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sementes durante o0 processo germinativo.

Palavras-chave:Fisiologia da germinacao, sementes florestais lalipacéo de reservas.

0S

nas




Ao SENHOR Deus de bondade pelo dom da vida e amgrartmdos os momentos de

minha vida.

A toda minha familia querida, pelo incentivo, apeioonfiangca. Em especial a minha
mdae Alexandrina, meu pai Jos# (memorian), minha irm& Rute e aos meus irmaos

Raimundo e Reginaldo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia ANB ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias de Florestas Tropicais (PPQ;(@ela oportunidade de realizacao
deste trabalho e experiéncias adquiridas.

Ao CNPq, pela concesséao da bolsa de estudo e @&wmpéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo financiameesta pesquisa por meio do Programa
de Colaboragao Académica (CAPES/PROCAD).

Ao meu orientador Dr. José Francisco de Carvalhoc@lees, pela amizade,
sabedoria, paciéncia e humildade no momento datag&o para execucao do estudo, pelas
criticas construtivas, pelas oportunidades ofeescice, principalmente, pela valiosa
contribuicdo ao meu aprendizado, o qual refletind@da minha carreira profissional.

Ao Dr. Eduardo Euclydes de Lima e Borges da Unidade Federal de Vigosa (UFV)
pela parceria no projeto CAPES/PROCAD e pela opatade de desenvolver parte das
analises em seu laboratorio.

A equipe do Laboratério de Semente Florestais dd, ¢ especial ao técnico José
Mauro pela amizade, disponibilidade e ajuda funddat@a execucao das analises.

A Dra. Maria Silvia de Mendonca da Universidade dfal do Amazonas e aos
membros do Laboratorio de Botanica Florestal (LABABFAM), pelo apoio nas anélises
anatdmicas e histoquimicas. Em especial ao amigm®lgela importante ajuda.

A Sheylla Fontes pelos ensinamentos em morfologisaientes e contribuicio ao
meu aprendizado.

A minha namorada Keyth Priscila pelo apoio, compamo, carinho e
compreensao em todos 0s momentos.

A toda equipe do Laborat6rio de Fisiologia e Biogjea Vegetal (INPA/LFBV), em
especial a Larissa, Carlos, Marciel e Gilberto,apajuda, conversas enriquecedoras e
momentos de descontracao.

Aos amigos que passaram pelo LFBV, Glaudecy, Enei@ariani, pela amizade e
convivio harmonioso.

A todos (as) da secretaria do PPG-CFT Ana Clyaaild, Lira, Valdecira e seu
Alcione pelo apoio e amizade.

A todos que direta ou indiretamente, contribuiraram realizacéo deste trabalho.

Meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

Estudo de espécies florestais nativas envolvendbisande sementes tem merecido atencéo
no meio cientifico, seja por consequéncia da deéibue degradacdo dos ecossistemas
brasileiros, seja visando a obtencao de informagiesexpressem a qualidade fisiologica das
sementes e suas potenciais aplicagcbes. Techicamsgibe-se que 0O Sucesso nho
estabelecimento de uma espécie deve-se ao fatwade sementes germinarem de forma
rapida e uniforme, vencendo a concorréncia comeasid espécies ou tendo a capacidade de
se manter viavel por longos periodos até que adigies tornem-se favoraveis a germinacao
e ao desenvolvimento inicial das plantulas. Partb{a fonte de energia dos processos vitais
e da formacé&o de novos tecidos é resultante ddiragidio de reservas contidas nas sementes.
Neste sentido, 0 presente estudo teve como obj@twvestigar e comparar os atributos
morfoanatémicos, fisioldgicos e bioquimicos de sae® quiescentes darkia multijjugae
Parkia pendulaassimcomo investigar o efeito da temperatura na germma;mobilizacdo

de suas reservas. Para isso, foram desenvolvidasgasntes atividades: 1) caracterizacao
morfolégica das sementes (biometria e descricdocdeacteristicas externas e internas da
semente), Il) determinacéo do grau de umidadec#iacterizacdo anatdbmica e histoquimica
das diferentes estruturas da semente, V) fisialoga germinacdo, V) caracterizacao
bioquimica de carboidratos, lipideos e proteinaeles respectivos desdobramentos (acidos
graxos, fracionamento de proteinas e eletroforesedimensional), no intuito de elucidar as
alteracdes estruturais e funcionais ocasionadasnttura germinagao. Os resultados
evidenciaram que as espécies apresentam padroésddmicos distintos e que temperaturas
constantes entre 25 a 30°C pBrgpendulae 30 a 35°C parB. multijuga favorecem maior
porcentagem de germinacdo das sementes, com nmalwe ide velocidade em menor
intervalo de tempo. Dentre os metabdlitos primaras carboidratos na forma de amido,
correspondem quantitativamente as reservas maisagsts nos cotilédones de sementes da
espécidParkia multijuga ao passo que as proteinas sdo acumuladas emquaididade em
cotilédones de sementes Barkia pendulaAs espécies apresentam concentracdes distintas
de acucares soluveis totais, lipideos totais, pragetotais e no perfil protéico e similaridade
na composicdo dos acidos graxos e na composica@roésinas. Diante dos resultados
obtidos para os metabdlitos analisados nesta igeeéb, verificou-se que apesar de
pertencerem a mesma familia e sub-familia botarasagespécies estudadas apresentam

estratégias distintas na utilizacdo das reseng@naas estocadas em seus cotilédones.
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ABSTRACT
Studies involving seeds of native species analljais received attention in the scientific
community, whether as result of destruction andradation of brazilian ecosystems, or
aiming attainment of information that reflect seguthysiological quality and their potential
applications. Technically it is known that the s&x in the establishment of a species is
related to the fact that their seeds can germimapedly and uniformly, winning the
competition to other species or being able to remaable for long periods until the
conditions become favorable to germination andahgeedlings development. To this end,
the energy source of vital processes and new 8sfarnation results of seeds reserves
mobilization. In this sense, this study aimed twestigate and compare morphological,
physiological and biochemical attributes of quiegcgeeds oParkia multijugaand Parkia
pendula as well as to investigate the effect of tempeeaton germination reserves
mobilization. Thus, the following activities wereewkloped: |) seeds morphological
characterization (seed biometry and external atetnal description), Il) determination of the
moisture content, Ill) anatomical and histochemicalaracterization of seed different
structures, IV) germination physiology, V) biocheali characterization of carbohydrates,
lipids and proteins and their developments, respagt(fatty acids, protein fraction and one-
dimensional electrophoresis), in order to elucidaie structural and functional alterations
caused during germination. Results showed thatiepéave distinct morphological patterns
and that constant temperatures between 25 to 3@of E. pendulaand 30 to 35 ° C foP.
multijuga favor higher percentage of seed germination, whth highest speed in a shorter
period of time. Among the primary metabolites, cdmydrates as starch, correspond
guantitatively to more stored reserves inBhanultijjugacotyledons seeds, while proteins are
accumulated in greater quantitiesAn pendulacotyledons seeds. The species have different
concentrations of total soluble sugars, total Bpitbtal protein and protein profile while
present similarity in fatty acids and proteins casipon. Considering the results obtained for
the metabolites analyzed in this investigation, wexsfied that despite belonging to the same
botanical family and subfamily, these species hdifferent strategies in the use of organic

reserves stored in their cotyledons.
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1. Introducgéo

A germinacdo de sementes é um processo biolégiecequolve um grande numero
de reacOes quimicas, pelas quais compostos orgasé@m desdobrados e reorganizados, de
maneira a permitir o desenvolvimento do eixo emi@it, suas diversas etapas decorrem
sobre temperaturas especificas ao processo metaledénzimatico (Kageyans al., 1978;
Malavasi, 1988; Rahmaat al.2011).

No entanto, é valido salientar que antes mesmo etbulismo atingir seu nivel
pleno, varias alteracbes de carater estruturalejjprocessaram, implicando mudancas
morfolégicas e anatbmicas que coordenadamente tamfaZem parte do processo
germinativo, inclusive sinalizandas primeiras mudancas funcionais quando de fato os
fatores agua, luz, oxigénio e temperatura sao ¢mtos dentro dafixas adequadas para as
espécies em estudo.

Considerando que o efeito da temperatura sobre renirgggdo tem especial
importancia para a ecologia de populacdes, assmo cgabe-se que para sementes serem
capazes de germinar, suas temperaturas cardea@s dmrresponder as condi¢cdes externas
gue asseguram um desenvolvimento suficientemeptdorfpara as plantas jovens (Borges,
2003; Perez, 2004). A maior parte das sementesapnes quando ndo manifestaram algum
tipo de dorméncia, apresentaram méaximas germidalli#i e velocidade de germinacéo entre
20 e 30°C, algumas entre 30 e 35°C (Borghetti, 2R@&Bmaret al.,2011). Assim, o efeito da
temperatura na germinacdo das sementes pode sers&xpem termos de temperaturas
cardeais que sdo minima, méaxima e 6tima (Bewleya&lg 1982; Malavasi, 1988).

No que diz respeito a fisiologia da germinacdogemperatura pode interferir na
velocidade de absorcédo de agua e também nas rdaiggesmicas, que determinam todo o
processo metabdlico e, em consequéncia de suascaks, afeta tanto a velocidade e
uniformidade de germinagdo, como a germinacao t@arvalho & Nakagawa, 2000).
Sementes de plantas cultivadas nos trépicos edpitais, apresentam temperaturas 6timas
que vao da faixa de 20°C-30°C (Borges & Rena, 1993)

No que concerne as sementes, sabe-se que as m&&mas principais propagulos
para a reproducdo da maioria das espécies lenhesasas caracteristicas morfologicas
externas sdo importantes para auxiliar na ideatiio da familia, género e espécie, além de
poder ajudar nos estudos de germinacao, armazetamelns métodos de cultivo (Oliveira
et al.,2006).



Atualmente, h& crescente interesse na caracteoizagéoldgica de frutos, sementes e
plantulas de espécies nativas (Amoegtral. 2006; Ramos & Ferraz 2008; Paiva Sobrinho &
Siqueira 2008; Paoli & Bianconi 2008; Coswtoal. 2009; Nogueirat al. 2010; Lopest al.
2010). Os estudos morfoanatdémicos fornecem infofe®m@ara a identificacdo botanica das
espécies, auxiliam na interpretacao dos testegieigacdo em laboratorio, orientam quanto
ao armazenamento de sementes e métodos de caltwo,de facilitarem o reconhecimento
das espécies em banco de sementes no solo (Daaaddematté 2000). Ademais, quando
estes estudos sdo associados as investigagcbesntle @wncionais espera-se que haja
entendimento mais robusto sobre os tecidos, dmgy@oganismos como um todo.

Além dos atributos morfologicos das sementes e tyds) caracteristicas dos
cotilédones como tamanho, funcdo e posicédo no dels@mento inicial de plantulas podem
ser decisivos na captura de recursos ambientaggjas podem contribuir para diminuicdo da
mortalidade e aumentar o “fitness” (Ibarra-Manriquetzal. 2001). Este conjunto de
caracteristicas, que representa a morfologia eatomia da germinacao, recebeu atencao
especial no sentido de compreender o significadtbgico da historia de vida das plantas
(Garwood 1983; Miquel 1987; Garwood 1996).

As plantas apresentam diferentes estratégias de#agda as alteracdes dos fatores
bidticos e abidticos no meio em que habitam. Diatisto, 0 acUmulo de compostos de
reserva em sementes representa parte importaqedesso. Estas substancias sao utilizadas
durante a germinacéao e, posteriormente, metabakzpdra o crescimento e desenvolvimento
inicial das plantulas. Sao atribuidos diferentegppsitos para estas substancias de reserva,
como a geragdo de energia e a producdo de novawlBulas para a constru¢cdo de novos
tecidos e células até a plantula se tornar um @ganautotrofico (Buckeridget al, 2000;
Melo et al, 2009).

De maneira geral, informacdes cientificas sobremaposicdo quimica de sementes
sdo Uteis para a compreensdo de sua fisiologiaemg#it de novos produtos a partir de
reservas estocadas, como as proteinas em semeantespécies leguminosas (Vitale &
Bollini, 1995), os carboidratos que além do seuepagntral no metabolismo também
regulam muitos outros processos fisioldgicos (Gib2004)e lipideos em alta proporcéo nas
sementes d€aesalpinia peltophoroideslesempenhando uma possivel vantagem adaptativa
a espécie (Cortet al.,2006).

A composicdo quimica das sementes bem como asagés no conteludo de
carboidratos, lipideos e proteinas durante a geagém crescimento inicial e

desenvolvimento de plantulas tem suas concentragfiesadas, desde o periodo pré-



germinativo até a total senescéncia e abscisaoalidédones (Suda & Giorgini, 2000; Corte
et al.,2006).

Para se investigar a efetiva participacdo de fatedernos, como temperatura e
tempo de germinacdo sobre as alteracdes morfoaicagniisiolégicas e metabdlicas em
sementes de duas espécies florestdarkfa multijuga e Parkia pendula foram
implementados experimentos que se destinaram dagstwudancas estruturais e funcionais
durante o processo germinativo. Nesta tese trésut@gp representam o estudo comparativo

de duas espécies de Fabaceae pertencentes ao gésrmmbotanico:

Capitulo | - Caracterizacdo morfoanatdmica, histmiga e bioquimica de sementes
guiescentes ddParkia multijuga Benth e Parkia pendula (Willd.) Benth (Fabaceae-

mimosoideae)

Capitulo 1l - Caracteristicas morfoldgicas e fiégitas da germinacdo de sementeRal&ia

multijuga Benth eParkia pendulaWilld.) Benth sob niveis crescentes de tempesatur

Capitulo Il - Mobilizacao de reservas durante engeacao e crescimento inicial de plantulas

deParkia multijugaBenth eParkia pendulasubmetidas a diferentes regimes de temperatura.



1. OBJETIVOS
1.1. Objetivo geral

Investigar e comparar o0s atributos morfologicosat@micos, fisioldgicos e
bioquimicos de sementes dearkia multijuga e Parkia pendula, destacando as
caracteristicas da germinagdo e mobilizacdo dasveesorganicas (carboidratos, lipideos

e proteinas) sob niveis crescentes de temperatura.

1.2. Obijetivos especificos

- Caracterizar a morfoanatomia, a composi¢cado biogai e a localizacdo dos principais
grupos de reserva nas diferentes estruturas dentesnguiescentes dearkia multijugae

Parkia pendula;

- Analisar as caracteristicas germinativas de stmetieP. multijugae P. pendulasob

elevagao da temperatura,;

- Investigar a influéncia da temperatura na mohg#o dos carboidratos, lipideos e proteinas

em sementes d& multijugae P. pendula
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA, HISTOQUIMICA E BIOQU  IMICA DE
SEMENTES QUIESCENTES DE Parkia multijuga Benth. e Parkia pendula (Willd.)
Benth. (FABACEAE-MIMOSOIDEAE)

RESUMO - Caracterizagdo morfoanatbmica, histoquimica e bioma de sementes
quiescentes ddParkia multijuga Benth. e Parkia pendula (Willd.) Benth. (Fabaceae-
Mimosoideae). O conhecimento dos aspectos morfoameds das estruturas das sementes
fornecem caracteristicas taxonémicas e filogergtirogortantes na identificacdo de espécies,
assim como estudos ligados a composi¢cdo bioquirdasm sementes pode contribuir
significativamente para o0 entendimento das caiattms ecofisiologicas, como
germinacdao, crescimento inicial das plantas e elaimento das espécies. Neste contexto, o
presente estudo teve por objetivo investigar acteniaacdo morfoanatdbmica, histoquimica e
bioguimica de sementes das espécies Fabaceae-Nte@soParkia multijuga Benth e
Parkia pendula(Willd.) Benth. Para a descricdo da morfologiaafarrealizadas observacgoes
das caracteristicas externas e internas das semaum auxilio de lupa de mesa e
estereomicroscopio. Amostras de cotilédones secpsiherizados foram utilizadas para
extracdo e quantificacdo dos metabdlitos prima&iesus respectivos desdobramentos. Sendo
os lipideos totais extraidos usando-se éter délpetros carboidratos com etanol 80% e as
proteinas conforme sua solubilidade. As sementda daeultijugasao grandes, comprimento
meédio de 5 cm e com forma lanceolada, ao passocsqueentes dB. pendulasdo pequenas,
comprimento médio de 1 cm, com forma eliptica. #jgéeies apresentaram grau de umidade
e caracteristicas morfoanatébmicas dos cotilédoreeslgido semelhantes. No que concerne a
composicao bioquimica, sementesRdanultijugaacumulam predominantemente carboidrato
na forma de amido B. pendulaacumulam proteinas, como principais compostos skrvas
nos cotilédones. Sendo gu®, multijugaapresentou duas bandas protéicas, uma com massa
molecular em torno de 15 kDa e outra entre 30 k&) ao passo que. pendulaapresentou
uma banda protéica com massa molecular entre 8kB&. Entretanto, ambas apresentaram
composicao das proteinas com predominio da fralghmlinica e lipideos constituidos por

acidos graxos insaturados.

Palavras-chave:Morfologia, anatomia, sementes florestais, metaisprimarios.



1. INTRODUCAO

As Fabaceae representam familia botanica que abremgrasil cerca de 200 géneros
e 1500 espécies presentes nos mais variados ¢epssss E uma familia vasta, cosmopolita e
geologicamente antiga. Os tropicos sdo particularengicos em espécies herbaceas e
lenhosas dessa familia (Bukart, 1952; Muniz, 19B6uza & Lorenzi, 2005). E de grande
importancia para a flora amazonica, cabendo-lhenegiro lugar entre os vegetais lenhosos,
guanto ao numero de géneros e espécies, sendo “amadadas familia mais naturais do
sistema botanico” (Ducke, 1949). E a terceira mé&wnilia entre as plantas com flores
(faner6gamas) de acordo com Lietaal.,(1994).

A delimitacdo taxondmica de Fabaceae € um temarkastliscutido e alguns autores
como Lewis (1987), Judet al., (1999), Smithet al., (2004) e Simpson (2006), admitem trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Papilionoideae (FE#a@) e Mimosoideae. Das seis tribos
que compreendem as Mimosoideae, as do género Bak@onsideradas plantas pantropicais
gue apresentam cerca de 30 espécies, metade odestiasnos neotropicos de Honduras até o
sudeste do Brasil (Hopikns, 1983; 1986). Entrespe@es florestais de potencial econémico
pertencentes ao género Parkia, encontram-Barkia pendula(Willd.) Benth. ex Walp e
Parkia multijugaBenth. A espéci®. pendulaé popularmente conhecida como visgueiro, €
uma arvore de dossel, apresenta copa plana, foomamé das mais distintas e bonitas
formas em arvores da Amazoénia. Tem ocorréncia alahas Estados do Para, Amazonas,
Acre, Mato Grosso, Rondbnia e Maranhao (Soetzal., 1997), sul da Bahia e norte do
Espirito Santo, na floresta fluvial (Lorenzi, 2008) amplamente usada na construcéo civil,
embarcacdes, moveis, artigos domeésticos e deamsaii@ouzaet al., 1997), taboados,
caixotaria, laminas para compensados e canoasditoet al., 2000). Pode ser empregada
em plantios em areas degradadas de preservacdcarmen®, devido ao seu répido
crescimento em ambientes abertos (Lorenzi, 2006).r$adeira tem caracteristicas fisicas e
mecanicas favoraveis para uso comercial, promovahdadndice de exploracdo da espécie, 0
que diminui consideravelmente os exemplares enmamemde ocorréncia natural (Rosseto
al., 2009).

Por sua vez, a espéciarkia multijuga conhecida popularmente como bengué,
tucupi, parica, visgueiro, faveira-bengué, araraxpii e faveira-pé-de-arara € uma espécie
madeireira da Amazonica Central que ocorre nadtarde terra firme e varzea alta em solo
argiloso (Hopkins, 1986). Essa planta de porteradb0-30m) floresce durante os meses de

agosto-outubro e a maturacdo dos frutos verificaseeriodo novembro-dezembro. Sua
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madeiraé usada pricipalmente na fabricacdo de compensados (Hopkins, 1986). Essa espécie
apresenta producdo anual moderada de sementessv{veenzi, 1992). Suas sementes
apresentam dorméncia fisica, imposta pelo tegunsiumo e impermeavel a agua (Hopkins,
1986). Sdo sementes grandes, com comprimento dé at® e massa entre 3 e 9 @.
Apresentam germinacao do tipo hipdgea e criptaaddihar (Ferraet al.,2004).

Assim como a grande maioria das espécies floremth@eas da Amazonia, a semente
€ a principal forma de reproducdo de ambas asiesp&in questdo. Desempenhando papel de
fundamental importancia para a disperséo e perpiudestas espécies.

Do ponto de vista botanico, a semente € constitb@Eicamente pelo embrido,
endosperma e pelo tegumento (Kerbauy, 2004; Be#ir&taoli, 2006). A grande variedade
brasileira de espécies Magnoliophyta (Angiospernraia enorme quantidade de sementes,
que variam em formato, tamanho e estrutura. A $igperda semente ou do tegumento
também pode variar em cor e consisténcia ou texpa@dem ocorrer tricomas e emergéncias
(Souza & Paoli, 2009).

Durante a fase de maturacdo das sementes ocoxpaaséo celular e a alocacéo de
substancias de reserva no endosperma ou cotilélseas reservas consistem de compostos
oriundos do metabolismo primario, considerados resais para a sobrevivéncia dos
organismos (Kerbauy, 2004). Desta forma, a medigdgaagsemente vai se desenvolvendo ha
diminuicdo na quantidade destas substancias nmes e, a0 mesmo tempo, acumulo de
moléculas maiores e mais complexas como as prseteamaido, lipidios, celulose, etc.
(Guimaraes, 1999).

Os carboidratos, proteinas, lipideos e mineraigesgmtam 0s principais materiais de
reserva nas sementes. Eles determinam as camcsrisnutricionais, industriais e
tecnologicas e, contribuem significativamente pasacaracteristicas ecofisiologicas, como
germinacao, crescimento inicial das plantas e ekdainento das espécies (Gongaleesl.,
2002; Buckeridget al.,2004).

A composicao quimica do conteudo e materiais dervaspode variar bastante de
espécie para espécie, mas eles sdo acumuladosgamelas especificas que podem estar
presentes em tecidos embrionarios ou de reservap ap endosperma, perisperma e/ou
cotilédones (Bewley & Black, 1983; Buckeridgeal.,2004).

Sementes de espécies florestais fornecem grandetidpie de caracteristicas
taxondémicas e filogenéticas, sendo as de empregmdanico as mais superficiais, mas os
caracteres internos sado de maior interesse naificasgo (Souza & Oliveira, 2004).
Caracteristicas morfolégicas das sementes, tanti@rnes quanto as internas sdo pouco
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modificadas pelo ambiente, sendo, portanto, urdraibastante seguro para identificacdo de
plantas ao nivel de espécie (Gunn, 1972; Ramos réa£e2008). Aliado a esses fatos, o
conhecimento das estruturas da semente torna-g&mde importancia, pois é possivel obter
informacBes sobre a germinacdo, armazenamentojlidéale e métodos de semeadura
(Kuniyoshi, 1983; Araujo Netet al.,2002a; Donadio & Dematté, 2000).

Neste sentido, o conhecimento dos aspectos anatdrdas estruturas das sementes,
associados a histoquimica, que é uma técnica quepte objetivo localizain situ, 0s
principais grupos quimicos que ocorrem nos tecigoslem contribuir decisivamente para
confrmagdo ou ndo das mudancas estruturais e ofugisi decorrentes do processo
germinativo ou influéncia do meio em curso. Cdalpa histoquimica associa a histologia,
um aspecto quimico, o da determinacao da natugezaubstancias presentes nos tecidos e da
sua localizacdo de forma qualitativa (Figueiretloal.,2007). Com base nos resultados dos
testes histoquimicos na localizacdo e naturezasdhbstancias oriundas do metabolismo
primario ou secundario, essas substancias poderxsafdas e quantificadas com eficiéncia
pelos testes bioquimicos especificos para cada glejgubstancias detectadas.

Portanto, diante de estratégias cientificas teomecée possiveis e com crescente
interesse pelo isolamento, caracterizacdo estigutancional e da prospeccdo de moléculas
bioativas, torna-se relevante conhecer os aspeel@sonados a morfoanatomia, fisiologia,
histoquimica e bioquimica de sementes de espéalmcEae arbéreas da Amazonia.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivestigar a caracterizacao
morfoanatdbmica, histoquimica e bioquimica de seesentas espécies Fabaceae-

MimosoideaeParkia multijugaBenth eParkia pendulaWilld.) Benth
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal

2.1.Procedéncia do material biolégico

Para realizacdo dos experimentos foram utilizagéasestes das espécies florestais
Parkia multijugaBenth. eParkia pendula(Willd.) Benth., pertencentes a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae, oriundas da Reserva Flardglolpho Ducke (Km 26 da rodovia
AM-010), pertencente ao Instituto de Pesquisas miazbnia — INPA, com uma area de 100
km?, situada na periferia de Manaus, nas coordenagl@8%8’ S e 59952’ W. O clima da
regido € do tipo Afi de koppen, com temperaturaienélé 26°C (minima 19 °C e maxima
39°C) e precipitagdo anual que varia de 1.800 r2rf@ mm (Luizdo & Vasconcelos 2005).

Apbs a coleta os frutos foram acondicionados ermssde polietileno e transportados
para o0 Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica VebefLFBV-INPA), local onde foi
realizado o beneficiamento das sementes e instalag® ensaios morfoanatémicos,
germinativos e bioquimicos.

Neste trabalho foram desenvolvidas as seguinteadadies: |) caracterizagcéo
morfologica das sementes (biometria e classificatg@® caracteristicas externas e internas),
II) determinacdo do grau de umidade, Ill) caraztagy@o anatdbmica e histoquimica das
diferentes estruturas da semente e V) caractéizhipquimica dos metabdlitos primarios e
seus respectivos desdobramentos (determinacaaddie &raxos, fracionamento de proteinas

e eletroforese monodimensional).
2.2. Caracterizacao morfolégica

2.2.1. Biometria das sementes
As avaliacdes biométricas foram realizadas comliaudé paquimetro digital, com
precisdo de 0,01 mm, mensurados quanto ao comgombmgura e espessura de 100
sementes escolhidas ao acaso, para medicdo inglividas medi¢cdes foram considerados
como comprimento, a medida longitudinal entre @épi a base da semente, largura a medida
da regido mediana transversal ao comprimento esgsfe a medida da regido mediana

paralela ao comprimento.
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2.2.2. Morfologia das sementes

Para a descricdo da morfologia das sementes fordimadas cinquenta (50)
sementes de cada espécie escolhidas ao acasosé&sagdes foram feitas com lupa de mesa
e estereomicroscopio. Caracteristicas morfologieaternas (dimensao, cor, textura e
consisténcia dos tegumentos, forma, posi¢cdo doehda micrdpila, rafe e outras estruturas
presentes) e internas (forma e posicdo do embei&o, hipocdtilo-radicula, cotilédones e
plumula e presenca de endosperma) foram desdAtaa. permitir o estudo da morfologia
interna, as sementes foram escarificadas por despoembebidas em agua destilada durante
24h. As descricbes foram realizadas conforme méigihs descritas por Ducke (1965),
Stearn (1983), Gunn (1984, 1991) e Barretal (1984, 1999).

2.3. Grau de umidade

O grau de umidade das sementes quiescentes fomiekelo por meio do método da
estufa a 105°C + 3°C durante 24 horas, conforniRegsas de Andlises de Sementes (Brasil,
2009). Duzentas (200) sementesR#ekia multijugaforam usadas para o teste de umidade,
sendo 5 repeticdes de 20 sementes inteiras e begede 20 sementes cortadas ao meio.
Para a espéciearkia pendulaforam usadas 200 sementes distribuidas em 5¢épstde 40
sementes inteirasA porcentagem de umidade foi calculada na base assanumida,

aplicando-se a seguinte formula:

100 (P-p)
% de Umidade (U) = -----------------
Pt

Para efeito de aplicacdo da equagéo acima:

P =peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mpéso da semente Umida;
p =peso final, peso do recipiente e sua tampa mags0 @a semente seca;
t = tara, peso do recipiente com sua tampa.

2.4. Testes histoquimicos

Para os testes histoquimicos e para analise deeratquimica das estruturas foram
realizados cortes em secc¢les transversais doédmiiés, endosperma, tegumento e embrido
(frescos)com auxilio de microtomo de mesa. Os cortes frekmasn montados entre laminas
e laminulas com glicerina e agua. Os reagentesamtes utilizados foram: Lugol para amido
(Johansen 1940), Xylidine Ponceau para proteirtast@O’Brien & McCully, 1981), Sudan
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[l e Black B para lipidios totais (Johansen 194@grmelho de ruténio para pectinas
(Johansen, 1940) e Floroglucinol &cido para ligidlwdnansen 1940).

Para comparacao de resultados foram utilizado®woates, o branco, para as duas
espécies (material sem aplicacdo de corantes ogemtess) foi usado para possivel
pigmentacao natural de compostos que poderiamemtlar na coloracdo com os reagentes,
de acordo com as recomendacgdes de Ascenséo (2004).

2.5. Caracterizacdo anatébmica

A caracterizacdo anatdémica das sementes foi rdalizan cortes transversais e
longitudinais, em amostra de sementes fixadas eAxgdurante 48 horas. Apos lavagem em
solucdo-tampéo, as amostras foram desidratadagmenesilica e incluidas em metacrilato
(Historesin, Leica) e polimerizadas durante 15 $#iaaa60°C, em estufa. Os blocos foram
cortados em seccdes de 7 um de espessura em miorédtativo de avanco manual (RM
2145 — Leica). A coloracao foi feita com azul dwiittina a pH 4,0 (O'Brien & McCully,
1981), durante 10 minutos e as laminas foram mastatn resina sintética Permdun®
azul de toluidina foi usado para meta cromazia (@iBet al 1964).

As observacdes e registros fotograficos para destesstoquimicos e anatbmicos
foram realizados em microscopio de luz (Zeiss) cclimara fotografica acoplada, no
Laboratério de Boténica Agroflorestal (LABAF) da iMersidade Federal do Amazonas
(UFAM).

2.6. Analises dos compostos do metabolismo primario

As sementes tiveram a dorméncia tegumentar quep@addesponte no lado oposto a
emissao da radicula paPamultijugae escarificacdo quimica pela imersao em acidarscif
durante 25 minutos paR pendulae entdo, embebidas durante 24 horas em aguaadast
fim de facilitar a separacao das estruturas das®&mApos essas etapas, coletou-se amostras
de cotilédones, os quais foram secos em estuff@ dbrante 72 horas, pulverizados em
moinho e utilizados para extracao e quantificag@rdetabdlitos primario.

2.6.1. Extragdo de lipideos

Os lipideos totais foram estimados com base naanasgundo o método modificado
da Silva (1990). Amostras pulverizadas foram calasa em cartuchos de papel e

acondicionadas em aparelho tipo soxhlet, sendo idaenem refluxo durante seis horas,
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usando éter de petréleo como extrator. Ao finabxi@acdo, os cartuchos foram retirados,
secos e pesados. O teor de lipideo foi estimadodifdrenca de peso da amostra seca inicial
e final. O material desengordurado resultante fiizado para analises de carboidratos e de
proteinas (Melet al.2009).

2.6.2. Quantificacdo de Acidos Graxos

ApoOs extracdo dos lipideos totais, utilizou-se 2§) m qual passou por processo de
esterificacdo para posteriormente 1 pL de amogdrairgetado em cromatégrafo a gas
(SHIMADZU GC - 14A) para deteccao dos acidos graxdsromatografo foi calibrado com
a temperatura da coluna de 190 — 220°C a 2°C purtopitemperatura do injetor a 250°C e
temperatura do detector a 275°C. Utilizou-se Cokagalar Shimadzu 50 m CBP10 — M50

Recheio Carbowax e, hidrogénio como gas de arcastefluxo de 0,5 Kg/cf

2.6.3. Extrag&o de carboidratos

Os carboidratos foram extraidos conforme metodalatgscrita por Blaclet al.
(1996), com modificacdes. Amostras de 200 mg deenal desengordurado foram
homogeneizadas em 1 mL de alcool 80% e, posteridenmantidas em banhomaria a 75°C
durante 30 minutos. Em seguida, foram centrifugada®.000 rpm durante cinco minutos,
repetindo-se esse processo por mais trés vezesolsnadantes foram misturados em
amostra Unica e, posteriormente, seca em estufa°@ &té total evaporacdo do alcool;
ressuspendidos em 1 mL de agua ultrapura, o quatifizada para as analises de acgucares
soluveis totais. Os precipitados, ap0s secos enfagdioram utilizados para extracdo e

quantificacado de amido.

2.6.4. Extracdo e quantificacdo de acgucares solUveistetamido

A quantificagdo de acUcares soluveis foi realizadaartir da diluicdo de 20 pl da
amostra da extracdo de carboidratos e adicionaa@6-$tl de dgua ultrapura. Dessa diluigdo
original retirou-se 20 ul e adicionou-se 980ul deaultrapura, 500 ul de fenol 5% e 2,5 mL
de &cido sulfurico.

A extracado do amido foi realizada a partir de 20dag@mostra do precipitado de onde
foram extraidos os acUcares sollveis totais,qual foi colocado em eppendorf e
adicionado 1,0 mL de acido perclorico 35%, agitath vortex e deixando digerir o amido
durante 15 minutos. Apos a digestao as amostramfeentrifugadas em microcentrifuga a

10.000 rpm, durante cinco minutos. A quantificag@camido foi realizada em aliquotas de
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20 pL do sobrenadante, adicionadas a 980 pL dedesidada, 500uL de fenol 5% e 2,5 mL
de acido sulfurico absoluto. Tanto os acUcaresived totais quanto o amido foram
quantificados por espectrofotométrica com leiturd98 nm, utilizando-se glicose (Sigma)

como padréo, conforme metodologia descrita por Budoal, (1956).

2.6.5. Determinacéao do nitrogénio total

A quantificacdo do nitrogénio total foi realizadelgpp método de Kjeldahl, utilizando
procedimentos descritos no Manual de andlises qasrie solos, plantas e fertilizantes da
EMBRAPA (1999), ap6s secagem em estufa & 65°C thuiéh horas. Amostras de 100 mg
do material desengordurado foram colocadas em debensaio juntamente com 5,0 mL de
solucédo digestora. A digestdo da amostra foizadd em bloco digestor a 350°C até o
material apresentar-se incolor. Em seguida, realsma destilacdo adicionando-se 15 mL de
hidréxido de sodio (NaOH) 40% apOs mistura aaostra em 20 mL de agua destilada.
O destilado foi coletado em becker contendo 10 mlLadido bérico (BBO3) solucéo

receptora.

A destilacdo se completou quando o volume do beckegou a 60 mL de uma
solugdo com coloragcdo verde menta, indicando aepgasde nitrogénio na amostra. A
titulacdo foi realizada utilizando &cido sulfurieo0,01 N. O teor de proteinas totais foi
estimado utilizando o fator de corre¢éo 5,71 (Euedgal.,2002).

2.6.6. Fracionamento de proteinas

O fracionamento proteico foi obtido conforme a boidade das proteinas, em
globulinas, prolaminas, albuminas, glutelinas &ieldbasicas (Osborne, 1924). Inicialmente 5
g de amostra desengordurada (sem lipideos) foi gengzada em 50 mL de solugéo salina
(NaCl 0,5 M), sob agitacdo constante durante quadras. Posteriormente, foi centrifugado a
9000 rpm por 10 minutos &@ e filtrado em papel filtro. O sobrenadante fdbreetido a
dialise em agua destilada durante 48 horas e figgado nas condi¢cdes descritas
anteriormente, sendo que o novo sobrenadante ponés a fracdo albumina e o precipitado,
ressuspenso em 15 mL de NaCl 0,5 M, constituindéragdo globulinas, conforme
metodologia descrita por Ping al. (2005).

O residuo da extragdo anterior foi homogeneizads@utéo de etanol 70% durante 1
hora e, posteriormente, centrifugado, onde o salol@rte correspondeu a fracao prolaminas e

0 precipitado submetido a homogeneizacdo em soldeablCl 0,1 M por 1 hora e ap0s
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filtrado, o sobrenadante foi dialisado durante déak para obtencéo das globulinas acidas.

O ultimo residuo foi submetido a extracdo em sauwid@ NaOH 0,1 M por 1 hora e
centrifugado nas mesmas condicdes anteriores psgagao das glutelinas basicas.

A concentracao relativa de proteinas sollveis dtstes foi estimada pelo método
descrito por Bradford (1976), utilizando a BSA (atbina sérica bovina) como padréo. As

absorbancias foram obtidas em espectrofotometroleituma a 595 nm.

2.6.7. Eletroforese em SDS-PAGE

A analise do perfil protéico foi realizada apenasaps proteinas da classe das globulinas,
encontradas em maior quantidade nos cotiléedonesesiaécies em estudo. Utilizou-se o
método descrito por Laemmli (1970), com modificac@gel foi preparado a partir de uma
solugéo estoque de acrilamida a 30% e de N-N’-amgibis-acrilamida 0,8%. Para o gel de
concentracdo a 5%, foi utilizado tampéo Tris-HQI2BM, pH 6,8, e para o gel de separacéo
12,5%, tampéo Tris-HCI 1M, pH 8,8, sendo acrescent@am ambos SDS 20%, sendo a
polimerizacao conseguida pela adicdo de TEMED e RBA.

As amostras foram dissolvidas em tampao Tris-HG8 M, pH 6,8, contendo 2% de
SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azul de bromufe Como agente redutor foi utilizado o
ditioteitrol (DTT) a 0,1M. O gel foi corado com Quoassie Brilliant Blue em acido acético
0,1%, metanol e agua deionizada na proporcao d& (uA//v) e descorados em solugédo de
acido acético glacial, metanol e 4gua deionizadaroporcéo de 1:4:5 (viv/v).

2.6.8. Analises estatisticas

Para os dados de biometria das sementes, espamirastrurutas anatbmicas da
semente e acidos graxos, utilizou-se apenas éstatiescritiva. Ao passo que para os dados
de carboidratos, lipideos e proteinas utilizoursdise de variancia e posterior comparacao de
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidadste t de student a 5% de probabilidade
para os dados de fracionamento de proteinas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizagao da morfologia externa e intdensemente

A semente da espédie multijugafoi caracterizada como estenospérmica, de forma
lanceolada, com &pice levemente truncado e basag§igura 1A-B). O tegumento externo
(testa) é Osseo e coridceo (hidratada) (Figura d®yoloracdo castanha, com superficie lisa,
glabra e sem brilho, apresenta pleurograma de 1@0%,linha homocroma, de tamanhos
iguais; a regidao hilar € basal, com hilo punctiferrigeiramente depresso, de cor creme
(Figura 1C). Tegumento interno coriaceo (hidratadaktanho claro, ligeiramente espesso,
adnato a testa. O embrido é axial, total, carndsaoloracdo amarela esbranquicada (Figura
1E). Cotilédones carnosos, dominantes, de cor d&anasbranquicada e forma lanceolada,
com apice ligeiramente emarginado, margem intebase cuneada, as laminas sao levemente
convexas com as faces superiores em contato, afapsee chanfrados com a radicula
escondida. O eixo hipocétilo-radicula estd entrébalos cotiledonares, longo, de coloracdo
amarela esbranquicada, com epicatilo longo, hiplociihperceptivel, né cotiledonar visivel
(Figura 1E) e plumula bem desenvolvida com os pritng foliares diferenciados (Figura
1F).
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Figura 1. Aspectos morfolégicos da sementeRbrkia multijugaBenth. A, B — Aspecto geral da
sementeC — Detalhe do hiloD — Aspecto da semente hidratada, evidenciando emtonde volume
comparado a semente desidratafia— Embrido; F — Detalhe da plimula bem desenvolvida,
evidenciando os primérdios foliares diferenciadds- cotilédone,nc — n6 cotiledonareh — eixo
hipocotilo-radiculagp — epicétilo,hi — hilo, pl — plumula,rd —radiculasd — semente desidratadsn

— semente hidratade — tegumento externo (testa).

Da mesma forma que paPa multijuga a semente da espéélependulatambém foi
caracterizada como estenospérmica, entretantofawona eliptica, apice arredondado e base
ligeiramente retusa (Figura 2A-B), apresentandartemto externo (testa) pétreo e coridceo
(hidratado) (Figura 2E), com coloracéo rajada deonae creme, com superficie lisa, glabra
e sem brilho, no centro de cada face, observa-s@laorograma de 90%, com linhas de
tamanhos diferentes, de cor castanha (Figura di@yedtemente &. multijugaque foi de
100%. A regido hilar é basal, com hilo punctifornesemente depresso, de cor castanha
(Figura 2C), diferindo d®. multijugaapenas na coloracdo. O tegumento interno é coriace

(hidratado), de cor marrom clara, delgado, adnaésta; o embrido é axial, total, carnoso, de
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coloracdo branca (Figura 2F). Os cotilédones s#&oosas, dominantes, de forma eliptica,
com apice e base arredondados, e margem inteil@ac@o esbranquicada, com laminas
levemente convexas e as faces superiores em coljatesentam-se auriculados com a
radicula exposta; o eixo hipocotilo-radicula é neente exposto aos I6bulos cotiledonares,
longo, de cor branca, com hipocétilo curto; diféeemente dé€>. multijugaonde o mesmo ndo
foi observado, né cotiledonar visivel, epicotilmdgm e plumula bem desenvolvida com os
primérdios foliares diferenciados (Figura 2G), assbmo enP. multijuga.

Figura 2. Aspectos morfologicos da sementeRigkia pendula(Willd.) Benth. Ex. Walp. A, B —
Aspecto geral da sementg;— Detalhe do hiloD — Detalhe do pleurograma a 90%, com linhas de
tamanhos diferentesE — Aspecto da semente hidratada, evidenciando oemiomde volume
comparado a semente desidratdtla; Embrido;G — Detalhe do eixo hipocétilo-radicula com plumula
bem desenvolvidat — cotilédonenc — no cotiledonarep — epicatilo,hi — hilo, hp — hipocotilo,pl —
plumula, rd —radicula,sd — semente desidratadshh — semente hidratadée — tegumento externo
(testa).
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No presente estudo a forma eliptica foi observadaementede P. pendulasendo
qgue, nas subfamilias Mimosoideae e Caesalpiniojdgaalmente, as sementes sdo oblongas
ou elipticas, mais ou menos comprimidas (Barro884 L

Nas Parkias em estudo, foi observado presencaeloogirama no tegumento da
semente. O pleurograma € descrito como uma maerallaa superficie de certas sementes,
e apresenta-se como uma linha em forma de U, ow estnutura fechada, de colorido mais
forte que o da testa ou como linha que circundardabda semente (Barrost a.l, 1999).
Essa caracteristica esta presente nas subfamiliasddideae e Caesalpinioideae, sendo que,
nas Caesalpinioideae ocorrem apenas nas formaB%de29.00% (Gunn, 1984, 1991). Essa
linha pode ser originada pela interrupcéo na canpatlgada da exotesta ou por diferencas
nas camadas externas complexas da testa, apretkesta®em forma de U na maioria das
sementes de Mimosoideae (Barrasoal., 1999). Sementes com pleurograma séo raras,
exceto em Fabaceae e Curcubitaceae. Entre as Babade estd ausente nas Faboideae,
ocorrendo entre 67 a 70% dos géneros de Mimosoideaatre 9 a 14% dos géneros de
Caesalpinioideae estudados (Beltrati, 1994). Emaéede e Curcubitaceae, o pleurograma
pode ser observado como uma linha circular ouiedigpleurograma fechado) ou em forma
de U invertido (pleurograma aberto), localizadaramente (Beltati & Paoli, 2006).

Nas espécies estudadas foi observado hilos dinsnwntretanto, com formato
punctiforme emP. multijuga e P. pendula Em espécies pertencentes a subfamilia
Caesalpinioideae e Mimosoideae as sementes a@eshitd diminuto, circular, que pode ser
terminal ou subterminal (Barrogb al, 1999).

A micrépila apresenta-se como um pequeno orifii® pode ser perceptivel ou ndo
(Barrosoet al. 1999). A lente é perceptivel em cerca de 34%gBogros de Caesalpinioideae
e em 50% nos de Mimosoideae (Gunn, 1991). No presstudo, ndo foi possivel visualizar
a micrépila nem a lente, nas sementes de ambapasies.

Em Dalbergia nigra(Fabaceae-Papilonoideae) as sementes sao plamahkjlodem
demarcado, micropila pequena e rafe situada na parttral (Brazt al., 2009) Porém, em
Dalbergia cearensiDucke, o hilo e micropila ndo sao visiveis a othg a micropila é
inconspicua e, encontram-se localizados na regi8al bCaracteristicas essas, que podem ser
utilizadas na distingdo destas espécies (Nogeemh, 2010).

No presente estudo, tanto na espéeiemultijuga quanto emP. pendulafoi
observado plumulas desenvolvidas e com os primefdi@res diferenciados. A plumula nas
espécies de Fabaceae podem apresentar-se rudinggrdado os segmentos ndo sdo bem

diferenciados, moderadamente desenvolvida quandoeseqam segmentos em
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desenvolvimento e desenvolvidas quando apresensasegmentos bem diferenciados em
pinas (Barroset al, 1999; Gunn, 1984).

As sementes er®?. multijuga e P. pendula apresentaambrido com cotilédones
crassos, quando desidratado, plumula diferencidsaredesenvolvida, corroborando com os
resultados apresentados por Barresal., (1999). Diferentemente ao descrito para outras
Fabaceae, comBalbergia cearensidDucke, que apresenta sementes caracterizadas como
exalbuminosas, forma oblonga achatada, embrido ewtirvo, cotilédones crassos elipsoides
(Nogueiraet al.,2010).

Os resultados da caracterizacdo da semente, donhitodpila, embrido e plumula
obtidos para a espécie Amazéniapendula corroboram e complementam os resultados
relatados por Camast al., (2008) para sementes da mesma espécie obtidavatesada
Mata Atlantica.

Embora a morfologia das plantulas laeligofera anil, 1. suffrucosa I. truxillensis
(Fabaceae) seja bastante semelhante, caracterdslagiops externos e internos das
sementes apresentam valor diagnodstico para distitp@nomica das espécies de anileira
(Paulino et al., 2010). Reforcando a importancia de se pesquisarcomjunto amplo de
caracteres que possam fornecer subsidios pararg@istaxonémica de espécies vegetais.

No presente estudo as semente® dmultijuga e P. pendulpodem ser classificadas
como exendospérmica ou exalbuminosas, pois naceaen endosperma como tecido de
reserva, o qual foi consumido totalmente pelo efitbdurante seu desenvolvimento. Neste
caso 0s materiais de reserva podem acumular-seoti&iones, no eixo hipocoétilo-radicula
ou em ambos (Beltrati & Paoli, 2006).

3.2. Biometria e grau de umidade das sementes

Na caracterizacdo morfoldgica das sementes, wser que, mesmo pertencendo a
mesma familia, género e subfamilia, as espéciesampam distincdo morfoldgica, biométrica
e no contetdo de agua da semente.

Em relagdo as medidas biométricas, verifica-se guespécid?. multijuga mesmo
apresentando a semente com aproximadamente cizags veaior no comprimento, duas
vezes e meia na largura e trés vezes na espessuraelacdo &. pendula a mesma
apresenta-se com menor grau de hidratacdo, quadementes sao analisadas inteiras.
Entretanto, quando essas sementes sao cortadasi@oconforme procedimentos sugeridos
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nas Regras de Analises de Sementes (Brasil, 2@G%),apresentam maior capacidade de
perda de &gua, exibindo melhor o grau de hidratdgéseus tecidos (Tabela 1).

Tabela 1 Caracteristicas biométricas e grau de umidadeduls espécies florestais
pertencentes a familia Leguminosae (n=100).

. Medidas (cm) Grau de
Espécie - )
Comprimento Largura Espessura Umidade (%)
. N 510+1,38
Parkia multijuga 4,78 £ 0,44 1,44 £0,17 1,09+0,11 *9 20+ 1,12
Parkia pendula 0,96 + 0,06 0,54 + 0,04 0,31+0,03 7,42 +1,46

Médias + Desvio Padréo
*Semente cortada ao meio.

No presente estudo, o grau de umidade das senuEeanultijugg apds exposicao
dos tecidos internos ao meio ambiente, € semellzantelatado em estudos com a mesma
espécie, pesquisando-se tratamentos que aumentEsempenho da germinacédo (Cadvi
al., 2008).

O aumento da area de exposicao dos tecidos intEaitita a liberacdo de agua, antes
retida pelo tegumento, demonstrando que a presim¢agumento impermeavel dificulta a
retirada de agua dos cotilédones e do eixo embimrdurante a secagem em estufa
(Andrade.et al.,2001). O conteudo de agua das sementes represerdas fatores que mais
interferem na manutencéo da pura qualidade fisicddgssim, quanto mais baixo, maior a
longevidade das sementes (Popinigis, 1977).

Assim como em sementes @mlbergia cearensigNogueiraet al., 2010), maior
variacdo no comprimento foi observado em semeraés chultijuga Sendo as sementes de
P. pendulamais homogéneas quanto as caracteristicas bicagtriResultados similares
foram obtidos para comprimento (1,1 cm), largurd9@m) e largura (0,31 cm) em sementes
de P. pendulaoriundas do Nordeste brasileiro (Camatral., 2008). Entretanto, as sementes
oriundas dessa regido, apresentaram maior varibigdoétrica e maior grau de umidade
(11,26%), comparada as oriundas da regiao Amazowmerdicada neste trabalho. Por outro
lado, sementes de caatinguei@aésalpinia pyramidaligul.) apresentaram média de 9,46%
no grau de umidade (Dantasal., 2008), resultados similares ao obtido pAranultijugae

proximo daqueles exibitos pBr pendulanesta pesquisa.
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Da mesma forma, caracteristicas biométricas de rdemaePlatymenia reticulata
(Fabaceae-Mimosoideae), oriunda de um fragmentacCeeado ePlatymenia foliolosa
(Fabaceae-Mimosoideae), oriunda de um fragmenté&ldesta Atlantica, serviram como
subsideos para distincdo das espécies (Lepes., 2010). Essas espécies apresentaram as
caracteristicas biométricas semelhante a2.¢gendula

Na maioria dos habitats, o tamanho de sementea daridez ordens de magnitude
(Leishman et al., 2000). No presente estudo, a variacdo no tamarshasednente foi
insignificante paraP. pendulae significativa apenas no comprimento em semeaeB.
multijuga Espécies com grandes sementes apresentam mes@tgecia e estabelecimento
sobre ampla faixa de condi¢cdes ambientais, enquespécies com sementes de tamanho
pequeno sao mais dependentes de perturbacao (®@kiene 1996).

Por outro lado, sementes pequenas, como é o cdopdadulatém maior facilidade
em obter dgua para a germinacdo do que sementedegracomadP. multijugg devido a
maior razdo superficieAvolume (Harpetral., 1970). Caracteristica essa, de maior relevancia
para espécies que habitam regides com curta estagéisponibilidade de hidrica.

Geralmente, grandes sementes aumentam a sobragivdn@lantulas, porém, para
essa relacdo ser compreendida se faz necess&itdentcomo as reservas da semente sao
utilizadas durante a germinagédo e no estabeleammeitial da plantula (Kitajima & Fenner
2000).

O tamanho da semente pode estar relacionado camrdidpde de reservas e a sua
genética, caracteristicas essas essenciais pararmingcdo e maior capacidade de
sobrevivéncia em condicbes desfavoraveis. Este gatte favorece o maior niamero de
plantulas germinadas (Led al.,2002). Assim, esses aspectos morfoldgicos podeitiaaiu
na selecdo de individuos vigorosos, para trabaladscnologia de sementes; na identificacédo
das espécies em viveiro, bem como nos estudosottzgecdas mesmas e no planejamento da
coleta de sementes, pela selecéo daquelas vigpueasontribuam efetivamente para o bom
estabelecimento das plantulas (Antuekal., 1998, Ferreirat al., 2001).

3.3. Caracteristicas anatdomicas e histoquimicas

3.3.1. Anatomia das estruturas da semente

Nas sementes de. multijuga verificou-se duas camadas de tegumento, uma mais
externa e outra mais interna, e podem ser claadd como sementes testais, pois a principal

camada de tecido mecéanico esti presente na testajuadradas no sub-grupo exotestal,
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sendo que, préximo a face adaxial da epidermeglortento encontram-se duas camadas de
células. Sendo uma camada com paredes espessasacosesclereideos, dispostas em
palicadas no sentido radial, constituindo a exatesim 306,7 pm de espessura. Seguida por
um feixe de osteosclereides de 65,7 um de esppsdorgadas no sentido radial e uma
camada de células isodiamétricas espessadas stdspgompactadamente até a face abaxial
da epiderme do tegumento; preenchendo os 1535 @epeapessura do parénquima lacunoso.
Sendo o primeiro estrato preenchido de forma reguasegundo de forma irregular (Tabela
2 e Figura 3A).

Tabela 2.Espessura das estruturas anatémicas do tegunmes@reentes dearkia multijuga
e Parkia pendulg(Fabaceae-Mimosoideae).

Estruturas anatdomicas (um)

Espécie anaui anaui
Pare_:ngu_lma Ostoesclereide Parenquima Mesofilo
palicadico lacunoso
Parkia multijuga 306,7 £5,8 65,7 £ 13,1 1535,2+22,1 1899 + 27,6
Parkia pendula 449 +59 Np 363,2+17,4 402,3+17,8

Médias + Desvio Padréo
Np = néo presente

Na maioria das Fabaceae o tegumento resistentsivplmsente se restringe a regiao
cbnica dos macroesclereideos, possivelmente o nmsdpel pela impermeabilidade da
semente (Melo-Pinnat al., 1999). Essas caracteristicas também foram obsesvad
tegumento de sementes &enna occidentalisespécie pertencente a familia Fabaceae-
Caesalpinoideae (Bitencoet al.,2008).

O mesofilo do tegumento da semente Rlemultijuga € ocupado em 80% pelo
parénquima lacunoso, 16% pelo parénquima palic&t% pela camada de osteosclereides,
ao passo que erR. pendula90% da espessura do mesofilo € formada por céhldas
parénquima lacunoso e 10% pelo parénquima paligddiabela 2 e Figura 3A).

O parénquima palicadico é encontrado principalmeatmesofilo e constituido de um
ou mais estratos celulares, sendo suas células aftais que largas. Ao passo que 0O
parénquima esponjoso, também conhecido como lacuapsesentando células de formato
irregular, delimitando espacos intercelulares, semple as células deste parénquima
conectam-se com as células do parénquima palicé8aaiena & Scremin-Dias 2006).
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Sementes ddé>. multijuga apresentam a linha lucida, linha refrativa quecqee
transversalmente os macroclereides em toda a ésteltstegumento, localizada préxima a
face adaxial da epiderme (Figura 3A). No tegumealgcsementes dB. pendula ndo foi
observado feixe de osteosclereides, somente umadeade células em forma mais tubulares
do que palicadicas, com espessura de 44,9 um, sstal@spessura aproximadamente sete
vezes menor que a de. multijuga (Tabela 2 e Figura 3B). As células podem crescer
uniformemente ou sofrer alongamento unidireciomasentido radial, formando uma camada
palicadica de células prismaticas, quando no senédgencial, formando células tubulares
(Beltrati & Paoli 2006). Caracteristicas essas podem estar intimamente relacionadas a
dureza, ao menor grau de umidade quando integrdaraira na absor¢cdo de agua pelas
sementes.

As caracteristicas micromorfométricas das estratunaatomicas do tegumento
evidenciam queP. multijuga apresenta parénquima palicadico, parénquima lacure
mesofilo, sete, quatro e cinco vezes maior, res@enente, queP. pendula(Tabela 2).
Entretanto, as células parenquimaticas dos cotiEglo presentes no mesofilo séo
isodiamétricas com formato globular e com conteiidi@celular denso, assemelhando-se a
um parénquima de reserva. Sendo que, as célulaseddfilo cotiledonar dé. multijuga
apresenta maiores espacos intercelulare®gpendulaFigura 3C-D).

Durante a formacao do tecido parenquimatico ocardissolucdo da lamela média,
formando os espacos intercelulares esquizogenespapem diferir no tamanho, conforme a
localizacéo e a funcédo do tecido. Os espacos eitéaces, caracteristicos do parénquima,
podem também ocorrer a partir da lise das célujas, desintegra algumas delas e, em
consequéncia, forma os espacos lisébgenos (Scat&taetnin-Dias, 2006).

Semelhancas nas caracteristicas anatbmicas do&omioram observadas, ambas
apresentam estruturas bem diferenciadas, com cqm@ambial, plamula, eixo hipocotilo

radicula bem formados (Figura 3E-F-G).
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Figura 3: Aspectos gerais das caracteristicas anatdmicaggosentos (A e B), cotilédones (C e D)
e embrides (E, F e G) de sementesdenultijuga(A, C e E) eP. pendula(B, D, F e G). Legenda:,
Ad — adaxial,Pp — parénquima palicadictg — linha ldcida,ot — osteosclereideRe — parénquima
esponjoso ou lacunosAp — abaxial,Co — cotilédonecpc — corddo procambiapl — plumula,ehr —
eixo hipocotilo radiculaar — apice radicular.

3.3.2. Histoquimica dos metabdlitos primarios

Os testes histoquimicos realizados apresentaragdagaositiva para a deteccao de
proteinas totais no embrido e cotilédones, lipidetais nos cotilédones e pectinas nos

tegumentos, e reacdo negativa para o teste de anidimdas as estruturas analisadas das

duas espécies estudadas (Tabela 3).
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Tabela 3: Teste histoquimico aplicado em estruturas das raeeuiescentes d& multijugae P.
pendula(+ presenca, - auséncia; o numero de sinais esgpeemtensidade da reacdo).

Composto Teste Estrutura
Tegumento Cotilédone Embrido
Amido Lugol - - -
. . Sudan Il - + +
Lipideos totais
Sudan Black B - + -
Pectinas Vermelho de ruténio +++ - -
Proteinas totais  Xylidine Ponceau - ++ +++

A constituicdo pectocelulésica das paredes cehlila® tegumento de ambas as
espécies em estudo, evidenciada pela cor violetxeada das pectinas, pelo teste com
vermelho de ruténio, podem esta fortemente assaxias caracteristicas de dureza e
impermeabilidade a agua, necessaria para a embebjgdosteriormente, contribuindo para
germinacgao das sementes (Figura 4F e 5F).

Células do mesofilo cotiledonar apresentam-se rgasproteinas totais e lipideos
totais em menor propor¢cdo, com reacdo positiva pases dois compostos nos testes
utilizados. Os lipidios totais foram evidenciadasncos testes Sudan Il e Black B, com
pequenos corpos oleaginosos, variando em dianwistoipuido nas periferias das células do
mesofilo cotiledonar, para ambas as espécies @igbr e 5D-E). Apenas na espééle
pendulafoi possivel visualizar corpos oleaginosos tamoc@lulas do mesofilo cotiledonar
quanto em células do embrido (Figura 5D-E)

As proteinas totais foram evidenciadas pelo testa Xylidine Ponceau, estando
presentes em células dos cotilédones e, principgémenas células do embrido. Essa
compartimentalizacdo de corpos protéicos foi berns reaidente par&. multijjuga (Figura
4C-D-E). No entanto, ef. pendulaos corpos proteicos parecem melhor distribuidte ers
células do cotilédone e do embrido (Figura 5B-C).

Estes compostos de reserva aparecem como estrgloipasas, variando em tamanho,
denominada por varios autores como corpos prot&iCaste et al., 2009). Os corpos
protéicos, termo mais aceito por ser generalifia, estruturas vacuolares que acumulam

proteinas de reserva, mais que também pode cami@substancias em menor proporgcéo
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(Trombs 1967; Dalling & Bhalla 1984; Vidal & Pimehtl985; Guimarées 1999; Murdr al.
2001; Buckeridget al. 2004).

As proteinas foram melhor evidenciadas que os deroampostos de reserva,
apresentando-se em maior quantidade e, com amptabdicdo em todo o mesofilo
cotiledonar e células do embrido das duas Parkegroteinas servem como fonte principal
de nitrogénio e enxofre, embora nao utilizadas céombes de ATP, fornecem esqueletos
carbono que servem de substrato para a sinteseito®s @wompostos (Buckeridget al.,
2004).

Em sementes déaesalpinia peltophoroideBenth. (Leguminosae-Caesalpinoideae) o
mesofilo cotiledonar apresenta-se abundante eneipest e lipideos totais. Entretanto,
compartimentalizados em locais distintos, com maiencentracdo de proteinas na face
adaxial e predominio de lipideos na face abaxial auilédones (Cortet al., 2009). Essa
compartimentalizacdo das reservas, pode estariaedmz a um processo ordenado de
degradacéo (Bewley & Black, 1994).

Diferentemente ao obtido para lipideos e proteindsste histoquimico utilizando-se
lugol ndo foi eficiente para a deteccdo de amide estruturas celulares analisadas, para
ambas as espécies (Tabela 3).

A ocorréncia de graos de amido em sementes deiesp&tbaceae pertencentes a sub-
familia Papilionoideae € considerado abundante, ear espécies Mimosoidae, e ausente nas
Caesalpinioideae conhecidas (Corner, 1976). Entietaem cotilédones d€aesalpinia
peltophoroides os grdos de amido estdo presentes em pequenaisdgdas (Cortest al,
2009). Estes resultados de certa forma, tambént@@@ntes com os resultados mostrados
para as Parkias, uma vez que os graos de amidforsin detectados pelo teste com lugol,

em nenhuma das espécies.
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Figura 4: Testes histoquimicos em estruturas de sementda deultijuga submetidas a distintos
corantes e reagente&) Cotilédone: branco (sem corantes ou reagenB3s otilédone: Xylidine
Ponceau (cor vermelha: vista geral das proteingas}pC) Cotilédone: Xylidine Ponceau (cor
vermelha: detalhe dos corpos proteicag);— corpos proteicod)) Embrido: Xylidine Ponceau (cor
vermelha: proteinas totais}p — corpos protéicosE) Cotilédone: Sudan Il (cor laranja: lipideos
totais),cl - corpos lipidicosF) Tegumento: vermelho de ruténio (cor violeta araoke pectinaspec

— pectina.
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FIGURA 5: Testes histoquimicos em estruturas de sement®& pendulasubmetidas a diferentes
corantes e reagente&) Tegumento: branco (sem corantes ou reagerBgs;otilédone: Xylidine
Ponceau (cor vermelha: proteinas totaip);- corpos protéicos;) Embrido: Xylidine Ponceau (cor
vermelha: proteinas totai)p — corpos protéicosD) Cotilédone: Sudan Il (cor laranja: lipideos
totais),cl - corpos lipidicosE) Embridao: Sudan Il (cor laranja: lipideos totaid); corpos lipidicos;
F) Tegumento: vermelho de ruténio (cor violeta araoke pectinaspec— pectina.

3.4. Andlises bioquimicas dos metabdlitos primarios

Por meio das analises bioquimicas para determindg&ametabdlitos primarios foi
possivel observar que mesmo ndo tendo sido detepild teste histoquimico com uso de
lugol, tantoP. multijugaquantoP. pendulaacumulam quantidades elevadas e similares de
amido em seus cotilédones, com 28% e 27% desteastmple reserva, respectivamente
(Figura 6).
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Sendo o amido o composto de reserva encontrado armr moncentracdo em
sementes dB. multijugg ao passo que e pendulaas proteinas sdo mais abundantes nos
cotilédones da semente (Figura 6). Informacdessesiae corroboram com os resultados
demonstrados pelo teste histoquimico utilizand®ydeline Ponceau (Figura 4B).

Do mesmo modo, verificou-se em estudos utilizareloestilédones e eixos
embrionarios isolados de sementes recém dispensas dispersas déaesalpinia echinata
que o amido é um importante composto de resensadasnente, sendo este polissacarideo
encontrado, principalmente, nos cotilédones, cpomgendo a 20%-30% da massa seca
(Hellmannet al., 2008). Cotilédones de sementesAgmileia leiocarpatambém apresentam
amido no interior de suas células (Porteal.,2002).

Com excecdo ao amido, a concentracdo de acucaiegeisototais (AST), a de
lipideos totais e proteinas totais foram signifi@ahente maiores em cotilédones He
pendula (Figura 6). Diferentemente dos resultados obtigasa as Parkias, sementes
quiescentes d€aesalpinia pyramidaliful. apresentam menor teor de amido (4,3 Mpgey

maior de acticares sollveis totais (31,0 Mp(Bantaset al.,2008).

LJAST # Amido < Lipideos # Proteinas

50 7
45 A
40
35 A
30 T
25 1
20 T
15 1
10 T
5 -

Metabdlitos primarios (%)

Parkia multijuga Parkia pendula
Espécie

Figura 6: Conteudo de acucares sollUveis totais (AST), antigioleos e proteinas em cotilédones de
sementes quiescentes de duas espécies arbéredsradarhazénica. *Nitrogénio total x 5,71 =
proteinas totais. Letras comparam os metabdliiosapios entre as espécies pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Assim como em sementes da espétigendula altos teores de proteinas, amido e
acucares soluveis totais foram observados em semdatquiescentes 8auhinia variegata
(Leguminoseae-Caesalpinoideae), com 29, 20 e 1&¥pectivamente (Pintt al.,2005).

Para Caesalpinia peltophoroides uma leguminosa pertencente a subfamilia
Caesalpinoideae, foram obtidos teores de 50%, 32,2% e 6,8% para lipidios,
carboidratos soluveis, amido e proteinas soluvespectivamente (Cortg al, 2006).

Para sementes de leguminosas do Cerradosfnium subeleganénadenanthera
peregrina var. falcata Andira laurifolia, Copaifera langsdorfii Crotalaria flavicoma
Dimorphandra mollis Hymenaea stigonocarp& Inga uraguensis os teores de AST
variaram de 5 a 39%, de amido entre 0,11 a 56%rateinas de 9 a 30% e de lipideos entre
0,24 a 13% (Sasaki, 2008).

No que diz respeito a espécies de leguminosas embdda flora amazonica, as
sementes déndira parviflora Hymenaea parviflorae Parkia pendula apresentaram teores
de AST que variaram de 1,0 a 14,0%, de amido de&®89,0%, de 6leos de 1,4 a 28,5% e de
proteinas de 12,9 a 35,08% (Goncaleal, 2002). Com excecédo do conteudo de lipideos na
semente deéP. pendula os demais compostos encontram-se em quantidaddares ao
encontrado no presente trabalho.

De maneira mais pontual, diferencas foram obsesvaghtre as duas espécies em
estudo no que diz respeito a composicao dos lipitteais extraidos dos cotilédones.

Com o desdobramento da composicdo dos acidos gy@ustituintes dos lipideos
totais, foi possivel observar que o acido oléicompde a maior porcentagem lipidica dos
cotilédones das sementes, tanto lRBmmultijuga quanto emP. pendula com 33% e 31%,
respectivamente (Figura 7). Deste modo, nota-se ajokas as espécies armazenam no
citoplasma das células dos cotilédones, predonenasrite o acido graxo insaturado que
apresenta apenas uma insaturacao em sua caddiaicants.).

Do mesmo modo, em sementesBirtholletia excelsa, Andira parviflora e Parkia
pendula foram obtidos predominantemente &acidos graxoatursdos (Goncalvest al,
2002). Corroborando com os resultados deste. Roo ado, diferentemente dos resultados
para acidos graxos saturados, no que conserneidiss graxos saturados, autores acima
mencionados obtiveram o acido palmiticqs{§ como o principal acido graxo saturado para
diferentes espécies da flora amazobnica, nesteestuatincipal acido graxo saturado foi o

estearico (@s.g) para as duas Parkias.
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Em outras espécies leguminosas, como por exempl®auhinia racemos#Mohan
& Janadhajan, 1994)Bauhinia variegatgPintoet al.,2005) os acidos palmitico e linoléico,
respectivamente, compunham a maior porcentagedicgpilas sementes.

Os demais acidos graxos como estearico, palmiliicoléico e miristico também
foram encontrados em quantidades significativasementes dB. multijjuga.Sendo o acido
miristico, de menor cadeia carbdnica, presentaiskeamente na composicdo dos lipideos em

sementes desta espécie (Figura 7).

B Miristico B Palmitico & Estedrico B Oleico & Linoleico
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Figura 7: Conteudo de &cidos graxos em cotilédones de semepiescentes de duas espécies
arboreas da flora amazoénica. Barras significamidgmdrao.

As fracdes protéicas de albuminas, globulinasapnoias, glutelinas acidas e basicas
dos cotilédones das duas espécies em estudo éassfradas na tabela 4. Sendo que, o
conteudo da fracdo globulinas foi quantitativamesigerior ao das demais fracdes protéicas,
com 4,4% par®. multijudae 15% par#. pendula

Demonstrando ser a fragdo glubulinica, a classepdeinas majoritaria na
composicao protéica de cotilédones das sementeSBadaceae-Mimosoideae em estudo.
Esses resultados indicam que a concentracao derastvaria entre as espécies, confirmando
que as concentracdes relativas dessas reservas) p@i@r entre as espécies e até entre

espécies pertencentes a mesma familia (@oaé, 2006).
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Tabela 4 Fracionamento de proteinas de reserva em senmigsxentes de duas espécies florestais
pertencentes a familia Fabaceae-Mimosoideae. Letraparam as médias nas colunas pelo teste t de
studenta 5% de probabilidade.

Classe Protéica (%)

Espécie -
Prolaminas Albuminas Globulinas Glut. Basicas Glut. Acidas Prot. Totais

P. mutjuga 0,27+0,01A  2,7#0,1 A 4,4+0,1 B 2,4+0,94 B 0,1+0M6 9,9+1,2B

P. pendula 0,47+ 0,01A 1,6+0,1 B 15,0£2,1 A 7,5+0,43 A 0,8#0A 25,623 A

Médias * desvio padrao

O conteudo de proteinas de reserva obiservadosemnses sao bastante variaveis,
mesmo para espécies da mesma familia (Bewley, I#97W) sementes d€aesalpinia
pyramidalis nos cotilédones de sementes quiescentes verdieotonteudos das fracoes
albuminas, glutelinas, globulinas e prolaminas, epmoximadamente 180, 38, 25 e 19 mg g
! respectivamente (Dantas$ al., 2008). Para sementes quiescente®aehinia variegata
(Fabaceae-Caesalpinoideae) a fracdo globuliniceeseptou 66% do teor de proteinas da
semente (Pintet al.,2005).

Em relacdo ao contetdo de proteinas totais, obsergae cotilédones d& pendula
apresentam concentracao significativamente supedoca de duas vezes e meia maior que
P. multijuga(Tabela 4). Os teores de proteinas totais variaenca de 2 a 9% e foram mais
elevados nos extratos totais 8esbania exasperata e Ormosia costylatan 5,1 e 8,9%,
respectivamente, para as espécies pertencentdsfansilia Papilionoideae. Enquanto que,
em Tachigali plumbegCaesalpinoideae) o conteudo protéico foi de 2(@%evreuilet al,
20009).

Sementes deCaesalpinia peltophoroides Fabaceae pertencente a subfamilia
Caesalpinoideae, com teores de 6,8% de proteihages (Corteet al, 2006), apresentou
valor préximo ao obtido paf. multijuga(9,9%). Essas diferencas interespecificas podem se
explicadas pela diversidade dos fatores do meicrecimento das plantas matrizes, estadio
de maturagao dos frutos e sementes quando colaidoalisados, assim como pela eficiéncia

na extracdo das metodologias utilizadas.
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3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Considerando as globulinas que representam a cthsg®oteinas majoritaria nos
cotilédones de ambas as espécies, optou-se pdikeagiatroforética apenas desta classe.

O perfil protéico dos extratos da fracdo globulenefaram bandas protéicas distintas
para as duas espécies. Em sementes quiescenespdadulaobservou-se duas bandas de
proteinas com massas moleculares aparentes de O®® k47,8 kDa, aproximadamente,
estando as proteinas com menores massa molecuien puidentes (Figura 8-1). Ao passo
que, pard@. multijugaobservou-se uma banda de proteinas com massautaolaparente em
torno de 56,2 kDa (Figura 8-2).

Em extratos total de proteinas de sementes de iespiguminosas arbéreas da
Amazobnia, o perfil protéico d€achigali plimbeea Sesbania exasperatavelou ocorréncia
de proteinas com massas moleculares aparentes #Bal@ 30 kDa, ao passo que para
Ormosia costulataobservou-se intensa coloracdo de proteinas consasiasoleculares
aparentes variando entre 20-25 kDa (Cheveual., 2009).

Em sementes deheobroma gradiflorumespécie arborea tipica da regido Amazénica,
em estudos com a classe globulina de proteinamfolservados polipeptidios com massas
moleculares aparentes de 14,5, 31 e 47 kDa, e sergkabulinas do tipo vicilina (Carvalho
et al.,2008). Esses resultados sugerem a presenca igestie tpolipeptidios e globulinas em
cotilédones de sementes quiescente®.dmultijugae P. pendula visto a similaridade das
massas moleculares.

Na literatura ndo ha registros que em sementesyaodolos acumulam corpos
protéicos ou proteina e carboidratos solluveis, @sdgroteinas mais comuns sao globulinas,
encontradas nos embrides, e prolaminas, exclusiv@ @ endosperma dos cereais, e ambas

funcionam como reserva de aminoacidos (Marty, 1999)
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Figura 8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%fdacdes globulinica$l: Marcadores de
massa molecular, Promega. PP: Cotilédone de senmpnéscente deParkia pendulae PM:
Cotilédone de semente quiescentédekia multijuga
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4. CONCLUSAO

Do ponto de vista morfoantdmico, as sementes géacesP. multijuga sdo grandes,
lanceoladas, esternospérmicas, exotestais, com tegumento Ossquaredes celulares
pectocelulosicas com camada de macroesclereidestddguras anatdmicas espessas. Ao
passo que sementes Be pendulasdo pequenas, elipticas, esternospérmicas, testas,
tegumento pétreo de paredes celulares pectoceatostendo as estruturas anatdémicas dos
cotilédones e embrido semelhantes, asgimo plumulas bem desenvolvidas com primérdios

foliares diferenciados em ambas as espécies.

Considerando o ponto de vista bioquimico, a espdti multijuga acumula
predominantemente carboidrato na forma de amifo gendulaproteinas, como principais
compostos de reservas nos cotilédones. Sendo goesttuicdo das proteinas e dos lipideos

€ semelhante entre as duas espécies.
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CAPITULO I

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS DA GERM INACAO DE
SEMENTES DE Parkia multijuga Benth. E Parkia pendula (Willd.) Benth. SOB NiVEIS
CRESCENTES DE TEMPERATURA

RESUMO - Caracteristicas morfologicas e fisiologicas da geagéio de sementes Barkia
multijuga Benth. eParkia pendula(Willd.) Benth. sob niveis crescentes de tempesatds
sementes podem apresentar comportamento varidvelfumgdo da temperatura de
germinacdo, ndo havendo uma o6tima para todas @&xiesp podendo estar associada as
caracteristicas ecolégicas de cada espécie. Nest&ds 0 presente estudo teve como
objetivo investigar o comportamento germinativo dapécies florestaBarkia multijjugae
Parkia pendula sob temperaturas crescentes. As sementes forameadas em caixas
plasticas do tipo gerbox utilizando-se papel gersticomo substrato e acondicionadas em
camara de germinacao com temperaturas constan@@°@e 25°C, 30°C, 35°C e 40°C, com
fotoperiodo de 12 horas. A germinacdo foi avaligifriamente, sendo posteriormente
determinados a porcentagem, indice de velocidanléeenpo médio de germinacdo. Assim
como as caracteristicas morfologicas da germinacéesenvolvimento inicial da plantula.
Sementes de espédie multijugaapresentam maior porcentagem de germinagcao, coar ma
indice de velocidade e menor intervalo de tempaamiperaturas de 30 a 35°C, ao passo que
paraP. pendulaos melhores resultados foram obtidos sob as teysas de 25 a 30°C. Para
P. multijjugaa protrusdo da raiz primaria ocorreu a partir €iineo dia e par®. pendulaa
partir do terceiro dia ap0s a semeadura, sendopgua a primeira, a germinacdo foi

classificada como hipdgea-criptocotiledonar e pasagunda, epigea-fanerocotiledonar.

Palavras-chave:Fisiologia da germinacdo, morfologia, semente®éiais, Fabaceae.
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1. INTRODUCAO

Como consequéncia da destruicdo e degradacéo desistemas brasileiros, com
consequente preocupac¢do da restauracdo ecolégcmekmos, houve a intensificagdo dos
estudos e projetos neste sentido (Rodrigies., 2007; Wuethrich, 2007; Rodrigues al.,
2009), o qual tem aumentado a demanda por mudasp#eies arbdéreas nativas (Viani &
Rodrigues, 2007), seja visando a obtencdo de imfpies que expressem a qualidade
fisiologica das sementes, tanto para sua presen@gfo para a utilizacdo dessas espécies
vegetais com os mais variados interesses (Mehdb,2008).

No que se refere a producdo de mudas, essa denmandaestimulado a
comercializacdo de sementes de diversas espéetiéeeas, embora ndo haja, atualmente,
garantia de um padrdo minimo de germinacdo, coma@@ara as sementes de espécies
agronémicas (Brancaliogt al.,2010).

O principal atributo da qualidade a ser considerado capacidade germinativa das
sementes, pois, sem ela, a semente ndo tem vatoag@meadura, e dela também depende a
gualidade das mudas e o sucesso dos plantios @rakaé& Paula, 2008). Neste sentido, 0
teste de germinacgdo representa o principal parérdetavaliacdo da qualidade fisiol6gica das
sementes (Martingt al., 2008). Paralelamente, a germinacdo a descricadoldgica de
plantulas auxiliam estudos ligados a germinacéoas dustracdes fornecem subsidios para
padronizar testes de germinacdo em laboratoriog®il al., 1995). Ademais, todas estas
atividades técnicas podem contribuir para adequdidgnostico das sementes para fins
comerciais (Oliveira, 1993).

Biologicamente, para que ocorra a germinacao dagrges, € necessario que uma
série de fatores intrinsecos a semente e ineraata®io externo sejam favoraveis. Dentre os
fatores do meio que exercem influéncia sobre a igag@o, a temperatura atua sobre a
velocidade de absorcao de agua e também sobrag@®sebioquimicas que determinam todo
0 processo germinativo e, em consequéncia, afeta gavelocidade quanto a uniformidade
de germinagao, como a germinagao total (CarvaliNakagawa, 2000).

As sementes apresentam comportamento varidvel egéduda temperatura, ndo
havendo uma temperatura Otima para todas as espdmielendo estar associada as
caracteristicas ecoldgicas de cada espécie (B&desna, 1993; Sousa-Sihet al., 2001).
Sendo consideradas ideais, a temperatura ou fdxaemperaturas, em que as sementes
expressem seu maximo potencial genético, obtenao+ye@ximo de germinagdo no menor

espaco de tempo possivel (Carvalho & Nakagawa, )2@énsidera-se temperatura G6tima
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aquela que possibilita a combinacdo mais eficientee a porcentagem e a velocidade de
germinacao (Marcos Filho, 2005).

Espécies florestais subtropicais e tropicais @@mas estudadas sob tratamentos de
diferentes temperaturas com 6tima de germinacéaas entre faixa de 20 e 30°C, uma vez
gue estas sdo temperaturas encontradas em suassrdgi origem, durante a época propicia
para a germinagao natural das sementes (Borge&, R893).

Em estudo com base em levantamento bibliografitwesa temperatura 6tima para
germinacdo de sementes de 272 espécies arboresikeilas, pertencentes aos biomas
Cerrado, Mata Atlantica e Amazonia, verificou-see qps testes de germinagdo podem ser
conduzidos mediante 0 uso de temperatura constent25°C para sementes dos biomas
Cerrado e Mata Atlantica e sob temperatura de 3@ft@ espécies da Amazonia (Brancalion
et al.,2010) .

Partindo do principio de que a temperatura Gtima pagerminacdo € resultado da
adaptacao fisiolégica das sementes as condi¢cOeremtaib dos locais de ocorréncia ou de
cultivo da espécie, o presente estudo tem comotiabjenvestigar o comportamento
germinativo de duas espécies florestais da Amazoéaiaetadas no mesmo sitio de ocorréncia,
pertencentes ao mesmo género, familia e subfanMhakia multijuga Benth. eParkia
pendula(Willd) Benth. sob temperaturas crescentes, visandnitorar variaveis germinativas
gue identifiguem mais precisamente o melhor desehgdo processo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Procedéncia do material biol6gico

Para realizacdo dos experimentos foram utilizagéasestes das espécies florestais
Parkia multijugaBenth. eParkia pendulaWilld.) Benth., pertencentes a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae, oriundas da Reserva Flardstolpho Ducke (26 km ao Norte de
Manaus, Brasil - 03°08’ S e 59952’ W).

Apos a coleta os frutos foram acondicionados erossde polietileno e transportados
para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vag@MCTINPA), local onde foi realizado

0 beneficiamento das sementes e instalacdo dosmepeos.

2.2. Instalacdo do experimento
2.2.1. Teste de germinacao

As sementes passaram por processo de assepsidugdostde hipoclorito de sédio a
2% durante 10 minutos e lavagens sucessivas comdagtilada, posteriormente tiveram sua
dorméncia tegumentar quebrada com desponte aodpdsto a emissdo da radicula e
submetidas a embebicdo em agua destilada duraniera4. Depois, foram semeadas em
caixas plasticas do tipo gerbox (11x11x3,5 cmjzatildo papel germitest como substrato e
acondicionadas em camara de germinacao (ELETR@lalelo EL 202) com temperaturas
constantes de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C e 408Q@idas de lampadas fluorescentes de luz
branca com fotoperiodo de 12:12 horas (luz:escuro).

A avaliacdo da germinacéo foi realizada diariames¢émdo consideradas sementes
germinadas as que apresentaram emissao de racihonld mm de comprimento. Ao final do
teste, que teve duracdo de 20 dias, foram detedasngorcentagem de germinacao
(Laboriau, 1983), indice de velocidade de germioa¢®G), de acordo com metodologia
descrita por Maguire (1962) e tempo médio de geagdin (TMG), comforme Edmond &
Drapalla (1958), segundo as aplicagéo das formabas<o. As plantulas foram consideradas
normais quando alcancaram o0 estadio em que todags@sturas essenciais foram
precisamente verificadas. Por outro lado, plantdassideradas anormais apresentaram

cotilédones escuros e sem o sistema radicular delseio ou com raiz primaria deteriorada.
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% de Germinacdo =Xf. N*). 100

Onde:
~ni= Numero total de sementes germinadas

N= Numero de sementes colocadas para germinar

™ = (NG, + N,G, + ...+ NG,) /
(G+G+...+G)

Onde:
G1, G,,...G = Numeros de sementes germinadas no dia da obaerva

N, N2...N, = NUumero de dias apés a semeadura

IVG = G/N; + G/N,.+...+ G/N,

Onde:
G1, Gy,...Gr = NUmero de sementes germinadas

N3, Na.,...N, = NUmero de dias apds a semeadura

2.2.2. Morfologia da germinacéo

A fim de descrever a morfologia da germinagcdo eesedvolvimento inicial das
plantulas, sementes de ambas as espécies foraradasrianto em caixas tipo gerbox usando
papel germitest como substrato, como semeadas edejbaa plasticas contendo vermiculita
como substrato e acondicionadas em camara de gE@oircom temperatura constante de
30°C. Para as descricbes morfolégicas e ilustracdes cdoacteres, foram utilizadas as
plantulas que se apresentavam mais vigorosas. demdo-se como vigorosas aquelas

plantulas com todas as suas estruturas essencans desenvolvidas, completas e
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proporcionais. Os elementos vegetativos descritakistrados foram raizes primarias e
secundérias, colo, hipocotilo, cotilédones, epiocoe protofilos. As ilustragbes foram
realizadas manualmente com auxilio de lupa de raesacroscopio binocular a partir do

material fresco.

2.3. Delineamento experimental e andlises estatisticas

O experimento foi implantado no delineamento iateiente casualizado, em esquema
fatorial 2x5 (duas espécies e cinco temperaturfs: 28, 30, 35 e 40°C), sendo cada
tratamento composto por quatro repeticbes de 25ers@s Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias fooamparadas pelo teste de Scott-knott a
5% de probabilidade. Os dados de porcentagem wmheirgegdo (% G), Tempo Médio de
Germinacdo (TMG) e indice de Velocidade de Gernding¢VG) em funcéo da temperatura,

foram submetidos a analises de regressao com ijpostgrste de equacodes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teste de germinacao

Os maiores percentuais de germinacao para a espéaialtijugaforam verificados sob
as temperaturas de 30 e€35com 78 e 81%, respectivamente, ao passo quéPpaendula
0S maiores percentuais foram obtidos sob as tempasade 25 e 3@, com 83 e 87%
(Tabela 1). Teoricamente era de se esperar quaaasedpécies de Parkias ndo apresentassem
diferencas no percentual de germinacdo, tendo sta gue ocorrem no mesmo local e,
portanto, sofrem as mesmas influéncias abientaisoRtro lado ndo se pode esquecer que
sao espécies distintas.

As sementes déarkia pendulaapresentaram maiores porcentagens de germinacao
(100%), de formacao de plantulas normais (99%)oma comprimentos de raiz (4 cm) e de
parte aérea (8,5 cm) na temperatura de 30°C (Rostsak,2009).

O processo germinativo foi comparativamente mamdoa paraP. pendulaquando
comparado con®. multijuga iniciando-se apos o terceiro dia e atingindo ¢horeindice de
velocidade no quarto dia apés semeadura, sob &tatom de 3 (Tabela 1).

ParaP. multijuga verificou-se que, assim como o percentual de gexgdio, 0 tempo
médio de germinacao foi favorecido pelas tempegiatde 30 e 3&. Entretanto, os melhores
indices de velocidade de germinacdo foram obtidogaixa de temperatura de 25 a@@5
(Tabela 1). Dessa forma, supde-se que as tempEsanais elevadas tenham proporcionado
maior atividade metabdlica, de forma a acelerani®oumizar o processo germinativo desta

espécie.
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Tabela 1 —Caracteristicas germinativas de duas espéciesecahd-abaceae-Mimosoideae
submetidas a diferentes temperaturas. Germinac¢g), {mpo médio de germinagcédo (TMG)

e indice de velocidade de germinacéo (IVG).

Variaveis analisadas

Espécie Temperatura (°C)
G (%) TMG (dia) VG
20 70 c 9,33d 0,42b
25 75b 7,35b 0,64 a
Parkia multijjuga 30 78 a 6,34 a 0,71 a
35 8la 6,24 a 0,83 a
40 41d 8,35¢ 0,30 b
20 79D 6,24 e 3,30 ¢
25 83 a 4,36 C 519b
Parkia pendula 30 86 a 4,06 a 570 a
35 79b 4,24 b 5,00 b
40 55¢c 5,26d 3,27c

Letras comparam as médias nas colunas para caéleieesp 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-knott.

Na figura 1 pode-se observar que as espécies dsmid@resentam comportamento
similar quando submetidas a temperaturas cresceeteggerminacdo. Ambas apresentaram
bom ajuste de equacdo frente as temperaturas dafijdambas com modelo quadratico
negativo, ou seja, a porcentagem de germinacédaoffoenciada negativamente nos extremos
de temperatura (2C e 40C) e positivamente nas temperaturas centrais (25°@), com
decréscimos mais acentuados garaultijuga.

Houve reducéo de 36% na germinacao das sementes rdaltijuga datemperatura
de 30C para 4€C, ao passo que paRa pendulaa reducdo foi de 31%&sses resultados
evidenciam que apesar de apresentarem tendénoidhsene, a espécke. pendulaajusta-se

melhor a temperaturas mais elevadas.
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—— P nuiltijuga --3- F. pendula

P. pendula = -4,833x2+ 24,035+ 58,2
R==0958

Germinac¢io (%)

(
(
P nltijuga = -6,339x4+ 32 91x+40
101 R?=0,801
0

20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 1 — Porcentagem de germinacdo de sementd3adda multijugae Parkia pendula

(Fabaceae-Mimosoideae) submetidas a diferentestatopas.

Embora nos extremos de temperaturas (20 e 40°QGjatedo obtido valores
consideraveis de germinagdo, nestas temperatgesrenacao se deu em um maior intervalo
de tempo, enquanto as temperaturas de 25 a 35 rpionaram germinacéo das sementes
em menor intervalo de tempo (Figura 2) e maior cidedde de germinacédo (Figura 3),
havendo declinio de ambas as caracteristicas @& part35°C e menor velocidade de
germinacdo em 20°C. Em temperaturas mais baixagtabolismo da semente é reduzido,
podendo germinar em periodo mais longo (Amaral 8liRa 1992).

Os resultados obtidos para as Parkias neste es@éidosemelhantes aos obtidos para
outras espécies Fabaceae-Mimosoideae, como por pexenem angico vermelho
(Parapiptadenia rigida as maiores percentagens e 0os maiores indicesldeidade de
germinagao foram obtidos no intervalo entre 23,8°82,4°C, sob temperaturas constantes
(Mondo et al., 2008). ParaPoecilanthe parviflora(Fabaceae-Faboideae) a temperatura
constante de 25°C proporcionou maiores valoresodeeptagem de germinacéo, indice de
velocidade de germinacgéo e de plantulas normais@edres & Paula, 2008).

Em estudos com espécies do género Dalbergia (Fadacesultados semelhantes foram
obtidos para sementes Balbergia nigrg que germinaram aos trés dias, contudo atingiram
os 15 dias com 80% de germinacao (Rraal., 2009), pardDalbergia brasiliensisum

poder germinativo variavel, de 13% a 86%, com iéamtre 11 a 60 dias ap0s a semeadura
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(Carvalho, 2004) e pafaalbergia cearensigjue atingiu percentual médio de germinacao de

70% aos 14 dias (Nogueieh al.,2010).

—e—P. muliijuga --»- P pendula

TMG (dia)

P onmiltijuga = 0,855x2-5454x+ 17,74
) R==0.962
P pendula=10,358x3-2,513x+ 9,213
R==0.906
T

20 25 30 335 40

Temperatura (°C)

Figura 2 — Tempo médio de germinacdo (TMG) de sementeBatkia multijugae Parkia

pendula(Fabaceae-Mimosoideae) submetidas a diferentgsetaturas.

Neste estudo é importante observar que, emborss@&cies tenham apresentado
comportamentos similares e relagdo as temperatuota;se que ha diferenca consideravel
entre elas para o tempo médio de germinacdo eoaidatie com que a germinagdo acontece,
em todas as temperaturas estudadas (Figuras3).2 e

Devido as condi¢des climaticas brasileiras, podemescontradas espécies nativas
brasileiras com grande plasticidade para tempestde germinacdo. Dentre os fatores
limitantes da distribuicdo geogréfica de muitasess, pode estar a capacidade das sementes
em germinar nas condicbes climaticas predominantas, ainda, as temperaturas
experimentadas pela planta-méae parecem estar @nuleterminantes das caracteristicas de
germinacao da progénie (Borghetti, 2005).

A variabilidade na germinacdo pode indicar umaaé&sgia adaptativa em que a
espécie procura distribuir seu periodo germinapapa aproveitar condicdes ambientais

favoraveis (Oliveiraet al.,2006).
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—— P multijuga ==+ - P. pendula

0,0
U
5.0 'y ..
C 40 A o s

3.0 ;5 i’

P. pendula = -0,602x2+ 3,591x+ 0,310
20 R*=0,999
o P nuiltijuga= -0,106x*+0,637x- 0,149

R==0.806

1.0 ./i/_l_\j\i
0,0 T T T T
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Temperatura (°C)

Figura 3 — indice de velocidade de germinacdo (IVG) de seesedeParkia multijugae

Parkia pendulgFabaceae-Mimosoideae) submetidas a diferentgsetaturas.

O efeito da temperatura sobre a germinagéo tenciespmportancia para a ecologia
de populacdes. Para as sementes serem capazesnideagesuas temperaturas cardeais
devem corresponder as condicbes externas que emsegum desenvolvimento
suficientemente r4pido para as plantas jovens fesy@000).

Assim como o obtido pafa. pendulaa faixa de 20 a 30 °C mostra-se adequada para
a germinacao de grande numero de espécies suligopidropicais (Borges & Rena, 1993;
Schmidt, 2000). Para as espécies florestais na@vsmperatura 6tima de germinacao situa-
se entre 15°C e 30°C, a qual esta relacionada, aliovente, as temperaturas da regido de
origem da espécie na época favoravel para a geg@ungAndrade et al., 2000).
Atemperatura oOtima para a germinacdo de sement&Es disetamente associada as
caracteristicas ecologicas da espécie (Prober)1%ara algumas sementes de espécies
arbéreas com€eiba pentranddoi obtido melhor desempenho germinativo sob teatpea
de 30°C (Varelat al.,1999), deParkia platycephalgdNascimentcet al.,2003), deTabebuia
impetiginosa(Oliveira et al., 2005) e deCaesalpinia ferregLima et al., 2006). Da mesma
forma que paraP. multijuga em sementes d8orojoa sorbilis verificou-se que né&o
ocorreram diferencas significativas na germinagé® temperaturas de 30 e 35°C (Braga
al., 1999).
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Espécies florestais amazonicas tendem a requeneetaturas superiores a 20°C para
germinacao, pois a temperatura média anual negse resta em torno de 24 a 26°C (Rosseto
et al.2009).

3.2. Aspectos morfologicos da germinacéo

A germinacdo das sementes @& multijuga foi classificada como hipdgea,
criptocotiledonar. A germinacdo hipogea é aquelaqua os cotilédones permanecem no
interior do solo (Brasil, 2009; Carvalho & Nakagaviz®00; Marcos Filho, 2005; Souza,
2003) ou aquela em que os cotilédones ficam ad diveolo, permanecendo cobertos pelo
tegumento (Camarget al.,2008).

A protrusdo da raiz primaria ocorreu a partir dionse dia apos a semeadura, com o
rompimento do tegumento e surgimento da radiculiadio oposto ao hilo (Figura 4B e 5B).
Durante o processo de germinacgédo, o inicio do desemento da plantula € marcado pela
protrusdo da radicula (Souza, 2003). Inicialmemt@iz primaria apresentava-se na coloragado
branca leitosa (Figura 5C), apdés seu alongamersorgimento das raizes secundarias, se
apresentou ferruginea, com varios primordios deesaliaterais (Figura 4C e 5D). Observou-
se hipocétilo pouco alongado, de coloracdo brantarelado a amarelo-claro, fase esta
caracterizada pelo surgimento de um “gancho” espgssoloracdo rosada e surgimento das
primeiras folhas (edfilos) (Figuras 4D e 5E). Posteente, a este estadio, ocorreu o
alongamento progressivo do epicotilo, que se aptage inicialmente curvado e rosado,
passando a ser ereto e verde (Figuras 4E). Ofdmtiés eram do tipo carnoso (com
reservas), permaneceram cobertos pelo tegumemitdo sésivel apenas a regido préxima ao
peciolo, os mesmos persistem na plantula por unogmeracima dos 25 dias, periodo de
experimentacdo (Figura 4B-E e 5A-B-E). Dezessais dp0s a semeadura, a plantul@de
multijuga encontrava-se completamente formada, apresentatit®d composta e bipinada
(Figuras 4E e 5F).
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Figura 4 — Aspectos morfologicos da germinacao de sementd3add@a multijugaBenth
(Fabaceae-MimosoideaeA — semente quiescentB, — Protrusdo da raiz (7 dias}, —
Alongamento radicular (9 dias) — Alongamento do epicétilo e expansdo das prireira
folhas (12 dias)E — Plantula completamente formada (16 dias). Legetgd— tegumento, eo
— edfilo, epi — epicétilo, co — cotilédones, hiphipocétilo, rp — raiz primaria, rs — raiz

secundaria.

Figura 5 — Estadios de desenvolvimento de plantula®dekia multijugaBenth (Fabaceae-
Mimosoideae), germinadas em bandeja plastica cdaterermiculita como substrato e
incubadas sob temperatura de 30°C durante 25 Aliassemente quiescente embebifla;
Protrusédo da raiz (7 diad}, — Alongamento radicular (9 diad)p, — Surgimento de raizes
secundarias (10 diasy, — Alongamento do epicétilo e expansdo das primaeiothas (12

dias),F — Plantula completamente formada (16 dias).
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Ao contrario do observado paraemultijuga a germinacéo das sementes da espécie
P. pendulainiciou ao terceiro dia apés semeadura e, foisdilaada como epigea,
fanerocotiledonar. Para esta espécie, observoussanente que os cotilédones foram
elevados acima do nivel do solo, pelo alongamewtcigocotilo. Resultados estes que
discordam as observacdes feitas por Cameargd., (2008), onde classificaram a germinacéo
desta espécie como hipdgea fanerocotiledonar.

A germinacao do tipo epigea € a forma mais comurgedminacdo encontrada na
maioria das leguminosas, conforme Duke & Polh@§1). A radicula rompe o tegumento na
base apresentando-se curta, glabra, de cor braap&e pontiagudo (Figuras 6B e 7B). A
raiz primaria apresenta rapido desenvolvimentaiidimente grossa, passando a fina com
dilatacédo na base; cilindrica, tenra, esbranquieactan coifa amarelada (Figuras 6C e 7C). O
hipocotilo é inicialmente curvado (“gancho”) aténar-se reto (a partir do sexto dia de
semeadura), curto, entretanto, bem mais evidenteequP. multijuga cilindrico, tenro,
glabro, de coloracdo verde clara (Figuras 6D e AB)primeiras raizes secundarias nascem
imediatamente abaixo do colo, que é bem evidengmdo maior diametro do hipocotilo
(Figura 6F). Cotiléedones de reserva persistem @ofL® dias na plantula, iguais, ligeiramente
cbncavos, branco-amarelados, opostos, glabroseiséde consisténcia carnosa (Figuras 6F-
G e 7F). Epicétilo tenro, cilindrico, verde-claedpngado, eretos, glabro e em seu apice acha-
se a plumula no inicio de seu desenvolvimento (BEJu7E). No estadio final do
desenvolvimento, o epicétilo adquire a coloracdode@ea marrom, apresentando folhas

compostas e bipinadas (Figura 7F).
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Figura 6 — Aspectos morfolégicos da germinacdo de sementézadea pendula(Willd.).
Benth. (Fabaceae-Mimosoidead)— semente quiescent®,— Protrusédo da raiz (3 diag),—
Alongamento radicular (5 dias]p) — Gancho plumular (6 dias — Alongamento do
hipocotilo (7 dias),F — Abertura dos cotilédones (8 dia§), — Plantula completamente
formada (9 dias). Legenda: tg — tegumento, eo Hogépi — epicotilo, co — cotilédones, hip —

hipocétilo, rp — raiz primaria, rs — raiz secundari

Figura 7 — Estadios de desenvolvimento de plantulasPdekia pendula(Willd.). Benth
(Fabaceae-Mimosoideae), germinadas em bandejaicplasbntendo vermiculita como
substrato e incubadas sob temperatura de 30°C tduB&dndias.A — semente quiescente
embebidaB — Protrusdo da raiz (3 dias},— Alongamento radicular (5 diad), — Gancho
plumular (6 dias)E — Abertura dos cotilédones com alongamento doddiflo (7 dias),F —

Plantula completamente formada (9 dias).
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4. CONCLUSAO

v' A germinacao da semente Bemultijugaé hipégea-criptocotiledonar, sendo a
méxima germinabilidade das sementes obtidas ngsetatnras constantes entre 30 e 35°C;

proporcionaram os maiores valores de porcentagestoeidade de germinacgao.

v Para a espécieP. pendula a germinacdo de sementes ¢é epigea-
fanerocotiledonar, com melhor desempenho no procggsminativo sob temperaturas

constantes entre 25 a 30°C.
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CAPITULO 1lI

MOBILIZACAO DE RESERVAS DURANTE A GERMINACAO E CRES CIMENTO
INICIAL DE PLANTULAS DE Parkia multjuga BENTH E Parkia pendula
SUBMETIDAS A DIFERENTES REGIMES DE TEMPERATURA

Resumo —-Mobilizac&o de reservas durante a germinacgéao eioresto inicial de plantulas de
Parkia multijjugaBenth eParkia pendulasubmetidas a diferentes regimes de temperatura. As
plantas apresentam diferentes estratégias de géapés alteracdes dos fatores bidticos e
abidticos no meio em que habitam e o acumulo depostos de reserva em sementes
representa parte importante do processo. Estastasglas sdo utilizadas durante a
germinagao e, posteriormente, metabolizadas pacaescimento e desenvolvimento das
plantulas. Neste contexto, o presente estudo cobjeti®m investigar a influéncia da
temperatura sobre as alteracbes no conteudo deidratios, lipideos, proteinas e seus
respectivos desdobramentos, durante a germinacidsenhentes e estadios iniciais de
desenvolvimento das plantulas Earkia multijugaBenthe Parkia pendula(Willd.) Benth.
Sementes d@. multijugae P. pendulaforam semeadas em caixas do tipo gerbox contendo
papel germitest como substrato e acondicionadasaemara de germinacdo com temperaturas
constantes de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C e 40°C gyeintmlo de 12 horas. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizadbedecendo o esquema fatorial 5x2
(temperaturas x espécies) com 20 repeticbes pamteato. A quantificacdo dos metabdlitos
primarios foi realizada em cotilédones de semequésscentes e em cotilédones coletados a
cada cinco dias a partir da semeadura, duranteriodpede vinte dias. Amostras de
cotilédones secos e pulverizados foram utilizadasa pextragdo e quantificacdo dos
metabolitos primarios e seus respectivos desdolmasieSendo os lipideos totais extraidos
usando-se éter de petroleo, os carboidratos conole8®% e as proteinas conforme sua
solubilidade.No que concerne ao comportamento das espécieg faestfatores estudados,
em P. pendulaos aguUcares sollveis totais sdo mobilizados deirastestadios iniciais de
germinacdo e desenvolvimento da plantula, ao passo paraP. multijuga apresentou
acréscimo durante o desenvolvimento da plantugceéedo ao aumento de temperatura. A
espécieP. multijugaapresenta comportamento conservador na utilizdedmido, por outro
lado, emP. pendula este carboidrato € mobilizado durante o deseimelvo da plantula,
associado as temperaturas de 25, 30 e 35°C.PEmnultijuga os lipideos totais foram

mobilizados durante o desenvolvimento da plantap@ado as temperaturas crescentes,
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entretanto, par®. pendula o0 mesmo apresentou aumento crescente durant®cessp
germinativo. Os &cidos graxos sado mobilizados daran processo germinativo em.
multijuga e, durante o desenvolvimento da plantula Bmpendula independente da
temperatura de germinaca®s proteinas sdo mobilizadas durante o processoimggivo de
sementes dé°. pendula principalmente nas temperaturas de 25, 30 e 33&CparaP.
multijuga a concentracdo de proteinas aumenta nos primdirodids, associada as
temperaturas de até 35°C. As globulinas represergamaior fracdo de proteinas em
cotilédones de sementes das Parkias em estudoo $eied essa classe de proteina exibe
bandas protéicas com massa molecular menor, qumlentes dB. multijugae P. pendula
germinam sob temperatura de 25°C, comparada amsEssnguiescentes e, auséncia dessas
bandas protéicas quando germinadas sob 40°C. Ddwogeresultados, conclui-se que as
espécies, mesmo pertencendo a mesma familia easiliaf apresentam comportamento e

estratégias distintas de alocacdo dos metabdlilmsipos durante o processo germinativo.

Palavras-chave: Sementes florestais, metabdlitos primarios, acigwaxos e classes

protéicas.
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1. INTRODUCAO

Durante a fase de maturagédo das sementes ocarpa@s@o celular e a alocagéo de
substancias de reserva no endosperma ou cotiléHesas reservas constituem de compostos
oriundos do metabolismo primario, considerados resgis para a sobrevivéncia dos
organismos (Kerbauy, 2004; Buckridgeal., 2004). Desta forma, a medida que a semente
vai se desenvolvendo ha uma diminuicdo na quargidadtas substancias mais simples e, ao
mesmo tempo, um acumulo de moléculas maiores e ocoaiplexas como as proteinas,
amido, lipidios, celulose, etc. (Guimaraes, 1999).

Ha uma enorme variacdo na composicdo quimica daernses, no entanto as
substancias armazenadas em maior quantidade censtie de carboidratos, proteinas e
lipideos, sendo que esta propor¢do pode variarspécie para espécie e até mesmo entre
espécies da mesma familia (Borges & Rena, 1993)omposicao quimica das sementes bem
como as alteracdes no contetudo de carboidratadetip e proteinas durante a germinacao,
crescimento inicial e desenvolvimento de planttgas suas concentracdes alteradas, desde o
periodo prégerminativo até a total senescénciaseis#im dos cotilédones (Suda & Giorgini,
2000; Corteet al, 2006).

Neste sentido, os carboidratos e os lipideos atcamo fontes de energia e de
carbono para a germinacao, crescimento e desemait®o das plantulas, ao passo que as
proteinas armazenam, principalmente, nitrogénionxofee, elementos essenciais para a
sintese de novas proteinas, acidos nucléicos e ostayp secundarios para a plantula
(Buckeridgeet al, 2000).

O sucesso no estabelecimento de uma espécie deme-f#0 de suas sementes
germinarem de forma r4pida e uniforme, vencendonaarréncia com as demais ou tendo a
capacidade de se manter viavel por longos periatgogue as condi¢des tornem-se favoraveis
a germinacédo e ao desenvolvimento das plantulaggéBp2003). Desta forma, entende-se
que a fonte de energia para 0s processos vitasaeapformacao de novos tecidos é resultante
da mobilizacdo de reservas contidas nas sementaye(M& Poljakoff-Mayber, 1989;
Buckeridige et al, 2000). Estes mecanismos funcionais mantém ondels&mento do
embrido até a formacao do organismo autotroficakBridgeet al, 2004).

As plantas apresentam diferentes estratégias deagda as alteracdes dos fatores
bidticos e abidticos no meio em que habitam e anatdl de compostos de reserva em
sementes representa parte importante do procestas &ibstancias séo utilizadas durante a

germinacdo e, posteriormente, metabolizadas pacaescimento e desenvolvimento das
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plantulas (Buckridget al, 2000; Melcet al, 2009).

Seguindo esta linha de reciocinio, informacdestifieas sobre a composi¢cao quimica
de sementes tropicais sdo Uteis para a compreelesdoa fisiologia e obtencdo de novos
produtos a partir de reservas estocadas, como @eimas em sementes de espécies
leguminosas (Vitale & Bollini, 1995). Deste modoyra-se relevante conhecer aspectos
bioquimicos e fisiolégicos da composicdo das reserdm sementes quiescentes e, sua
mobilizacdo durante o processo germinativo em éspécboreas da Amazonia.

Neste contexto, o presente estudo como objetivesiigar a influéncia da temperatura
sobre o conteudo de carboidratos, lipideos, prasei seus respectivos desdobramentos
durante a germinacdo de sementes e estadios sna#adesenvolvimento das plantulas de
Parkia multijugaBenthe Parkia pendulgWilld.) Benth.
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5. Materiais e Métodos

2.1. Procedéncia do material bioldgico

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadasestes das espécies florestais
Parkia multijuga Benth e Parkia pendula (Willd.) Benth, pertencentes a As plantas
apresentam diferentes estratégias de adaptacdte@s@es dos fatores bidticos e abidticos
no meio em que habitam e o acimulo de compostossgeva em sementes representa parte
importante do processo. Estas substancias sawadds durante a germinacao e,
posteriormente, metabolizadas para o crescimemtesenvolvimento das plantulas. familia
Fabaceae e subfamilia Mimosoideae, oriundas danRe&torestal Adolpho Ducke (26 km
ao norte de Manaus, Brasil - 03°08’ S e 59°52’ W).

Apos a coleta os frutos foram acondicionados emssde polietileno e transportados
para o Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica VebefLFBV-INPA), local onde foi

realizado o beneficiamentos das sementes e indtathys experimentos.

2.2. Instalag&o do experimento

Apébs beneficiamento as sementes passaram por @sseepsolucdo de hipoclorito a
2% durante 10 minutos e lavagens sucessivas emdagtitada, posteriormente tiveram a
dorméncia tegumentar quebrada por desponte aoojaalsto a emissédo da radicula pBra
multijugae escarificacdo quimica com acido sulfarico farpendulae entdo, embebidas por
24 horas em agua destilada. ApOs essas etapamueste amostras de cotilédones servindo
como controle (tempo zero) para extragdo e queadifio dos metabdlitos primario, para
posterior comparacdo com os demais tempos de cblepmis, foram colocadas em caixas do
tipo gerbox (11x11x3,5 cm) contendo papel geshitemo substrato e acondicionadas em
camara de germinacdo (ELETROIlab, modelo EI2) 26 submetidas as temperaturas
constantes de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C e 4pfQiidas de lampadas fluorescentes de
luz branca, programadas para fotoperiodo de 12idsHluz:escuro), com acompanhamento

diario. O papel foi umedecido sempre que necessario

2.3. Andlises dos compostos do metabolismo primario

A extracdo de lipideos totais, acidos graxos, aegcsollveis totais e amido foram
realizadas no Laboratério de Andlises de Semeritaedtais da Universidade Federal de

Vigosa em Minas Gerais, ao passo que, a extrag@gienamento de proteinas e eletroforese
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em SDS-PAGE foram realizadas no Laboratério deoleigia e Bioquimica Vegetal, do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.

A quantificacdo dos metabdlitos primarios (lipidicarboidratos e proteinas totais)
foi realizada em cotilédones de sementes quies€¢h@® e em cotilédones coletados a cada
cinco dias a partir da semeadura, durante o pededante dias. Assim, os tempos de coleta
e analises compreenderam: sementes quiescent&é®lgprd, 10, 15 e 20 dias de germinacgao
(TO, T1, T2, T3 e T4), sob as temperaturas de 203@, 35 e 40°C. Apés a coleta, o material
bioldgico foi seco em estufa a 45°C durante 72)qualverizado e armazenado em freezer (-
30°C) conforme metodologia descrita por Cateal, (2006), até a extracdo e quantificacao
de lipideos e éacidos graxos, carboidratos, pratetptais, fracionamento de proteinas e
eletroforese em SDS-PAGE.

2.3.1. Extracao de lipideos

Os lipideos totais foram extraidos segundo a mégaodescrita por Silva (1990).
Amostras dos cotilédones finamente moidas, contemdpl todos os tratamentos foram
colocadas em cartuchos de papel e acondicionadagparelho tipo soxhlet, sendo mantidas
em refluxo durante seis horas, utilisando-se étepetréleo como extrator. Ao final da
extracao, os cartuchos foram retirados, secos alpsesO teor de lipideo foi estimado pela
diferenca de peso da amostra seca inicial e fdamaterial desengordurado resultante foi

utilizado para anélise de carboidratos e proteinas.

2.3.2. Quantificacéo de Acidos Graxos

ApoOs extracao dos lipideos totais, utilizou-se 2f) omqual passou por processo de
esterificacdo para posteriormente 1 pL de amodrairgetado em cromatografo gasoso
(CHIMADZU GC - 14A) para deteccédo dos acidos graxdsromatografo foi calibrado com
a temperatura da coluna de 190 — 220°C a 2°C puartoitemperatura do injetor a 250°C e
temperatura do detector a 275°C. Utilizou-se Cokagalar Shimadzu 50 m CBP10 — M50

Recheio Carbowax, utilisando-se hidrogénio comodgéarraste, com fluxo de 0,5 kgfem

2.3.3. Extracao de carboidratos

Os carboidratos foram extraidos conforme metodalalgiscrita por Blaclet al.
(1996), com modificacbes. Amostras de 200 mg deenal desengordurado foram
homogeneizadas em 1 mL de alcool 80% e, posteriganmantidas em banhomaria a 75°C

durante 30 minutos. Em seguida, foram centrifugadd®.000 rpm durante cinco minutos,
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repetindo-se esse processo por mais trés vezesoldsnadantes foram misturados em uma
Unica amostra e posteriormente seca em estufa @ &@ total evaporacdo do alcool,
ressuspendidos em 1 mL de agua ultrapura, o qualiieada para as analises de acUcares
soluveis totais. Os precipitados, apos secos dafagdoram utilizados para extracdo e

quantificacado de amido.

2.3.3.1. Extracao e quantificacdo de acUcares solUveistetamido

A quantificacdo de acgUcares soluveis foi realizadzartir da diluicdo de 20 pl da
amostra da extracdo de carboidratos e adicionaa@6-$tl de dgua ultrapura. Dessa diluigdo
original retirou-se 20 ul e adicionou-se 980ul deaultrapura, 500 ul de fenol 5% e 2,5 mL
de acido sulfurico (Passos, 1996).

A extracdo de amido foi realizada a partir de 20dagamostra do precipitado de
onde foram extraidos o0s agucares soluveis totaigjual foi colocado em eppendorf e
adicionado 1,0 mL de acido perclorico 35%, agitath vortex e deixando digerir o amido
durante 15 minutos. ApoOs a digestao as amostramfeentrifugadas em microcentrifuga a
10.000 rpm, durante cinco minutos. A quantificag@camido foi realizada em aliquotas de
20 pL do sobrenadante, adicionadas a 980 pL dedesidada, 500uL de fenol 5% e 2,5 mL
de &cido sulfurico absoluto.

Tanto os acUcares soluveis totais quanto o amidamfoquantificados por
espectrofotométrica com leitura a 490 nm, utilizasd glicose (Sigma) como padréo,

conforme metodologia descrita por Dubeisal, (1956).

2.3.4. Determinacgédo do nitrogénio total

A quantificac@o do nitrogénio total foi realizadelgpmétodo de Kjeldahl, utilizando
procedimentos descritos no Manual de andlises igaémde solos, plantas e fertilizantes
da EMBRAPA (1999), apds secagem em estufa a 65r@ntki72 horas. Amostras de 100
mg do material desengordurado foram colocadas bmde ensaio juntamente com 5,0 mL
de solucéo digestora. A digestdo da amostra &dizeela em bloco digestor a 350 °C até o
material apresentar-se incolor. Em seguida, realsma destilacdo adicionando-se 15 mL de
hidréxido de sodio (NaOH) 40% apOs mistura aaostra em 20 mL de agua destilada.
O destilado foi coletado em becker contendo 10 mlLadido bdérico (BBO3) solucéo
receptora.

A destilagdo se completou quando o volume do beckegou a 60 mL de uma
solucdo com coloracdo verde menta, indicando aepgasde nitrogénio na amostra. A
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titulacdo foi realizada utilizando &cido sulfurieo0,01 N. O teor de proteinas totais foi
estimado utilizando o fator de corre¢éao 5,71 (Eageeig al.,2002).

2.3.5. Fracionamento de proteinas

O fracionamento proteico foi obtido conforme a biidade das proteinas, em
globulinas, prolaminas, albuminas, glutelinas &ieldbasicas (Osborne, 1924). Inicialmente 5
g de amostra desengordurada (sem lipideos) foi genezada em 50 mL de solucéo salina
(NaCl 0,5 M), sob agitacdo constante por quatr@a$ioPosteriormente, foi centrifugado a
9000 rpm durante 10 minutos a 4°C e filtrado enmepfiro. O sobrenadante foi submetido a
didlise em agua destilada durante 48 horas e fuggado nas condicbes descritas
anteriormente, sendo que o novo sobrenadante ponés a fracdo albumina e o precipitado,
ressuspenso em 15 mL de NaCl 0,5 M, constituindéragdo globulinas, conforme
metodologia descrita por Pingb al. (2005).

O residuo da extracéo anterior foi homogeneizadsauotao de etanol 70% durante
1 hora e posteriormente centrifugado, onde o salliarte correspondeu a fracao prolaminas
e o precipitado submetido a homogeneizacdo em &wlde HCI 0,1 M por 1 hora e apés
filtrado, o sobrenadante foi dialisado por 48 hgraia obtenc¢éo das globulinas acidas.

O dltimo residuo foi submetido a extracdo em sawig NaOH 0,1 M por 1 hora e
centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores pteagiio das glutelinas bésicas.

A concentragdo relativa de proteinas dos extratiogstimada pelo método descrito
por Bradford (1976), utilizando a BSA (albumina isg&r bovina) como padrdo. As
absorbancias foram obtidas em espectrofotometroleituma a 595 nm.

2.3.6. Eletroforese em SDS-PAGE

A analise do perfil protéico foi realizada apenasapas proteinas da classe das
globulinas, encontradas em maior quantidade nosdédotes das espécies em estudo.
Utilizou-se o método descrito por Laemmli (197@mcmodificacdes. O gel foi preparado a
partir de uma solucéo estoque de acrilamida a 3@ M-N-metileno bis-acrilamida 0,8%.
Para o gel de concentracéo a 5%, foi utilizado &amfris-HCI 0,125M, pH 6,8, e para o gel
de separacgéo 12,5%, tampéao Tris-HCI 1M, pH 8,8satrescentado em ambos SDS 20%,
sendo a polimerizacdo conseguida pela adicdo deEIEMPSA 10%.
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As amostras foram dissolvidas em tampéao Tris-H@8 0/, pH 6,8, contendo 2% de
SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azul de bromafeComo agente redutor foi utilizado o
ditioteitrol (DTT) a de 0,1M.

O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue enmdécacético 0,1%, metanol e
agua deionizada na proporcdo de 1:4:5 (v/v/v) eatados em solucdo de acido acético
glacial, metanol e agua deionizada na proporc¢do4s (v/v/iv).

2.4. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramt@e casualizado (DIC),
obedecendo o esquema fatorial 5x2 (temperaturaspécies) com 20 repeticbes por
tratamento (de oito sementes por gerboxRanultijugae 30 sementes paPa penduly. A
quantificacdo de lipideos, acglcares soluveis, anadproteinas totais foram realizadas
utilizando-se trés repeticbes feitas em triplicat@s dados obtidos foram submetidos a
analises de variancia e de regressdo. A compadagmédias foi realizada pelo teste t para
dados qualitativos e ajuste de equacdes de regressa dados quantitativos, utilizando o
programa Statistica verséao 7.0.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Aclcares Soluveis Totais (AST)

A concentracdo de acUcares solUveis totais (ASTQordrada nas sementes
quiescentes dB.pendulafoi de 15% e durante os 10 dias apés a semeadtoadicOes de
temperatura de 20, 30 e 35°C, esse teor reduzitfisagyivamente (Figura 1A e 1B).

No intervalo entre 10 e 20 dias ap0s a semeadateelhretomada na concentracao
de AST, com aumento, principalmente nas temperstemna que ocorreu maior germinagao
(Figura 1C e 1D). Este comportamento, possivelmeesta associado ao fato de que
sementes d®. pendulagerminarem rapidamente, utilizando AST nos esfdiiais de
germinacdo e desenvolvimento e ao nono dia j4 api@®m plantulas completamente
formadas, onde as mesmas podem contribuir na pfilodi€ reservas organicas por meio da
fotossintese.

Por outro lado, as sementes quiescenteB.daultijugaapresentaram valores bem
menores, na ordem de 5%, e durante os 10 diasaapémeadura e condi¢cdes variadas de
temperatura, ndo apresentavam um padrdao na mgéiiizaem modelos que explicassem
alteracdes no conteudo de AST, com reducao disdesta metabdlito nas temperaturas de 20
e 30°C (Figura 1 A e 1B). No entanto, observousmento significativo de AST com o
aumento da temperatura de germinacgdo, do terceiguarto periodo de avaliacdo (10 a 20
dias), com incremento no conteddo de AST e tendéfeireducdo apds os 20 dias (Figura 1
C e 1D).

Teores de carboidratos solaveis reduziram-se raggriente em cotilédones de
sementes deCaesalpinia peltophoroideBenth. (Fabaceae), durante todo o periodo
observado. Sendo que o contetudo de carboidratesaapiou queda mais acentuada apés o
10° dia (Corteet. al., 2006). Resultados semelhantes foram observadoseementes de
Copaifera langsdorfiiDesf., cujo conteddo de acUcares sollUveis reddarante e apés a
germinacdo (Buckeridget al. 1992). Ao contrario, sementes de Brassica olerdcea
Euphorbia heterophylla L., tiveram o contetdo ddaratos sollveis inalterados até 48 e
72 h, respectivamente (Qowdhal.,1991; Suda & Giorgini, 2000).

Semelhante ao incremento de AST observado em sesnée?. multijugaapés 10
dias de semeadura, comportamento semelhante fdbgidra sementes daiterpe oleracea
Mart. em condicbes de normoxia e anoxia (Goncakesl., 2010). Esses resultados
concordam com os observados em cotilédonesMgeciaria dubia Eugenia stipitata
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Hymenaea coubariém diferentes estadios de germinacéo e discordammos obtidos para
Dipteryx odorata(Melo et al.,2009).

Os acucares soluveis sdo as primeiras reservagm séilizadas apos a embebicao
das sementes e, pela acdo de varias enzimascaedique substancias complexas como
amido sdo desdobrados em moléculas menores e isolgue fornecerdo energia e/ou
ajudardo na formacao de estruturas da nova plafzigdgler, 1995).

Esses resultados demonstram que as espécies pquleserdar comportamentos
elou estratégias distintas no que diz respeitaliaagio de carboidratos soluveis, durante a

germinagao de sementes.
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Figura 1: Conteudo de acucares solUveis totais (AST) emédoties de sementes &e
multijuga e P. pendulasubmetidas a diferentes temperaturas e tempo mengegéo (dia).
Controle: semente quiescente; A: 5 dias apds samedéDAS); B: 10 DAS; C: 15 DAS e D:
20 DAS.
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3.3. Amido

Sementes quiescentes BMemultijugae P. pendulaacumulam quantidades similares
de amido em seus cotilédones, com 28% e 27% desipasto de reserva, respectivamente
(Figura 2). Entretanto, durante os 20 dias de g&gdio em regimes crescentes de
temperatura esses teores sofreram alteracdes &ixpes

Em relacdo as sementes quiescentes, foi obsenradaumento entre 2 e 4,5% no
conteudo de amido quando as semente®.deultijugaforam submetidas a temperaturas
crescentes de germinacao, associadas ao primsgguado tempo de avaliacdo (5 e 10 dias).
Por outro lado, em sementes Blependula neste mesmo intervalo de tempo foi observado
um decréscimo no teor de amido, nas temperatutes 2me 35°C (Figura 2A). Essa reducao
foi bem mais expressiva nos intervalos entre 10 di@s ap0s semeadura (DAS) associadas
as temperaturas de 25, 30 e 35°C (Figura 2B, 2Q)e 2

Na temperatura de 40°C a concentracdo de amido apegau praticamente
inalterada em todos os intervalos de avalia¢cadP.daultjugae somente no intervalo de 20
dias ap0s semeadura apresentou decréscimo acerimasementes de. pendula(Figura 2

D).
Comparando o comportamento emultijugacom o deP. pendulana mobilizacao

de amido, pode-se afirmar que a primeira espéciesapta comportamento bem mais
conservador no consumo de amido durante a gernuragiescimento inicial da plantula,
compreendendo os intervalos de avaliagdo aqui@bsd E possivel que estas reservas sejam
usadas posteriormente durante o desenvolvimentml@iatula, visto que esta espécie
apresenta sementes grandes, podendo armazenauantaade maior de reservas, associada
a germinacdao tardia e ao desenvolvimento lento.

As reservas de amido apresentaram pequenas c@UiEHr em sementes de
Caesalpinia peltophoroideg¢Corte et al., 2006), semelhante ao que ocorreu em outras
leguminosas (Silvat al.,1998; Suda & Giorgini, 2000), tendo apresentadpupro consumo
durante o periodo germinativo e de cresciment@tiagulas (Cortet al.,2006).

Ao contrario do observado neste estudo, cotilédaleesementes dblyrciaria
dubia Eugenia stipitataDipteryx odorataapresentaam altos teores de amido, com 66,2%;
71,1% e 40,2%, respectivamente. Em todas essasi&sp&orreu mobilizacdo significativa
dessa reserva ao longo do periodo germinativo (N2€I@5;Melo et al.,2009).

Concordando com o observado para as espécies ewsitdo, Hymenaea coubaril

apresentou teor de amido de 24%, com acréscimdabilesacdo nos estadios 1, 2 e 3 de
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germinacdo, mantendo-se praticamente estaveis ensermo estddio 4 foi observado
decréscimo dessa reserva (Melo, 200]jo et al., 2009). Sementes d&puleia leiocarpa
apresentam aumento no teor de amido nos cotilédduresite o periodo de embebicdo das
sementes (Pontes al.,2002).

Segundo Oteguet al, (1999) graos de amido sdo acumulados nos plastitigante o
desenvolvimento do endosperma inicialMgrsine laetevirenge desaparecem gradualmente

enguanto os corpos protéicos e lipidicos séo foosad

A hidrélise do amido em agucares sollveis contriboin a maior parte desse
composto para desenvolvimento do embrido e/ou eembriondrio durante o

desenvolvimento da plantula (Bewley & Black, 19Bdckeridgeet al, 2004).
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Figura 2: Conteudo de amido em cotilédones de sementeB. drultijugae P. pendula
submetidas a diferentes temperaturas e tempo duirgedo (dia). Controle: semente
quiescente; A: 5 dias apGs semeadura (DAS); B:AB;[C: 15 DAS e D: 20 DAS.
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3.4. Lipideos totais

O teor de lipideos encontrado nas sementes quiescaeP. multijugafoi de 2,5%.

Em contrapartida, as sementes Bgendula.apresentaram 5% de lipideos em seus
cotilédones. Assim, nas sementes quiescenteq)tdura 20 dias de analise da germinacao e
sob regimes crescentes de temperatura, as espétigeestao apresentaram comportamento
distinto quanto o teor deste metabdlito.

Na figura 3A (5 DAS) pode-se observar que a difgaema concentracdo de lipideos
entre as duas espécies é relativamente pequenadas as temperaturas estudadas e que
apenad”. multijugaapresenta equacdo mostrando aumento no teoridedgpcom tendéncia
de decréscimo com o aumento de temperatura de ryggaa.

Observou-se que 5 dias apds a semeadura, houveummant significativo e
exponencial na concentragdo de lipideos confornagisentava a temperatura de germinagao
das sementes de. pendula até o final do tempo de germinacédo (Figura 3B,€33D).
Portanto, apesar de concentrar maior percentuéipidieos em relacdo B. multijuga essa
espécie ndo mobiliza esse tipo de reserva durapggiodo de germinacdo de suas sementes,
parecendo sintetizar e estocar reservas mais givaggpara o desenvolvimento da plantula.

No entanto, observa-se que um decréscimo expeoessivteor de lipideos em
sementes dB. multijuganos intervalos partindo de 15 a 20 dias ap0s &aeuna, associada
a temperatura crescente, periodo esse em que aulpléapresentava-se em pleno
desenvolvimento (Figura 3C e 3D). Esse decréscineo lidideos nos cotilédones
provavelmente justifique o fato de n&do se ter pmdoe uma mobilizacdo acentuada dos
carboidratos de reserva, visto que concomitanteasaodos acucares, pode estar ocorrendo
reposicao destes pela converséo dos lipideos aidetns. Fato semelhante foi observado
por Suda & Giorgini (2000), estudando a mobilizagas reservas organicas em sementes de
Euphorbia heterophylla

Resultados semelhantes foram obtidos em semen@peyx odorata mostrando
que os valores de lipideos nos cotilédones pragoggnmantiveram-se em todos os estadios
estudados (Melet al., 2009). Ponte®t al., (2002) estudando a germinacéo de Apuleia
leiocarpa, encontraram resultados parecidos, @y aegspécie exibiu baixa mobilizacdo de
lipideos nos cotilédones.

Sementes quiescentes @aesalpinia peltophoroidespresentaram cerca de 50% de
lipidios. Esses lipidios apresentam forte quedeeer e 10 dias apds semeadura, sendo esta
mais suave a até os 35 dias apds semeadura @atte2006). Em sementes @iphorbia
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heterophyllaL., a degradacéo dos lipidios se iniciou logo ap@&snbebicdo, atingindo cerca
de 70% entre trés e quatro dias ap0s a embebigda €Giorgini, 2000).

Em Cucumis sativusa degradacdo dos lipidios inicia no segundo dias ap
germinacao, so restando 3% do total inicial aos deis. Essa rapida degradacao se inicia
com o aparecimento da radicula e termina com a letanexpanséo dos cotilédones (Matsui
et al, 1999).

A mobilizacédo de reservas lipidicas em sementdslgleorbia heteropylladurante a
germinacdo, apresenta uma possivel relacdo com ratemgdo dos niveis de acucares
solaveis no embrido, sugerindo a formacédo de cdirbimis a partir dos lipideos, de forma a
garantir o aporte energético para a germinacacelagntes desta espécie (S&I&iorgini,
2000).

De modo geral, € comum verificar que durante a &Aoo de sementes
oleaginosas, os lipideos armazenados sdo metabmdiza carboidratos em uma série de
reacfes de uma sequiéncia metabdlica conhecida cimoodo glioxilato, onde o carbono
gerado pela quebra dos lipideos é convertido eohdio através da gliconeogénese para
serem translocados dos cotilédones para os teeitlosglesenvolvimento da nova plantula
(Graham, 2008).
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Figura 3: Conteudo de lipideos em cotilédones de sementéx deultijugae P. pendula
submetidas a diferentes temperaturas e tempo deirgedo (dia). Controle: semente
quiescente; A: 5 dias apds semeadura (DAS); B:AB;[T: 15 DAS e D: 20 DAS.

3.4. Acidos graxos

Os resultados da identificacdo dos acidos graxescqmpde os lipideos totais das
sementes das duas espécies estudadas revelanemrgpree cinco acidos graxos diferentes,
independentemente do grau de saturagdo. Os ac@bassgobtidos neste estudo apresentaram
concentracdes e comportamento variados, frententagalos e temperaturas de germinacao.

Na figura 4 pode-se observar a presenca do acdsteco somente nos cotilédones
de sementes d®. multjugga mesmo que em baixas concentracdes (0,2%) esde Aaci
apresentou decréscimo ao longo do periodo de dalsenento da plantula. O decréscimo
apresentou-se mais intenso na associacdo dos alaerentre 10 e 20 dias com as

temperaturas de 25, 30 €@5
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Este resultado sugere que o acido miristico siljaaglo pela espéci®. multijuga
em estadios pds-germinagdo e que na especpendulaeste acido tenha sido mobilizado
integralmente durante a germinacao, visto que etaale cotilédones desta espécie ocorreu
somente no quinto dia, sendo que a emissdo dauladée deu no terceiro dia apds a

semeadura.
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Figura 4: Conteudo de &acido miristico em cotilédones de s@sedeP. multijuga
submetidas a diferentes temperaturas e tempo dergerao.

Apesar de sementes quiescentes da espécmiltijugater apresentado uma menor
concentracdo de lipideos totais, os acidos grakesogcompde apresentaram-se em maior
concentracdo, em relacad®apendula(Figuras 5 e 6).

Dentre os acidos graxos, foi possivel observaraéeido oléico compde a maior
porcentagem lipidica dos cotiléedones das semetday emP. multijuga quanto emP.
pendula com 33% e 31%, respectivamente (Figura 6A e BB¥te modo, nota-se que ambas
as espécies armazenam no citoplasma das célulastiiédones, predominantemente o acido
graxo insaturado, que apresenta apenas uma ingEiLEe sua estrutura{s).

Com excecdo ao acido oléico em semented?.denultijug que apresentou um
decréscimo acentuado do tempo zero aos 10 dia83¥epara uma faixa entre 8 e 14%,
dependendo da temperatura) e estabilizacdo daiagte dFigura 6A).

Neste contexto, sugere-se que a espéciaultijugautilize o acido oléico de forma

majoritaria no processo germinativo, em detrimeatm desenvolvimento da plantula,
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diferentemente dB. pendulaque utiliza este acido graxo somente a partir@€eids apés a
semeadura, durante desenvolvimento da plantulardigA e 6B).

Para a espéci®. multijuga os acidos miristico, palmitico, estearico e lircmé
apresentaram decréscimo conforme o aumento do tefepavaliacdo, independente da
temperatura estudada. Sendo que este comportafoentais bem evidenciado na interacéo
das temperaturas de 30 ¢Bom o maior intervalo de germinacao avaliadoyfag 5A, 5C
e 6C). Ao passo que os acidos estearico e oléjammsmobilizados em cotilédones &e

pendulasomente 10 dias ap6s a semeadura (Figuras 5D. e 6B)
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Figura 5: Conteudo de acido palmitico e acido estearico etilédones de sementes He
multijuga (A e C) eP. pendula(B e D) submetidas a diferentes temperaturas @deae
germinacao (dia).
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Figura 6: Conteudo de acido oleico e acido linoléico emlédtines de sementes &e
multijuga (A e C) eP. pendula(B e D) submetidas a diferentes temperaturas @deae
germinacao (dia).

Nas sementes dBlyrciaria dubia (camu-camu) eEugenia stipitata(araca-boi),
observou-se a predominancia de acidos graxos dasjr&nquanto que nas sementes de
Dipteryx odorata(cumaru) eHymenaea coubari(jatoba) houve predominancia de acidos
graxos insaturados (Melo, 2005; Meadbal., 2009), assim como obtido para as espécies em
estudo.

Em estudos de identificacdo de acidos graxos qugp@e os 6leos de sementes das

espéciedniba parviflora, Bertholletia excelsa, Helicosg/iomentosa, Hymenaea parviflora
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e Parkia pendularevelaram que independente da espécie, houve praiporcédo de acidos
graxos insaturados (Goncaletsal.,2002).

Em estudo com mobilizacdo de reservas em sementespiécies florestais e
frutiferas, a maior porcentagem em valores abseld¢cacido oléico (24%) foi encontrada em
Dipteryx odoratacom 48 horas de embebicdo das sementes (Melo, MM#5:et al., 2009).
Segundo Buckeridget al., (2004), embora a composi¢cdo exata de 4cidos gnexis de
espécie para espécie, os acidos oléico e linolge@imente ocorrem em maior quantidade
em algumas sementes oleaginosas, podendo comp@O#iéda massa. Essa afirmacéo
justifica o alto percentual de &cido oléico nasesgtes dé°. multijugae P. pendula

O acido oléico e linoéico também foram os prindpedmponentes dos Oleos das
sementePalbergia miscolobiumespécie com alto teor de 6leo em suas semerites ¢6
al., 1998).

3.5. Proteinas totais

A percentagem de nitrogénio total nas sementéxmeltijugae P. pendulapbtidos
nesta parte do trabalhfi convertida em teor de proteina bruta multgtido-se pelo fator
5,71, pois o fator 6,25 comumente utilizado, sugtere o conteudo de nitrogénio total em
funcéo de boa parte desse composto ser de origemprogica, pois varios outros compostos
presentes em tecidos vegetais como alcalbides, deaiambnio, aminoacidos livres, etc,
contém nitrogénio em sua estrutura, representaasddm, fator importante para nao
generalizar o uso do ator 6,25 (Ezeagual, 2002).

Os teores de proteinas totais presente nas senamtesnultijuga e P. pendula
apresentaram-se compativeis com os extraidos p&lodm de nitroénio total. Em sementes
quiescentes d@.multijuga os teores de proteinas totais apresentaram vatar@gdem de
11,5%, ao passo que para as sementés gendulafoi obtido valor de 34,5%. Esses teores
iniciais sofreram alteragbes em funcéo do tempayeleninacdo (20 dias), associado ao
aumento de temperatura (Figura 7).

Durante todo o periodo de avaliacdo (20 dias)pliservado decréscimo continuo e
acentuado do conteudo de proteinas totais nodoties de sementes Be pendula na
ordem de 9 a 14%, principalmente nas temperatiea&bd30 e 35°C (Figura 7 A-B-C-D),
assim como observado para o conteldo de amido.ré&siiado evidenciam a mobilizacédo
e/ou utilizagédo de proteinas durante o processuigativo e desenvolvimento desta espécie.
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De modo contrario, foi observado nos primeiros il de avaliacdo, um aumento na
concentracdo de proteinas totais em cotilédonesedeentes d€. multijuga associado as
temperaturas de 20, 25,30 e 35°C. Periodo esteuenfaj obtido maior porcentagem de
germinacao desta espécie. Demonstrando claramsititeae de proteinas durante o processo
germinativo de sementes Bemultijjuga(Figura 7A e 7B).

Cotilédones de sementes quiescenteDieeryx odorata(cumaru) apresentaram
12,4% de proteinas totais, sendo observado quehbdizagdo de reservas protéicas nesta
espécie se deu nas primeiras 48 horas de embeitgio, 2005;Melo et al., 2009). Os
resultados obtidos neste estudo estdo de acordoosasbtidos por para outras espécies da
familia Fabaceae, no qual a mobilizacdo do contedeloproteinas dos cotilédones de
sementes d€aesalpinia peltophoroidegve inicio ja com a emisséo da radicula e aptegen
decréscimo até a total senescéncia dos cotilédQueteet. al, 2006).

O que concorda com a afirmacéo de Bewley & Bla@94), de que as proteinas sdo
mobilizadas durante a germinagao e subsequienteimedo das plantulas. Esses resultados
também concordam com os obtidos por Muetzal., (2001) de que a mobilizacdo das
proteinas armazenadas nos cotilédones s6 é defeefdds a protrusdo da radicula (pos-
germinacdo). Em sementes Beythrina velutinaWilld., o contetdo de proteina cotiledonar
soluvel decresceu rapidamente durante a germinagidescimento da plantula (Oliveiea
al., 1998), e em sementes @iphorbia heterophyllaas proteinas foram continuamente
degradadas apés o inicio da embebicéo (Suda & @ip2§P00).

A germinacdo da semente € iniciada gracas as essproprias do embrido e depois
mantida com o consumo dos componentes dos tecaloesdrva, pela atividade enzimatica e
pelo fluxo dos componentes sollveis as regidesrescimento onde ha rapido consumo
(Carvalho & Nakagawa, 2000). Neste sentido, Budkgret al. (2004) também evidenciaram
a mobilizacdo das reservas de proteinas paratratigacdo dos processos que conferem

capacidade de absorver nutrientes e realizar fotess.
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Figura 7: Contetudo de proteinas totais em cotilédones desrges deP. multijugae P.
pendulasubmetidas a diferentes temperaturas e temporgengegao (dia). Nitrogénio total x
5,71 = proteinas totais. Controle: semente quiescén 5 dias apdés semeadura (DAS); B: 10
DAS; C: 15 DAS e D: 20 DAS.

3.6. Fracionamento de proteinas

As fracdes protéicas prolaminas, albuminas, globsli glutelinas acidas e béasicas
dos cotilédones das duas espécies em estudo lestiadas na tabela 1. Sendo que, o teor da
fracdo globulina foi quantitativamente superior das demais fracdes protéicas, com 4,45%
paraP. multijudae 15% par#&. pendulgTabela 1).
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Tabela 1 Fracionamento de proteinas de reserva em senmuitescentes de duas espécies
florestais pertencentes a familia Fabaceae-MimeseidLetras comparam as médias nas

colunas pelo teste t de studarti% de probabilidade.

Classe Protéica (%)

Espécie -
Prolaminas Albuminas Globulinas Glut. Basicas Glut. Acidas Prot. Totais

P. multijuga 0,27+0,01 A 2,72+0,16 A 4,45+0,16 B 2,43x0,94B (30,06 B 9,99+1,29 B

P. pendula 0,47+0,01A 1,68+0,08B 15,07+2,19 A 7,50+0,43 A 810,14 A 25,60+2,38 A

Demonstrando ser a fracdo glubulinica, a classepmeinas majoritaria na
composicao protéica de cotilédones das sementdézlieceae-Mimosoideae deste estudo.
Esses resultados indicam que a concentracao dsr@astvaria entre as especies, entretanto, a
composicao protéica, onde predominou as globulipassa ter uma estreita relagdo com o
género Parkia ou mesmo com a subfanMliaosoideae.

No que se diz respeito ao comportamento das clgesesicas frente aos fatores
estudados, podemos observar que ocorreu um aumantmncentracdo das proteinas da
classe das prolaminas na espéiemultijugade zero a 10 dias apés semeadura (DAS), a
partir de entdo houve decréscimo da concentracadtm@as as temperaturas, com excecao a
de 20C (Figura 8A). O mesmo nao foi observado pgaraendulaa qual apresentou aumento
destas proteinas até 15 DAS, com tendéncia deilestedio e decréscimo 20 DAS (Figura
8B).

Proteinas da classe albuminas apresentaram decoégcentuado até o tempo de 10
DAS, estabilizando e com tendéncia de acréscimartr ple entdo, para ambas as espécies
(Figura 8C-D). Entretanto, para as globulinas aodtecréscimo continuo e multijuga
ndo sendo observado este comportamentoPenpendula onde nesta espécie, ocorreu
decréscimo acentuado até cinco dias apos semeadunantando progressivamente logo em
seguida (Figura 8E-F). O decréscimo Bnmmultijugafoi mais acentuado sob as temperaturas
de 20, 25 e 3C.

Estes resultados demonstram que na espBcignultijuga as globulinas séo
mobilizadas durante o processo de germinacdo endsdsanento da plantula, ao passo que
em P pendula esta classe de proteinas é mobilizada prionitemide durante o processo

inicial de germinacao.
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Figura 8: Fracionamento de proteinas de reserva em senmguitsscentes e submetidas a diferentes
temperaturas e tempos de germinacad®denultijuga (A, C e E) eP. pendula(B, D e F) duas
espécies florestais pertencentes a familia Fabddenesoideae.
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As glutelinas acidas e bésicas exibiram comportémeemelhantes frente as
temperaturas e tempos de germinagcdo em sementes meltijugg onde a concentracao
destas glutelinas aumentou significativamente atéAS, decrescendo bruscamente até o
final da avaliacdo, em todas as temperaturas efad@igura 9A-C). EnP. pendulaa
concentracdo das glutelinas bésicas apresentawstswel até 10 DAS, aumentando
posteriormente (Figura 9B).

ParaP. pendulando foi observado padréo de sintese ou mobilizdeaglutelinas
acidas (Figura 9D).
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Figura 9: Fracionamento de proteinas de reserva em semguitsscentes e submetidas a diferentes
temperaturas e tempos de germinaca® dmultijuga(A e C) eP. pendula(B e D), duas espécies
florestais pertencentes a familia Fabaceae-Mimeseid
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As proteinas, a exemplo dos demais compostos devegsniciam a sua mobilizacédo
no periodo de desenvolvimento do embrido, normaknenportando o crescimento da
plantula e mantendo os processos que conferem idagacde absorver nutrientes e
realizacdo de fotossintese (Buckeriggal.2004).

Segundo Pontest al., (2002), as diferencas nos resultados entre osesuse devem,
possivelmente, aos diferentes padrdes de degradb;@iiferentes fracdes de proteinas de
reserva, ndo sendo perceptivel muitas vezes auroerttecréscimo destes teores.

Os teores de proteinas totais variaram cerca d892 mas espécies estudadas e foram
mais elevados nos extratos totais Sksbania exasperata e Ormosia costylaam 5,1 e
8,9%, respectivamente, para as espécies perteacestéd-familia Papilionoideae. Enquanto
que, emTachigali plumbegCaesalpinoideae) o contetudo protéico foi de 2@%evreuilet
al., 2009).

Sementes d€aesalpinia peltophoroidesima leguminosa pertencente a subfamilia
Caesalpinoideae, com teores de 6,8% de proteithages (Corteet al, 2006), apresentou
valor préximo ao obtido pam. multijuga(9,99%). Essas diferencas interespecificas podem
ser explicadas pela diversidade dos fatores do mieicrescimento das plantas matrizes,
estadio de maturacdo dos frutos e sementes quafitidas e analisados, assim como pela
eficiéncia na extracdo das metodologias utilizadas.

Em sementes dEuphorbia heterophylldoi observado que, enquanto a globulina
soltvel em solucéo salina foi degradada continuéeram longo do periodo germinativo, a da
albumina ocorria somente entre 60 e 84 horas deleigidn. Para sementes de desta espécie,
também foi evidenciado a translocacdo de aminoacpmtovenientes da degradacdo das
proteinas do cotilédone para o embrido (Suda &gBigr2000).

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDSSEA

Com os resultados do fracionamento de proteinasicoe-se que as globulinas foi
a classe de proteinas majoritaria nos cotilédoresainentes quiescentes de ambas as
espécies em estudo. Este foi um fator preponderamtselecdo desta classe de proteinas,
investigando-se seu comportamento em sementescqoies e sementes germinadas sob
temperatura de 25°C e 40°C, nas duas espéciegklasPa

O perfil protéico dos extratos da fracdo globulirvelaram bandas protéicas
distintas para as duas espécies. Em sementes eptesadeP. pendulaobservou-se duas

bandas de proteinas com massas moleculares apgardatel00 kDa e 47,8 kDa,
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aproximadamente, estando as proteinas com menaassanmmolecular pouco evidentes
(Figura 10-1).

Quando essas sementes foram submetidas a tempetatgerminacdo de 25°C, na
analise eletroforética em SDS-PAGE dos cotilédofoeam obtidas duas bandas de proteinas
com massas molecular aparente menores (39,8 kBa/ &kPRa) que as obtidas em sementes
quiescentes (Figura 10-2). Entretanto, essas bawd#&&cas ndo foram evidenciadas quando
a germinacao das sementes se deu sob temperaddaCig-igura 10-3).

No perfil protéico de sementes quiescentes da espemultijuga,observou-se uma
banda de proteinas com massa molecular aparenteremde 56,2 kDa (Figura 10-4), ao
passo que em cotilédones de sementes germinadd€ ac2massa molecular aparente foi de
43,6 kDa. Nao sendo observadas bandas protéicagd@aa sementes foram germinadas sob
40°C (Figura 10-6).

Os resultados sugerem que grande parte das potpérencentes a classe das
globulinas, foram mobilizadas durante a germinaggb temperatura de 25°C e
possivelmente desnaturadas sob 40°C, em ambapésessdeste estudo.

Em sementes de outras espécies leguminosas ardrédasazonia, comdachigali
plimbeae Sesbania exasperataperfil protéico revelou ocorréncia de proteioas massas
moleculares aparentes de 10 kDa a 30 kDa, ao pagsparadrmosia costulataobservou-se
intensa coloragéo de proteinas com massas moleswdparentes variando entre 20-25 kDa
(Chevreuilet al.,2009).

A analise eletroforética em SDS-PAGE (10%) reveljpande numero de bandas
protéicas em sementes quiescentesDi#eryx odorata(cumaru), apresentando grande
variacdo de massa molecular aparente entre 115 &D&9 Ao passo que no estadio
correspondente as sementes com emissdo de radarala, obtidas bandas protéicas com
massa molecular aparente de 80 e 88 kDa, aproxme&da. ParaHymenaea coubaril
(jatoba) foram encontradas menor namero de bandaprateinas que em sementes de
Dipteryx odorata A banda de maior massa aparente (95 kDa) foirgramta em sementes
com 20 mm de radicula (Melo, 2005).

Em sementes deTheobroma gradiflorum espécie arbdrea tipica da regido
Amazobnica, em estudos com a classe das globulioesn observados polipeptidios com
massas moleculares aparentes de 14,5, 31 e 47ekBanente globulinas do tipo vicilina
(Carvalhoet al., 2008). Esses resultados sugerem a presenca gestietpolipeptidios em
cotilédones de sementes quiescente®.dpendulae germinadas sob temperatura de 25°C

paraP. multijuga visto a similaridade das massas moleculares.
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Nas sementes, 0s vacuolos acumulam corpos protéicgsoteina e carboidratos
soluveis, em que as proteinas mais comuns sdao liglabuencontradas nos embrides, e
prolaminas, exclusivo para o endosperma dos cereambas funcionam como reserva de
aminoacidos (Marty, 1999).
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Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% ffagdes globulinicas em
cotilédones de sementes quiescentes e durantemangeéio deParkia pendulae Parkia
multijuga. M: Marcadores de massa molecular, Promega. 1: Senuanescente dé.
pendula 2: Cotilédones dB. pendulano estadio de emissao da radicula quando subraéetida
germinacao a 25°C. 3: CotilédonesRlependulano estadio de emisséao da radicula quando
submetidas a germinacdo a 40°C. 4: Semente quiestelR. multijjuga 5: Cotilédones dP.
multijuga no estadio de emissdo da radicula quando submaidgerminacdo a 25°C. 6:
Cotilédones deP. multijuga no estadio de emissdo da radicula quando submefida
germinacao a 40°C.

Diante dos resultados obtidos para os metabolit@disados nesta investigacao,
percebe-se que apesar de pertencerem a mesmaafamdub-familia botanicaRarkia
multijuga e Parkia pendulaapresentam estratégias distintas na utilizacdo rdssrvas

organicas estocadas em seus cotilédones.



94

4. Conclusao

v' Faixas de temperaturas entre 30 a 35°C e 25 a f2a@Uecem maior germinagéo de
sementes dB. multijugae P. pendularespectivamente.

v' Dentre os metabdlitos primarios, os carboidratogonma de amido, correspondem
quantitativamente as reservas mais estocadas nibddones de sementes da espdeie
multijuga, ao passo que as proteinas sdo acumuladas emquaididade em cotilédones de
sementes dB. pendula.

v' Os agucares solluveis totais (AST) sao mobilizadosrde os estadios iniciais de
germinacao e desenvolvimento da plantula (10 diés aemeadura-DAS), sob as melhores
temperaturas de germinacdo de semented”.d@endula Entretanto,P. multijuga nao
apresentou padrao de mobilizacdo que explicasseatteaacdes no conteudo de AST durante
a germinacdo. Por outro lado, o conteludo de ASTesaptou acréscimo durante o
desenvolvimento da plantula, associado ao aumentendperatura.

v' A espécieP. multijugaapresenta comportamento conservador na utilizdegamido
durante a germinacdo e desenvolvimento da planidlamP. pendula este carboidrato é
mobilizado durante o desenvolvimento da plantutagd 20 DAS), associado as temperaturas
de 25, 30 e 35°C.

v' Enquanto enP. multijugaos lipideos totais foram mobilizados no intervéu@l de
avaliacdo (15 a 20 DAS) associado as temperatuessentes, en?. pendula o mesmo
apresentou aumento crescente durante o procesgerdenacdo e desenvolvimento da
plantula.

v Ambas as espécies acumulam quantitativamente mpaiocentagem de acidos graxos
insaturados em seus cotilédones. Sendo quéd®emutijugao acido oléico € mobilizado
durante o processo germinativo (0 a 10 DAS), as@asie 0os acidos miristico, palmitico,
estearico e linoléico sdo mobilizados durante @wgsso germinativo e desenvolvimento da
plantula (0 a 20 DAS), independente da temperalergerminacao. Diferentemente He
pendula em que os acidos estes acidos graxos sdo moldiziurante o desenvolvimento da
plantula (10 DAS).

v' As proteinas sdo mobilizadas durante o processuimggivo e desenvolvimento da
plantula deP. pendula principalmente nas temperaturas de 25, 30 e 33&CparaP.
multijuga a concentracdo de proteinas aumenta nos primdrodids, associada as
temperaturas de até 35°C.

v' Proteinas da classe das globulinas representamica frecdo em cotilédones de
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sementes dé. multijugae P. pendula sendo que na primeira espécie as globulinas sao
mobilizadas durante o processo germinativo e ded@mento da plantula e na segunda esta
classe protéica é mobilizada prioritariamente digrarprocesso inicial de germinacao.

v' Sementes dE. multijugae P. pendulaexibem bandas protéicas com massa molecular
menores, quando germinadas sob temperatura de @&t(parada as sementes quiescentes e,
auséncia dessas bandas protéicas quando germgud48°C.
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