do
processo de regeneracdo da populacdo. Contudo, a variacdo entre individuos, numa
mesma populacdo, possibilita a sele¢cdo e melhoria de um dado caractere, constituindo
numa das mais importantes fontes de variabilidade disponiveis, também auxiliando no
estudo da disperséo e agentes dispersores (SANTOS et al., 2009).

A semente tem formato eliptico, apice e base afinada, tegumento espesso, de
coloracdo creme e superficie rugosa, o hilo é basal e pouco conspicuo e a micropila
situada no &pice da semente (Figura 2 — A a C). Os cotilédones sdo membranéceos de
coloracgéo verde clara ocupando a maior parte da estrutura interna da semente, com eixo
hipocétilo radicular espesso, de coloracdo amarelada (Figura 2 — D a F). Segundo Lima
(2006) os representantes da familia Rhamnaceae apresentam sementes geralmente
elipsoides, obovadas ou oblongas, castanhas, com embrido basal, reto; cotilédones

planos, membranaceos, elipsoides ou oblongos .
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Figura 2. Sementes de Rhamnidium elaeocarpum Reissek; A — Sementes inteiras; B —
Semente/Corte transversal; C; D — Semente/Corte longitudinal, E; F — imagens
radiograficas das sementes. (c — cotilédone; ehr — eixo hipocotilo radicular; en —

endosperma; h — hilo; mi — micropila; t — tegumento). Barra 1,0 cm.

Caracterizacdo anatdbmica da semente: O tegumento é delgado, constituido
por varias camadas de células (Figura 3 — A). Apresenta epiderme com células finas e
alongadas formando o tégmen. Abaixo da epiderme e observa-se o esclerénquima, que
pode ser dividido em dois estratos, sendo o primeiro composto por esclereides
alongadas e o segundo por esclereides arredondadas. Os dois estratos de esclereides
formam o esclerénquima, que atua conferindo rigidez aos envoltérios da semente. Apds
0 esclerénquima, encontram-se cristais retangulares de oxalato de calcio. Pelo teste
histoquimico com vanilina cloridrica, detectou-se a presenca de células taniferas na
camada mais externa da semente, podendo estar relacionada a protecdo contra ataque de
predadores ou microrganismos, ou ainda ao aumento da rigidez do tegumento (Figura 3
— E). Aguiar e Mendonga (2003) encontraram o mesmo padrdo de tegumento para as
sementes de Euterpe precatoria Mart. (Palmae), com trés estratos distintos e presenca

de células com conteudo celular tanifero no estrato externo.
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O endosperma possui epiderme unisseriada e no estrato interno encontram
células com grande quantidade de grdos de amido, cristais de oxalato de célcio,
agrupados formando drusas, além de ductos oleiferos dispostos em todos o0s pontos do
endosperma (Figura 3 — B a D). De acordo com Felippi et al. (2010) a funcdo dos
cristais de oxalato de Célcio no embrido ainda permanece desconhecida. No entanto,
divergéncias entre os resultados de vérios trabalhos sugerem que o controle da
cristalizacdo seja influenciado por fatores externos (concentracéo de célcio no solo, por
exemplo). Lacchia e Carmello-Guerreiro (2009) observaram que células epiteliais do
fruto de Anacardium humile (Anacardiaceae) também apresentavam plastidios, em
grande quantidade, de forma arredondada com sistema de membranas circular, estando
envolvidos na sintese de substancias lipofilicas. Nao foi detectada a presenca de células
taniferas pelo teste com vanilina cloridrica, porém o teste com Sudan IV evidenciou a
presenca de células ricas em contetdo lipidico no endosperma (Figura 3 — F). Silva e
Paoli (2006) também registraram a presenca de reserva proteica e contetdo lipidico no

endosperma das sementes de Dictyoloma vandellianum pelo teste com Sudan IV.

Figura 3. Cortes transversais em semente de Rhamnidium elaeocarpum Reissek. A —
visdo geral do tegumento; B — visdo geral do endosperma; C — endosperma com células
amilaceas e destaque para célula com drusas; D — endosperma com destaque dos ductos
oleiferos; E — contetdo tanifero no tegumento; F — células ricas em material lipidico.



77

(Ag — acidos graxos; Ca — células com conteudo amilifero; Cr — Cristais retangulares; D
— drusas; Do — ductos oleiferos; Ep — epiderme; Es — Esclerénquima; Tn - contetdo

tanifero no tegumento).

Aspectos morfologicos da germinacdo: A germinacdo é do tipo hipogea
criptocotiledonar e unipolar, evidenciada pelos caracteres bastante homogéneos entre as
plantulas selecionadas, com a semente mantendo os cotilédones envolvidos pelo
tegumento seminal durante todo o desenvolvimento das plantulas. As fases do
desenvolvimento da plantula podem ser visualizadas na Figura 4. Inicialmente ha
hidratacdo da semente, que intumesce, aumentando seu volume; posteriormente, entre o
2° e 3° dia foi evidenciada a protrusdo radicular (Figura 4 - A). A raiz priméria cilindrica
apresenta coloracdo esbranquicada inicialmente, tornando-se escura ao longo do
desenvolvimento (Figura 4 — B; C e D). Uma leve dilatacdo da extremidade apical da
radicula marca o inicio da coifa, que é cilindrica, alongada e terminando em ponta
aguda (Figura 4 — D a F), de coloracdo amarelada. O processo germinativo é rapido e

uniforme, alcancando 95% de germinacgdo aos quatro dias ap6s a semeadura.
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Figura 4. Aspectos da germinacdo de Rhamnidium elaeocarpum Reissek; A -
intumescimento da semente e protrusdo radicular; B; C; D — Alongamento da raiz
primaria e desenvolvimento de raizes secundarias; E — Aparecimento do epicétilo; F —
Expansao do epicotilo. (¢ — cotilédone; co — coifa; ep — epicotilo; hp — hipocétilo; p —
pelos absorventes; rp — raiz primaria; rs — raiz secundaria; s — semente; t — tegumento;).

Barra: 1,0cmparaAeB; 2,0cmparaEeF.

Aspectos morfoldgicos das plantulas: Entre o 6° e 8° dia ap6s a germinacao,
visualiza-se o primeiro protdfilo (Figura 5 — A a C). Por volta do 15° dia ap6s a
semeadura a plantula esta completamente formada, com raiz pivotante de 4 a 6 cm de
comprimento, coifa bem definida de coloracdo amarelada e raizes secundarias finas. As
raizes apresentam pelos simples, translicidos, somente perceptiveis quando visto no
microscopio estereoscépico (Figura 5 - D e E). Apresenta hipoc6tilo curto de coloragdo
esverdeada e epicotilo de formato cilindrico e coloragdo verde clara brilhante, com
comprimento médio de 3,5 cm (Figura 5 — A a E). Os protofilos sdo simples, opostos,
peciolados, de forma eliptica e nervacdo peninérvea (Figura 5 — F). As plantulas
possuem rapido desenvolvimento do epicétilo e acelerado processo de formacédo e
expansdo de novas folhas. A espécie apresenta poliembrionia, em alguns casos
desenvolvendo mais de uma plantula por semente (Figura 5 — B).
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Figura 5. Desenvolvimento de plantulas de Rhamnidium elaeocarpum Reissek; A —
Aparecimento dos protofilos de 1% ordem; B a D - Desenvolvimento de raizes
secundérias e terciarias; E — Expansdo dos protofilos; F — Planta jovem completamente
formada. (ca — caule; cj - caule jovem; ep — epicétilo; f — folha; hp — hipocotilo; pro —
protofilo; ps — plantula secundaria; rp — raiz primaria; rs — raiz secundaria; rt — raiz

terciaria). Barra: 3,0 cm para A; 5,0 cm paraE e F.

N&o foram encontrados estudos envolvendo a caracterizagdo e ilustracdo
morfolégica do processo germinativo até a fase de plantula para a espécie em questdo.
Assim, os resultados aqui encontrados poderdo auxiliar trabalhos laboratoriais e a
campo, como identificacdo da germinagdo em andlise de sementes e identificacdo da
espécie em campo, bem como sua insercdo em projetos de recuperacdo de areas

degradadas.
Conclusoes

Os aspectos morfol6gicos da semente, germinacdo e plantulas de Rhamnidium
elaeocarpum Reissek sdo bastante homogéneos em todas as fases, sendo importantes

para estudos taxondmicos.
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O fruto é simples do tipo drupa, carnoso, indeiscente e monospérmico; semente
de coloracdo creme, tegumento fino e rugoso com presenca de contedo tanifero e
endosperma rico em amido, cristais de oxalato de Calcio e conteudo lipidico; a

germinacao € hipogea e a plantula criptocotiledonar.
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CAPITULO 4

Estudos morfo-anatdomicos de sementes e morfoldgicos de frutos, sementes e

plantulas de curriola [Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. - Sapotaceae)]

Morpho-anatomical studies of seeds and morphological studies of the fruit, seeds and

seedlings of curriola [Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. - Sapotaceae)]
(Artigo conforme as normas da Revista Arvore)

RESUMO: Os estudos de caracterizagdo morfoldgica de frutos e didsporos de dispersdo
sdo de fundamental importancia para a compreensdo do ciclo de vida de espécies
florestais e ainda para a identificacdo taxonémica de familias, géneros e até mesmo
espécies. Assim, o presente trabalho teve como objetivo descrever aspectos anatdmicos
das sementes e caracterizar morfologicamente frutos, sementes e plantulas de Pouteria
ramiflora (Mart.) Radlk (Sapotaceae). Para a descricdo dos frutos foram observados
detalhes externos e internos do pericarpo, textura, consisténcia, cor, pilosidade, brilho,
forma, deiscéncia e nimero de sementes por fruto. Para as sementes 0S aspectos
descritos foram: dimensGes, coloragdo, textura e consisténcia do tegumento, forma e
bordo; posicdo do hilo, da micrdpila, rafe, cotilédones, presenca ou auséncia de
endosperma e eixo hipocotilo-radicular. A germinacdo foi considerada desde o
intumescimento da semente até o alongamento do hipocétilo e do epicotilo, antes que o
primeiro protéfilo estivesse completamente formado, e a plantula foi considerada
estabelecida quando os protofilos ja estavam totalmente expandidos. O fruto € simples
do tipo drupa, carnoso e monospérmico. A semente é exalbuminosa de formato
elipsoide, com tegumento brilhante, liso, embrido cotiledonar, reto, basal capitado. A
germinacdo é do tipo hip6gea e as plantulas sdo criptocotiledonares com hipocétilo
curto, epicétilo alongado de coloracdo verde-claro, raiz principal bem desenvolvida e
protofilos simples, de coloracdo verde escura. Anatomicamente o tegumento da semente
é tri estratificado com presenca de esclereides de paredes lignificadas, o endosperma é
amilaceo com celulas taniferas e celulas com contetdo lipidico. Os resultados obtidos
servem como base para a avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes e avaliacdo de
plantulas em testes de germinacdo, sendo importantes em laboratério ou em viveiro de
producdo de mudas.

Palavras-chave: Espécie florestal, morfoanatomia, germinacéo, plantula.
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ABSTRACT: Studies of morphological fruit and dispersion diaspores are of
fundamental importance for understanding the life cycle of forest species and for the
taxonomic identification of families, genera, and even species. Thus, this study aimed to
describe the anatomical aspects of the seeds and to morphologically characterize the
fruit, seeds and seedlings of Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk (Sapotaceae). For the
description of the fruits were observed internal and external details of the pericarp,
texture, consistency, color, hairiness, brightness, shape, dehiscence and seed number per
fruit. For seeds the aspects described were: size, color, texture and consistency of the
integument, and form board, position the heel, the micropyle, raphe, cotyledons,
presence or absence of endosperm and hypocotyl-root. Germination was considered
from the swelling of the seed to the elongation of the hypocotyl and epicotyl, before the
first protophilus was fully formed, and the seedlings were considered when protophilus
were expanded. The fruit is a simple, drupe, monospermic berry. The seeds have
ellipsoid forms, with a shining, smooth integument, a cotyledonary embryo and a
straight and axial shape. Their germination is hypogeal, and the seedlings are
cryptocotylar, presenting a short hypocotyl, an elongated epicotyl that is bright green in
color, a well-developed primary root and a simple protophilus with dark green
coloration. Anatomically, the seed has a triply stratified integument with lignified
sclereids. The endosperm is amylaceous, with tanniferous cells and lipid-containing
cells. Our results serve as a basis for the evaluation of seeds physiological quality of
seeds and the evaluation of seedlings in germination tests, which are important
processes in seed laboratories or seedling production nurseries.

Key words: Forest species, morpho-anatomy, germination, seedling.
1. INTRODUCAO

A familia Sapotaceae é pertencente a Ordem Ericales e apresenta cerca de 53
géneros e 1.100 espécies (APG 11, 2009). As espécies sdo geralmente de habito arboreo
e arbustivo, com ampla distribuicdo nas &reas tropicais e subtropicais do mundo
(SOUZA e LORENZI, 2005). Apresentam consideravel importancia econémica, com
espécies utilizadas na extracdo de madeira, producgéo de frutos comestiveis, producéao de
latex, na medicina popular e como ornamentais (MONTEIRO, 2007). O género
Pouteria Aublet ¢ o maior da familia Sapotaceae tendo o Brasil expressiva
representatividade nas 188 espécies representadas na regido Neotropical. No entanto,
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sd80 necessarias investigacdes adicionais para melhor compreender sua taxonomia
(PENNINGTON, 1990).

A espécie Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk., popularmente conhecida como
curriola, abiu-do-cerrado, bacupari liso, fruta-de-veado, gréo-de-galo, massaranduba,
gunjara, mandapuca e pitomba-de-leite, € uma espécie frutifera, de habito arbustivo-
arboreo, amplamente distribuida em &reas de Cerrado. Os frutos apresentam cheiro forte
e sabor agradavel, de coloracdo esverdeada e polpa branca, sendo apreciada pelas
populacdes locais na forma de suco ou in natura (DALPONTE e LIMA, 1999;
ALMEIDA et al., 1998). Possui flores pequenas hermafroditas ou pistiladas e arranjadas
em inflorescéncias racemosas com eixo curto, dispostas densamente nas axilas das
folhas, ao longo dos ramos. Apresenta caducifélia, ocorrendo de agosto a setembro,
com individuos que produzem maior quantidade de frutos perdendo todas as folhas
durante a maturacdo dos mesmos. A floragdo ocorre de maio a setembro, com pico de
flores abertas em agosto, em plena estacdo seca, e a maturacdo dos frutos ocorre no
periodo chuvoso, favorecendo a dispersdo das sementes (GAMA et al., 2011).

Estudos que visam o conhecimento da morfologia de frutos, sementes e
plantulas de espécies nativas do Cerrado sdo ainda escassos na literatura referencial,
tendo como exemplos os trabalhos de Ferreira et al. (1998) com Dipteryx alata Vogel
(bar() e com Terminalia argentea Mart. & Zucc. (capitdo-do-campo); Botelho et al.
(2000) com Hymenaea stigonocarpa Mart.ex Hayne (jatoba-do-cerrado); Ferreira et al.
(2001) com Dimorphandra mollis Benth. (faveira) e Qualea grandiflora Mart. (pau-
terra) e Vuaden et al. (2005) com Hyptis cana POHL (horteld-do-campo).

O conhecimento morfoldgico da plantula permite caracterizar familias, géneros e
até mesmo espécies, e é aplicado no inventario florestal de muitas regides de clima
temperado e tropical (OLIVEIRA, 1993). Neste sentido, o acompanhamento do
desenvolvimento da plantula permite a separacdo de espécies muito semelhantes em
viveiro, e auxilia em estudos de regeneracdo (FERREIRA et al., 2001; CUNHA e
FERREIRA, 2003). Estes estudos sdo também importantes para o reconhecimento das
espécies em bancos de sementes no solo e para o desenvolvimento de estudos de
recuperacdo de areas degradadas, possibilitando a identificacdo imediata e segura no
campo (ARAUJO NETO et al., 2002; BARRETO e FERREIRA, 2011). Ha
preocupacdo da comunidade cientifica quanto aos estudos morfolégicos e de
propagacao, no intuito de preservar a flora, principalmente as espécies que se encontram
em via de extingdo (AMARO et al., 2006).
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O presente estudo teve por objetivo descrever os aspectos anatdbmicos da
semente e morfoldgicos dos frutos, sementes e plantulas de Pouteria ramiflora (Mart.)
Radlk. (Sapotaceae), para fins taxonémicos, contribuindo para o entendimento sobre a

ecologia desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e beneficiamento: Os frutos foram coletados na Fazenda Gameleira,
municipio de Montes Claros de Goiés (16° 06” 20°” S — 51° 17 11”* W, altitude de 592
m), totalmente maduros e diretamente do chdo, embaixo das arvores, sendo escolhidas
dez matrizes, distantes no minimo 100 m entre si. Apds a coleta, o material foi
encaminhado ao Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, onde foram realizados os ensaios. Os
estudos, referentes a parte anatbmica da semente, foram realizados no Laboratorio de
Anatomia Vegetal do IFGoiano-Campus Rio Verde GO. No beneficiamento, os frutos
foram despolpados manualmente e as sementes foram lavadas em agua destilada, de
modo a separar as sementes dos residuos. A assepsia das sementes foi feita utilizando
solucdo de hipoclorito de sodio a 2%, por um minuto e em seguida foram lavadas com
agua destilada e colocadas para secar sobre papel toalha em temperatura ambiente, para
a remocdo do excesso de agua superficial. Como tratamento pré-germinativo, foi
realizada a escarificacdo manual das sementes com lixa d'agua n° 80, no lado oposto a
micropila, a fim de acelerar o processo de embebicdo e consequentemente a
germinacdo. Em seguida, as sementes foram armazenadas em camara fria (temperatura
de 10°C e 60% de umidade) até o0 momento da realizacdo dos ensaios.

2.2. Caracterizacdo morfoldgica dos frutos: Para a caracterizacdo morfolégica
dos frutos foram considerados 0s seguintes aspectos: tipo, coloracdo, textura e
consisténcia do pericarpo, deiscéncia e numero de sementes por fruto.

2.3. Caracterizacdo morfologica das sementes: Foram realizadas avaliaces
das caracteristicas morfométricas das sementes (comprimento, largura e espessura) a
partir da amostra de 100 sementes, escolhidas aleatoriamente da amostra original, com
paquimetro digital (Digimess) de precisdo de 0,0lmm. Considerou-se como
comprimento a por¢do compreendida entre a extremidade basal e apical da semente,
sendo a largura e a espessura medidas na parte intermediaria. Para cada uma das

variaveis estudadas, obteve-se as medidas minimas, maximas e a média aritmética. Os



87

aspectos descritos foram: coloragédo, textura e consisténcia do tegumento, forma e
bordo; posicéo do hilo, da micrépila, rafe, cotilédones e eixo hipocotilo-radicular. Para
facilitar o estudo da morfologia interna, as sementes foram hidratadas e posteriormente
submetidas a cortes longitudinais e transversais, sendo observadas com o auxilio de
lupas de mesa. Os métodos e termos empregados foram baseados nos trabalhos de Vidal
e Vidal (2007), Barroso et al. (2004) e Oliveira (1993). Como ferramenta auxiliar nos
estudos morfologicos, foram obtidas imagens das estruturas internas das sementes por
meio de aparelho de raios X, sendo as sementes dispostas em placas de acrilico
transparente sobre fita adesiva de dupla face e submetida a radiacdo em equipamento de
raios X “Faxitron HP”, modelo 43855A, na intensidade de 30Kv por 45 segundos,
obtendo imagens digitais das estruturas internas das sementes.

2.4. Caracterizacdo anatémica da semente: A avaliacdo anatdmica da semente
madura foi feita através de seccles transversais. Para a preparacdo dos cortes
anatomicos, o material foi previamente fixado em FAA, desidratado progressivamente
pelas misturas de etanol-butanol, e incluido em historesina a 58°C. Os cortes
histoldgicos (15 pum) foram confeccionados em micrétomo, posteriormente corados em
Azul de Toluidina 0,05% - coloracao policromatica (O’BRIEN et al., 1964) e montadas
em laminas permanentes com historesina sintética. Os resultados foram ilustrados por
meio de fotomicrografias obtidas em fotomicroscopio Leica DM500, acrescentando
escalas nas condicGes Opticas adequadas. A anatomia das sementes foi descrita segundo
Apezzatto-da-Gléria e Carmello-Guerreiro (2006). Alguns cortes foram preparados para
a realizacdo de testes histoquimicos visando a deteccdo de algumas substancias. Para
verificar a presenca de compostos fenolicos (taninos), utilizou-se Vanilina cloridrica e
para a localizacdo de substancias lipidicas (6leo vegetal), utilizou-se Sudan IV .

2.5. Germinacdo: As sementes foram colocadas para germinar em substrato de
papel tipo “germitest”, no sistema de rolo de papel, com duas folhas para a base e uma
para a cobertura. Os papéis foram umedecidos com agua destilada na quantidade de 2,5
vezes 0 peso do substrato seco. Os rolos, contendo as sementes, foram mantidos em
germinador regulado a temperatura de 25°C. Foram utilizadas quatro repeticdes de 25
sementes cada. O acompanhamento da germinacédo foi realizado durante 30 dias com
avaliacOes a cada dois dias. Considerou-se germinacao o periodo compreendido entre o
intumescimento da semente ao alongamento do hipocoétilo e do epicotilo, antes que o

primeiro protdfilo estivesse completamente formado. Analisou-se o tipo de germinacéo,
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forma, cor, consisténcia da radicula, epicotilo, coleto. As estruturas basicas de cada
etapa do processo germinativo foram documentadas com maquina fotogréfica.

2.6. Desenvolvimento das plantulas: Para o acompanhamento e a
caracterizacdo do desenvolvimento de plantulas, foram utilizadas 100 sementes,
semeadas em bandejas de polietileno de 40x30x8 cm, contendo como substrato uma
mistura de terra de subsolo e areia na proporcao de 3:1. A semeadura foi realizada a 4
cm de profundidade e o substrato foi umedecido até 70% de sua capacidade de campo,
sendo posteriormente irrigado sempre que necessario. As bandejas foram mantidas em
camara de crescimento com temperatura controlada de 25°C e fotoperiodo (oito horas de
luz e 16 horas de escuro) durante 45 dias. As avaliacOes foram realizadas a cada dois
dias, sendo considerada como plantula a fase do desenvolvimento em que se
apresentavam com raiz principal e secundarias, hipocotilo, caule jovem e protéfilos
abertos e bem desenvolvidos. Todas as fases descritas foram fotografadas com méaquina
digital.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo morfolédgica do fruto: o fruto é simples do tipo drupa,
carnoso, indeiscente, com apice e base agudos, pericarpo liso de textura firme, de
coloracdo esverdeada também quando maduro, polpa bem desenvolvida e abundante, de
origem placentar, que preenche toda a cavidade interna, que na parte central esti
disposta a Unica semente, sendo portanto, monospérmico. Apresenta pedunculo lenhoso,
marrom e estriado verticalmente, feixe vascular ligando o pedunculo a regido do hilo da
semente (Figura 1 — A a E). Padrdo similar foi encontrado para os frutos de Manilkara
salzmannii (Sapotaceae), quanto ao tipo, coloragéo, textura e consisténcia do pericarpo.
No entanto, para esta espécie os frutos possuem em média duas sementes (ALMEIDA
JR. etal., 2010).
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Figura 1 — Frutos de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. A — ramos com frutos verdes;
B;C — frutos maduros; D— fruto maduro/corte longitudinal; E — furtos em diferentes
estadios de maturacdo/corte longitudinal. (ap — apice; ba — base; en — endocarpo; fv —
feixe vascular; ep — epicarpo; me — mesocarpo; pd — pedunculo; s — semente). Barra 3,0

cm.

O fruto possui odor caracteristico, sabor adocicado e agradavel quando maduro,
e adstringente quando imaturo pela grande quantidade de latex, de coloracéo
esbranquicada, presente no epicarpo. As espécies da familia Sapotaceae sao
caracterizadas pela presenca de latex no tronco, ramos e frutos, sendo em geral branco,
apresentando uma emulsdo ou suspensdo de muitas particulas solidas, muitas vezes
leitosa, com composicdo variada, podendo conter borracha, amido, proteinas, alcaloides,
ceras, resinas ou pigmentos (DICKINSON, 2000).

3.2. Caracterizacdo morfoldgica de sementes: As sementes apresentam
comprimento médio de 24,88 (variando de 20,64 — 28,23 mm), largura média de 15,49
(variando de 12,65 — 17,78 mm) e espessura média de 12,75 (variando del0,63 — 15,10

mm), conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios de comprimento, largura e espessura em sementes de
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.

Dimens6es (mm) Meédia Méaximo Minimo Desvio Padrdao CV (%)
Comprimento 24,88 28,23 20,64 1,86 7,46
Largura 15,49 17,78 12,65 1,04 6,69
Espessura 12,75 15,10 10,63 0,86 6,75

As sementes possuem formato elipsoide, estando envoltas pela polpa sucosa. O
tegumento é brilhante, liso, com coloracdo que varia de marrom-escuro a castanho-
claro, dependendo do estadio de maturacdo, apresenta consideravel grau de dureza e
impermeabilidade, dificultando a embebicao e retardando o processo germinativo, além
de nervuras bem desenvolvidas na parte interna. O hilo se apresenta bem evidente e
perceptivel a olho nu, na regido apical da semente. A micropila € pequena, arredondada,
geralmente com coloragcdo mais clara que o tegumento e situada na posi¢do basal da
semente abaixo da rafe, que apresenta coloracdo creme e se dispbe na regido ventral
desde a base da semente até o 4&pice, sendo delimitada lateralmente por uma
protuberéncia no tegumento (Figura 2 — A a J). Internamente a semente € desprovida de
endosperma, estando todo o material de reserva armazenado nos cotilédones. Possui um
embrido cotiledonar, reto, axial, plano, esbranquicado. A delimitacdo entre o0 eixo
hipocétilo-radicular e os cotilédones é bem visivel (Figura 2 — H). Os cotilédones sédo
grandes, ocupando todo o comprimento da semente, carnosos, lisos, arredondados, de
coloracdo externa variando entre rosacea e creme dependendo do ponto de maturacdo da
semente e passando a ter coloracdo esverdeada no inicio da embebicdo da semente
(Figura2-D aF).
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Figura 2 — Sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. A — sementes inteiras em
diferentes estadios de maturacdo; B — semente/vista frontal; C — semente/vista lateral; D
- cotilédones; E; F — sementes/Corte longitudinal; G — sementes/Corte longitudinal
lateral; H — Cotilédone com destaque para o eixo hipocotilo-radicular/corte longitudinal,
I; J — imagens radiogréaficas das sementes. (ap — apice; ba — base; ¢ — cotilédone; ehr —
eixo hipocétilo-radicular; h — hilo; mi — micrdpila; ra — rafe; t — tequmento). Barra 2,0

cm.

Padrdo semelhante, ao encontrado neste estudo, foi observado para sementes de
quixaba [Sideroxylon obtusifolium (Roem. e Schult.) Penn. —Sapotaceae], que variam de
globosas a elipsoides, sdo desprovidas de endosperma quando maduras, o embrido é do
tipo cotiledonar e basal e os cotilédones ocupam todo o comprimento da semente
(SILVA et al., 2012).

3.3. Caracterizacdo anatdmica das sementes: O tegumento é delgado,
constituido por varias camadas de células que podem ser agrupadas em trés estratos
distintos (Figura 3 — A e B). No estrato externo, encontra-se um grupo de células

formando a epiderme do tegumento ou exotesta. O estrato médio é formado por um
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esclerénguima com esclereides grandes, de paredes lignificadas e dispostas de maneira
esparsa, atuando como elementos mecéanicos que conferem rigidez aos envoltorios da
semente. A principal camada de tecido mecanico é representada pelo esclerénquima e
estd presente na testa, com a mesotesta totalmente esclerificada. O estrato interno é
composto por células parenquimaticas formando a endotesta, com vérias fileiras
irregulares de células pequenas, de paredes delgadas, limitando-se ao endosperma por
meio de uma cuticula e ndo penetrando no mesmo. Garcia et al. (2006) encontraram o
mesmo padréo trifasico no tegumento das sementes de Podocarpus lambertii Klotz. e
Podocarpus sellowii Klotz. (Podocarpaceae).

O endosperma, representado pelos cotilédones armazenadores, possui epiderme
cuticularizada e unisseriada e no estrato interno apresenta células com grande
quantidade de grdos de amido, sendo classificado como endosperma amilaceo (Figura 3
— C). Destaca-se ainda a presenca de células com conteddo celular tanifero, podendo
estar relacionadas a protecdo contra predadores e microrganismos, ou ainda a atribuicéo
da cor da semente, tendo em vista que, em sementes imaturas, os cotilédones
apresentam coloracdo rosacea (Figura 3 - D). As células taniferas foram confirmadas
pelo teste histoquimico com vanilina cloridrica (Figura 3 — E). Os tecidos dos
cotilédones apresentam também material lipidico, verificado pelo teste histoquimico
com Sudan IV (Figura 3 — F). Resultado semelhante foi encontrado por Felippi et al.
(2010), ao verificar que as sementes maduras de Chrysophyllum gonocarpum (Mart. &
Eichl.) Engl. (Sapotaceae) armazenam gréos de aleurona e lipidios nos cotilédones e nas

celulas remanescentes do endosperma.
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Figura 3 — Cortes transversais em semente de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. A —
estratos externo e intermediario do tegumento; B — estrato interno do tegumento; C —
tecidos do cotilédone com grdos de amido; D - célula com conteudo tanifero em
destaque; E — células com taninos evidenciada por coloragcdo com vanilina cloridrica; F
— células dos tecidos do cotilédone com acidos graxos (material lipidico). (Ag — acidos
graxos; C — cuticula; Ca — células com contetdo amilifero; Ct — Célula com contetido

tanifero; Ep — epiderme; Es — Esclerénquima; Pa — parénquima).

3.4. Germinacdo: A Germinagdo é do tipo hipdgea. Inicialmente ocorre o
intumescimento da semente e a ruptura do tegumento na regido da micropila, com
protrusao radicular ocorrendo entre o 5° e 7° dia apds a semeadura, quando as sementes
sdo submetidas a escarificagdo mecanica como tratamento pré-germinativo, conforme
descrito anteriormente (Figura 4 — A). A raiz primaria se apresenta em formato
cilindrico e coloracao branca com coifa bem delimitada e afinada, curva, e a medida que
ocorre 0 alongamento adquire cor castanha com a presenca de pelos absorventes curtos
(Figura 4 — A a B). Gradativamente surge o epicétilo de coloragdo verde clara, que se
alonga até o surgimento dos protdfilos de 12 ordem. A raiz primaria possui pelos

transllcidos, perceptiveis apenas com o auxilio da lupa de mesa (Figura 4 — C a E).
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Nota-se diferenca de cor entre a raiz priméaria e o hipocétilo, que é curto e apresenta

coloragdo marrom-claro (Figura 4 —F).

Figura 4 — Germinacéo de sementes de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. A - estadios
sucessivos de desenvolvimento - intumescimento da semente, protrusdo e alongamento
da radicula; B; C; D — alongamento da raiz primaria e surgimento do epicoétilo; E —
alongamento da raiz priméria e desenvolvimento de raizes secundérias; F — expansao do
epicétilo, do hipocétilo e da raiz priméria. (c — cotilédone; co — coifa; ep — epicotilo; hp
— hipocotilo; p — pelos absorventes; pro- protofilo; rp — raiz primaria; rs — raiz

secundaria; t — tegumento). Barra: 2,0 cm para C e E; 4,0 cm para F.

Ao contrario do observado no presente trabalho, as sementes de curupixa
(Micropholis cf. venulosa Mart. & Eichler - Sapotaceae) apresentam, germinagédo
epigea e plantulas do tipo fanerocotiledonares (CRUZ; CARVALHO, 2003).

3.5. Desenvolvimento da plantula: A plantula é criptocotiledonar. A
emergéncia ocorre de 10 a 35 dias ap6s a semeadura. No 45° dia de semeadura, a

plantula apresentou raiz principal tortuosa, de coloragdo creme amarelada, cilindrica,
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com comprimento variando de 6,01 a 15,33 cm (Figura 5 — A a C). Ramificagéo
secundaria pouco desenvolvida com raizes finas e simples, flexiveis, curtas em relagéo a
raiz principal. O hipocotilo € curto e cilindrico, com leve tortuosidade, de coloragédo
marrom-claro e consisténcia membranacea. O coleto se caracteriza por uma faixa
marrom clara, de 2,5 a 3,0 cm de comprimento. A parte aérea da plantula apresentou
comprimento variando entre 4,69 a 7,82 cm, com epicaétilo reto, cilindrico, de coloracéo
verde clara, consisténcia herbacea e contendo em média duas folhas por plantula (Figura
5 - D aF). Os protofilos séo simples, de coloracdo verde escura na face adaxial e verde
clara na face abaxial; consisténcia coriacea, com comprimento variando entre 0,49 a
1,85 cm e largura de 0,12 cm, com bordas lisas, &pice agudo e base obtusa (Figura5 — G
al).

Figura 5 - Desenvolvimento de plantulas de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. A — E —
Aparecimento e expansao dos protofilos de 12 ordem, alongamento da raiz principal,
desenvolvimento de raizes secundarias; F;G - Aparecimento e expansao dos protofilos
de 2% ordem; H;l — Desenvolvimento das folhas e do caule jovem (ca — caule; ¢ —
cotilédone; cl — coleto; co — coifa; ep — epicotilo; f — folha; hp — hipocétilo; pro 1 —



96

protofilo de 12 ordem; pro 2 — protofilo de 22 ordem; rp — raiz priméria; rs — raiz
secundéria; t - tequmento). Barra: 4,0 cm para B,C e D; 5,0 cm para F e 7,0 para I.

4. CONCLUSOES

O fruto e simples, do tipo drupa, carnoso, indeiscente e monospérmico. As
sementes apresentam formato elipsoide, tegumento brilhante e rigido, e os cotilédones
sdo ricos em amido, células taniferas e compostos lipidicos, ocupando todo o
comprimento da semente. A semente possui tegumento tri estratificado.

A protrusdo radicular ocorre entre 0 5° e 7° dia ap0s a semeadura, quando as
sementes sdo submetidas a escarificagdo mecanica e mantidas a temperatura de 25°C. A
plantula é do tipo hip6gea criptocotiledonar, com hipocotilo curto e cilindrico e
epicdtilo reto, cilindrico, de coloragdo verde clara.
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CONCLUSAO GERAL

A secagem das sementes de Ramnidium elaeocarpum Reissek até 12% de teor
de &gua ndo afetou seu potencial fisiol6gico e ndo promoveu altera¢es bioquimicas. As
sementes apresentaram alta taxa de germinacao, atividade crescente da enzima endo-f3-
mananase e rapido desenvolvimento das plantulas, em resposta a diminuicéo do teor de
agua. Além disso, detectou-se atividade enzimatica de a-amilase, catalase, esterase e
peroxidase e a presenca de proteinas de baixo peso molecular, resistentes ao calor.
Deste modo, as sementes de R. elaeocarpum apresentaram comportamento esperado
para sementes tolerantes a dessecacao.

Para Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. houve diminuicdo da qualidade
fisiologica e do vigor das sementes em resposta a secagem, principalmente para as
sementes imaturas. Foram observadas alteracdes bioquimicas para a atividade das
enzimas a-amilase e esterase em resposta & secagem das sementes. Isoformas de
catalase e peroxidase ndo foram detectadas e cadeias polipeptidicas de proteinas
resistentes ao calor ndo foram observadas. Neste sentido, as sementes de P. ramiflora
(Mart.) Radlk. sdo consideradas intolerantes a dessecacdo, sendo esta intolerdncia
maximizada em sementes imaturas.

Com relagdo aos aspectos morfoldgicos de  R. elaeocarpum Reissek,
evidenciou-se que o fruto € simples do tipo drupa, carnoso, indeiscente e
monospérmico, as semente possuem coloragdo creme, tegumento fino e rugoso com
presenca de conteldo tanifero e endosperma rico em amido, cristais de oxalato de
Calcio e conteudo lipidico. A germinagdo das sementes € hipogea e a plantula tem
desenvolvimento criptocotiledonar.

O fruto de P. ramiflora (Mart.) Radlk. é simples, bacoide, carnoso, indeiscente e
monospérmico. As sementes possuem formato elipsoide, tegumento brilhante e rigido, e

os cotilédones s&o ricos em amido, células taniferas e compostos lipidicos. A protrusdo
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radicular ocorre entre 0 5° e 7° dia apds a semeadura. A plantula é do tipo hipdgea
criptocotiledonar, com hipocétilo curto e cilindrico e epicotilo reto, cilindrico, de

coloracdo verde clara.



