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RESUMO

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
AlteragBes fisiolégicas e bioquimicas em sementes de seringueirdleyea
brasiliensis (WILLD. EX ADR. DE JUSS.) MUELL.-ARG.] durante o
desenvolvimento e o armazenamentdOrientadora: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias.

Sementes recalcitrantes como as de seringueira ndo toleram baixas temperaturas no
armazenamento e nem ser secas a baixos teores de umidade, o que dificulta o seu
armazenamento. Além disso, h& poucos estudos sobre o seu processo de
desenvolvimento e maturagdo. Objetivou-se estudar as alteragbes bioquimicas,
fisiologicas e anatbmicas durante o desenvolvimento das sementes de seringueira bem
como seu comportamento durante o armazenamento. O estudo foi desenvolvido em
duas etapas, a primeira relacionada ao desenvolvimento das sementes, que foi
desenvolvido na Fazenda Experimental da Epamig em Oratérios-MG e nos
Laboratorios de Anatomia, de Analise de Sementes da Universidade Federal de Vigosa.
O desenvolvimento das sementes foi acompanhado pela marcacéo de flores durante a
antese. A coleta dos frutos ocorreu a partir dos 15 dias apds a antese (DAA), até a
deiscéncia dos frutos. A cada 15 dias, foram feitas avaliagdes do tamanho dos frutos e
das sementes, matéria seca, grau de umidade, emergéncia de plantulas, indice de
velocidade de emergéncia, proteinas resistentes ao calor, enzimas do estresse oxidativo
e teor de compostos de reserva das sementes. Os dados de germinagdo e indice de
velocidade de emergéncia foram submetidos a analise de variancia, teste de Tukey e
regressao. A maturidade fisioldgica das sementes de seringueira ocorreu aos 175 DAA,
guando se obteve o maximo conteldo de massa seca. Maiores porcentagem e
velocidade de germinacdo foram obtidas em sementes colhidas aos 175 DDA e 180
DAA (sementes ja dispersas). Aos 175 e 180 DAA, houve maior expressao de proteinas
resistentes ao calor de baixo peso molecular (smHSP) e maior atividade das enzimas do
estresse oxidativo. O maior acumulo de compostos reserva nas sementes de seringueira
ocorreu proximo a dispersdo, tanto no endosperma quanto nos cotilédones e eixo
embrionério. Foram observadas adaptacfes anatdbmicas que contribuem para
manutencgdo de altas taxas metabdlicas ao final do desenvolvimento das sementes, o0 que
favoreceu o consumo dos compostos de reserva, fazendo @ gmbrido nao
apresente dorméncia. Na etapa relacionada ao armazenamento, as sementes foram
acondicionadas em embalagem de papel kraft colocadas em sacos plasticos e
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armazenadas a 10 °C, 20 °C ou 25 °C, tratadas ou ndo com fungicidas quimicos, Tecto
600 (35 g /100Kg semente), em associacdo ao Captan (75g/ 100Kg sementes) ou com
alecrim (20g/Kg sementes), em delineamento fatorial 3x3x5 (tratamento, temperatura e
periodo de armazenamento) . A cada 15 dias, foram realizadas avaliacdes quanto as
alteracdes fisicas, fisioldgicas, bioquimicas e anatdmicas. Os dados foram submetido a
analise de variancia, teste de Tukey e regressao, quando necessario. As sementes de
seringueira armazenadas em temperatura de 10 °C apresentaram maior viabilidade e
crescimento de plantulas do que aquelas armazenadas em temperaturas de 20 °C e 25
°C, possivelmente por apresentarem maior teor de compostos de reserva ao final do
armazenamento. A reducdo na atividade das enzimas do estresse oxidativo afetou
negativamente a viabilidade das sementes e o tratamento com fungicida quimico
apresentou fitotoxidez as sementes. Portanto, as sementes de seringueira utilizadas neste
estudo, atingiram o ponto de maturacao fisiologica aos 175 dias apds antese (DAA) e
qguando armazenadas a 10 °C apresentaram viabilidade até 75 dias.
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ABSTRACT

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, July 2014.
Physiological and Biochemical alterations in rubber tree seeds$ipvea brasiliensis
(WILLD. EX ADR. DE JUSS.) MUELL.-ARG.] during the development and
storage.Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Recalcitrant seeds like rubber tree seeds does not tolerate low temperatures in the
storage and neither drying at low moisture content, what becomes difficult the storage
of these seeds. There are few studies about the process of development and maturation.
The objective was to study the biochemical, physiological and anatomical alterations
during the development of rubber tree seeds, besides their behavior during the storage.
The study was developed in two phases, the first related to the development of seeds,
was developed at Epamig experimental farm in Oratérios-MG and in the Anatomic
Analyzes Laboratory and Seeds Analyzes Laboratory at Universidade Federal de
Vicosa. The development of seeds was accompanied by the tagging of flowers during
the anthesis. The gathering of the fruits occurs from 15 days after anthesis (DAA), until
the dehiscence of fruits. Each 15 days, were realized evaluations of fruits and seeds size,
moisture content, seedlings emergence, emergence speed index (ESI), heat resistant
proteins, enzymes of the oxidative stress and the reserve compounds content. The dates
of germination and ESI were submitted to the variance analyzes, Tukey test and
regression. The physiological maturity of rubber tree seeds occurs at 175 DAA, when
was not obtained the maximum content of dry mass. Higheemge and speed of
emergence were obtained in seeds gathering at 175 DAA and 180 DAA (seeds was
already disperse). At 175 days and 180 DAA, there was higher expression of the heat
resistant proteins with less molecular weight (smHSP) and higher activity of the
enzymes of the oxidative stress. The greater accumulation of reserve compounds in
rubber tree seeds occurs next to the dispersion, both innthesgerm and in the
cotyledons and embryonic axis. Was observed anatomical adaptations which contributes
to the maintenance of high metabolic taxes at the end of the development of seeds, what
favored the consumption of reserve compounds, causing the non-dormanog of t
embryo. At the step related to the storage, the seeds were conditioned in kraft paper that
were placed inside polyethylene bags and stored at 10°C, 20°C or 25°C, treated or not
with chemical fungicidesTecto 600 (35/100Kg seeds) in association with Captan
(759/100kg seeds) or with ground rosemary (20g/Kg), in factorial design 3x3x5
(treatment, temperature and storage period). Each 15 days, were realized evaluations

about the physical, physiological, biochemical and anatomical alterations. The dates
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were submitted to the variance analyzes, Tukey test and regression when necessary. The
seeds of rubber tree stored in temperature of 10°C presented higher viability and
seedling growth than those stored in temperatures of 20°C and 25 °C, possibly because
the higher moisture content, contributes to preserve for longer, the reserve compounds
at the end of the storage. The reduction in the activity of the enzymes of the oxidative
stress affected negatively the viability of seeds and the treatment withicahem
fungicide presented phytotoxicity to the seeds. Therefore, the rubber tree seeds used in
this study, reached the physiological point maturity at 175 days after anthesis DAA and
when stored at 10°C presented viability until 75 days.
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INTRODUCAO GERAL

A seringueiraHevea brasiliensi§Willd.ex A. Juss.) Muell. Arg., pertencente a
familia Euphorbiaceaetem como centro de diversidade a bacia amazbnica e é a
principal fonte de borracha natural comercial em todo o mundo. A borracha natural é
sintetizada por aproximadamente 2.000 espécies de plantas pertencentes a 300 géneros
das familiasEuphorbiaceae, Apocynaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae, Moraceae,
Papaveraceae e Sapotac@@@®RNISH et al., 1993). A borracha produzida a partir da
seringueira apresenta grande importancia econdomica devido ao emprego de mao de obra
durante todo o ano, oferecendo renda a trabalhadores rurais e pequenos produtores. Vale
ressaltar que a borracha de alta qualidade e em grande quantidade € um biopolimero
obtido exclusivamente da seringueira, apresenta importancia estratégica e ndo pode ser
substituido pelar borracha sintética (VENKATACHALAM et al., 2013; MORENO et
al., 2006).

No inicio do século passado, o Brasil era o maior produtor e exportador, hoje
entretanto, devido a ocorréncia da doenga causada pelo fimgocyclus ulej
causador do mal das folhas da seringueira, é dependente da importacdo de borracha
natural para suprir a demanda interna. Essa doenga ocorre devido a alta umidade e
temperatura da regido de origm da seringueira e causa a queda das folhas da planta,
reduzindo a é&rea fotossinteticamente ativa e consequentemente reduz a producdo de
borracha. Dentro desse cenério, a regido sudeste apresenta condi¢cbes favoraveis a
implantagcdo de seringais, tais como: bioclima, relevo, solo, além de uma posicédo
estratégica em relacdo aos principais centros consumidores de borracha natural no pais.
Minas Gerais ocupa um lugar de destaque, uma vez que possui amplo territério para
expansao da cultura, o que justifica o investimento neste estado e pode contribuir para a
retomada da auto-suficiéncia da producéo de borracha no Brasil.

Em termos sociais, a cultura da seringueira € adequada para pequenos e médios
produtores, uma vez que o sistema de produgéo permite obtencdo de renda o ano inteiro
(FRANCISCO et al., 2009). Entretanto, apesar de a seringueira ser importante para o
agronegocio nacional, cerca de 70% da borracha natural consumida no Brasil hoje é
importada de paises asiaticos. Dessa forma, a heveicultura pode ser considerada uma
alternativa viavel para mitigar problemas socioeconémicos e ambientais por ser

adaptavel as areas degradadas, favorecendo sua estabilizacéo e recuperagéo.



A caracteristica recalcitrante das sementes implica em perda rapida de sua
viabilidade, principalmente quando desidratadas a conteudos de agua inferiores a 30%
(BONOME et al., 2009; CICERO, 1986). Este comportamento dificulta o seu
armazenamento a médio e longo prazo, acarretando prejuizos a sua implantacdo e
inviabilizando a instalagdo de viveiros nas regides “escapes”, locais onde as condi¢cbes
climaticas ndo propiciam a incidéncia do mal das folhas. A recalcitrancia das sementes
de seringueira gera restricdo de sua oferta em periodos adequados de semeadura, uma
vez que dispersdo na regido sudeste ocorre por volta de fevereiro e marco. A rapida
perda de viabilidade durante o intervalo entre a colheita e a semeadura para a formagéo
das mudas, gera um gasto de sementes em geral, quatro vezes maior do que uma cultura
convencional, onerando os custos de produ¢cdo (MOREIRA, 2009).

A colheita das sementes ocorre durante a deiscéncia do fruto, quando sao
dispersas e pouco se conhece sobre o processo de desenvolvimento e maturagdo desta:
sementesgspecialmente sobre o periodo em que atingem a maturidade fisiologica.
Neste momento, a planta cessa a translocagao de assimilados para a semente e em gera
a qualidade é maxima, proporcionando elevada porcentagem de germinacdo e vigor
(MATA et al.,, 2013) Estudos relacionados ao desenvolvimento e maturacdo das
sementes de seringueira visando a sua colheita em época adequada e alta qualidade
fisiologica e sanitaria sdo imprescindiveis. Entretanto, estes estudos, sdo escassos e, até
0 momento, inconclusivos. Dessa forma, o objetivo foi acmingr e descrever as
alteracbes anatdmicas e fisiologicas durante o desenvolvimento das sementes de
seringueira até a sua deiscéncia e avaliar condi¢cdes para preservar sua viabilidade por

maior periodo de tempo.
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CAPITULO 1 — REVISAO DE LITERATURA

1.1. - ASEMENTE DE SERINGUEIRA

O cultivo da seringueira € justificado por ser uma espécie produtora de borracha
natural de alta qualidade quando comparada as demais plantas produtoras de borracha
(VENKATACHALAM et al., 2013), sendo empregada na industria como matéria prima
de mais de 50 mil produtos (MORENO et al., 2006). O cultivo da seringueira, quando
comparado ao da maioria das culturas anuais com uso intensivo de mecanizagao tanto
no preparo de areas como na colheita, constitui um tipo de uso do solo extremamente
desejavel do ponto de vista ecol6gico (ALVARENGA et al., 2006).

As sementes de seringueira sao consideradas grandes, apresentando peso de 3,5
a 6,0 g e forma oval ligeiramente achatada. O tegumento € duro e brilhante de cor
marrom com numerosos matizes sobre a superficie dorsal. E possivel identificar a
arvore ou clone gque deu origem as sementes pelas matizes do dorso e pelo seu formato,
visto que, o tegumento é tecido maternal e o formato deste € determinado pela presséo
externa da cpsula durante seu desenvolvimento (Instituto Agrondmico de Campinas -
IAC, 2004).

A grande maioria das pesquisas envolvendo seringueira destina-se a producéo do
latex, sendo pouca atencdo destinada as demais fases do processo (BONOME et al.,
2009), como a producao de sementes e mudas. Em geral, na regido sudeste, as semente:
de seringueira séo coletadas nos meses de fevereiro e margo, sendo imediatamente
semeadas por perderem rapidamente seu poder germinativo. Assim, germinam quando
as condicdes climaticas sdo menos favoraveis (inicio da incidéncia de baixas
temperaturas e pouca chuva), logo a disponibilidade de sementes em qualidade e
guantidade adequada se torna de fundamental importancia para a exploragdo econdémica
dessa cultura (MOREIRA, 2009).

A caracteristica recalcitrante dessas sementes faz com que percam rapidamente o
poder germinativo, principalmente, quando as condigBes climéticas propiciam rapida
reducdo do seu teor de agua. Essas sementes, mesmo quando mantidas sob condicde:
consideradas adequadas para o armazenamento, apresentam longevidade relativamente
curta se comparadas as sementes ortodoxas (VIEIRA, 1991).

Moreira (2009) estudando o desenvolvimento de sementes de seringueira relata
gque estas apresentaram proteinas resistentes ao calor e que a maturidade fisiolégica é
alcancada aos 195 dias ap0s a polinizacdo. Segundo mesmo autor, 0 acumulo de amido

e proteinas solUveis no endosperma dessas sementes ocorre, principalmente, a partir dos
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95 dias ap0Os ser polinizada. Porém, o fato das sementes de seringueira acumularem
reserva e apresentarem o acumulo de proteinas do tipo sHSPs (proteinas de choque
térmico de baixo peso molecular), durante o seu desenvolvimento, ndo Ihes confere
tolerdncia a dessecacdo. Acredita-se que a tolerdncia a dessecacdo ndo possa ser
atribuida a um simples mecanismo de protecdo, ao contrério, ela parece ser um
fenbmeno multifatorial em que cada componente é igualmente critico, agindo em
sinergismo e controlado geneticamente (LEPRINCE et al. 1993).

Desta forma, conhecer as alteracbes anatbmicas e fisiolégicas que ocorrem
durante o desenvolvimento e armazenamento de sementes de seringueira podera auxiliar

na elaboracéo de técnicas que prolonguem sua viabilidade.

1.2. — ALTERACOES DURANTE A MATURACAO DE SEMENTES

Alteracdes fisicas, anatdmicas e fisiologicas ocorrem nas sementes durante sua
maturacdo, dentre elas a variacdo da cor e opacidade do tegumento, o teor de agua e
matéria seca, a capacidade de germinacdo e capacidade de produzir plantulas normais
(BORGES et al. de 2005), alteracfes de sua composi¢do quimica (MATA et al.,2013), e
reducdo no tamanho e numero de vacuolos (CACCERE et al., 2013). Essas alteracdes
podem ser utilizadas para estimar o Ponto de Maturidade Fisioldgico das Sementes
(PMFS), onde em geral, as sementes apresentam maior pgerarde matéria seca, o
qgual pode coincidir com maior germinacao e vigor, ou seja, possivelmente o melhor
momento para colheita, onde a qualidade fisiolégica das sementes é maxima (BORGES
et al., 2005, MATHEUS et al., 2011).

No inicio do desenvolvimento o conteudo de agua € muito alto, geralmente
acima de 80% para a maioria das angiospermas (MARCOS FIL6{5).2Durante a
maturagdo o teor de agua diminui até atingir valores préximos de 50%. Neste ponto,
sementes classificadas como ortodoxas apresentam tolerancia a dessecacdo e sao
dispersas com menor teor de agua. Enquanto as recalcitrantes ndo apresentam tolerancia
a dessecacdo e sao dispersas com conteudo de 4gua elevado, variando de acordo com :
espécie e as condi¢cdes de ambiente (BARBEDO et al., 2013).

Alteracdes nos metabolitos das sementes também s&o observadas, tais como a
disponibilidade de agucares que séo fonte de energia para o crescimento e agem como
substratos imediatos para o metabolismo e formacdo de moléculas de sinalizacdo
(EVELEND e JACKSON, 2012). Geralmente a disponibilidade de acucar esté ligada ao
crescimento e ao desenvolvimento, mas ndo se sabe exatamente como a concentragao €
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o tipo de acucar controlam o crescimento. Na literatura existem informagfes detalhadas
do papel da glicose sobre os mecanismos de sinalizagdo e seu envolvimento no
crescimento e desenvolvimento de plantas. A sacarose, glicose e frutose séo
amplamente relacionadas com o fornecimento de substracap@&spiracdo, atuando

como fonte de energia para manutencdo do metabolismo. Sdo também fonte de carbono
para a producdo de outros metabdlitos, além de aminoacidos, lipidios, proteinas,
celulose, amido, clorofilas, carotenoides e fito horménio (BONOME et al.,, 2011).
Estudos recentes associaram o0s acgucares a sinalizacdo molecular, onde podem interagir
com diferentes fito hormonios e causar alteragdes na expressao génica (BONOME et al.,
2011; MISHRA et al., 2009).

Outro composto de reserva de importancia nas sementes sédo os lipidios. Em
estudos relacionados a maturagdo de pinhdo manso, Rubio et al. (2013) e Santos et al.
(2012), relataram aumento neste composto de reserva a medida que a semente avangava
na fase de maturagdo, acompanhando o aumento de matéridCeetaelacido as
proteinas, em geral, observa-se um aumento na concentracdo ao longo do
desenvolvimento das sementes (PAVITHRA et al., 2014). Além das proteinas solaveis
em muitos casos, é observado o aumento da expressao de proteinas resistentes ao calol
(HSP). Essa familia de proteinas é encontrada em todos asisongs vivos. Em
vegetais, ja foram encontradas mais de 30 familias dessas proteinas que sdo altamente
conservadas (WALTERS, 2013), e sintetizadas durante o desenvolvimento do embrido
e maturacdo dos frutos (KALEMBA et al., 2012). Apesar dessas proteinas estarem
ligadas a tolerancia dessecacdo em sementes ortodoxssmerelatos de que estdo
presentes também em espécies recalcitrantes, principalmente no final da maturacédo
(WALTERS, 2013).

No entanto somente o acumulo dessa classe de proteina ndo é suficiente para que
a semente de seringueira tolere a dessecacédo. Outras adaptacdes como as relacionadas
reducdo do tamanho dos vacuolos, reducéo do metabolismo, acimulo de proteinas LEA,
oligossacarideos, acucares soluveis (HOEKSTRA et al., 2001) sdo necessarias. E ainda
incluiem-se nessas modificagBes, mecanismos eficientes na remocdo de espécies
reativas de oxigénio (BAILLY, 1994).

Em relacdo a anatomia € possivel observar reducdo no niumero de organelas que
compde as células e redugdo do tamanho dos vacuolos (CACCERE at al., 2013;
MOURA et al., 2010), entre outras. Essas alteragbes sao frequentemente observadas em
sementes ortodoxas, porém em sementes recalcitrantes essas modificagcdes sdo0 menos

frequentes. Em sementes diega vera Caccere et al. (2013) verificaram menor
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proporcdo de polissacarideos contendo arabinose e aumento no nimero e tamanho dos
vacuolos no embrido. ModificagcBes que segundo este autor indica alta atividade
metabodlica com o objetivo de gerar energia até que a semente seja dispersa e possa

germinar imediatamente.

1.3. - ARMAZENAMENTO DE SEMENTES RECALCITRANTES

As sementes ortodoxas podem ser dispersas da planta mde com baixa ou alta
umidade e toleram a dessecac¢do (umidade entre 3-7%) e temperaturas inferiores a 0°C.
JA as sementes recalcitrantes sdo dispersas da planta mde com alta umidade e
mecanismos adaptativos que proporcionam germinacéo rapida (OBROUCHEVA et al.,
2012).0 armazenamento de sementes recalcitrantes representa um desafio maior que o
das sementes ortodoxas. Isso porque, as sementes recalcitrantes sdo altamente sensivei
a perda de agua, o que faz com que seja necessario 0 armazenamento com alto grau de
umidade. No entanto, essa elevada umidade favorece a manutencdo do metabolismo alto
gue acarreta o maior consumo das reservas e o0 ataque de microrganismos e ainda a
ocorréncia de germinagao durante o armazenamento. O uso de baixas temperaturas
durante o armazenamento que poderia minimizar estes problemas, ndo € uma solucéo,
pois as sementes recalcitrantes também sofrem injarias por temperaturas préximas ou
abaixo de zero (BARBEDO et al., 2013; CACCERE et al., 2013).

Muitas espécies economicamente importantes de arvores tropicais tém sementes
recalcitrantes, e armazena-las com sucesso € ainda um problema (LAN et al., 2012). O
tempo de armazenamento dessas sementes pode variar de duas semanas a varios mese
(TOMPSETT e KEMP, 1996), e relaciona-se com a redugao da umidade das sementes e
da temperatura de armazenamento que dentre outros beneficios contribuem para reduzir
a incidéncia de microrganismos (BARBEDO et al., 2013; PARISI et al., 2013), fato este
gue afetam a conservacdo das sementes durante o periodo de armazenamento.

Porém as sementes recalcitrantes sdo mantidas com alto teor de umidade e desta
forma, devem ser mantidas em temperaturas acima de 0°C (PASQUINI et al., 2012)
para evitar o congelamento da agua interna e a formacao de cristais de gelo que podem
romper as membranas celulares levando a semente a morte. No final da maturagcédo as
sementes ortodoxas sofrem alteracdes que favorecem a toleréncia a secagem e a baixas
temperaturas (BARBEDO et al., 2013). Dentro dessas akesaestao o aumento do

nuamero dos vacuolos e principalmente a reducdo no seu @r{@ACCERE et al.,



2013), aumento na concentracdo de oligossacarideos e acumulo de proteinas resistentes
ao calor.

Em sementes recalcitrantes essas alteracdes também ocorrem, porém no sentido
de aumentarem a eficiéncia da respiracdo e producdo de energia até que essas semente
sejam dispersas da planta-mae (CACCERE et al., 2013). Este comportamento torna
dificil a sua conservacdo. Vale destacar que o nivel de recalcitrancia varia entre
sementes de diferentes espécies, entre sementes da mesma espécie e de acordo com &
condicbes ambientais em que as sementes se desenvolvem (DELGADO e BARBEDO,
2012; LAMARCA et al., 2013).

Nessa classe de plantas que apresentam sementes, sensiveis a dessecacao s
encontra a seringueira. Suas sementes perdem a viabilidade rapidamente e poucas vezes
o periodo de armazenamento excede alguns meses (CHIN et al. 1981). Segundo Roberts
(1973) as alteracdes citolégicas e metabdlicas sdo os fatores que melhor se associam
com a perda da viabilidade das sementes recalcitrantes. O armazenamento de sementes
de seringueira vem sendo estudado com relacdo as condicbes adequadas para
manutencdo da viabilidade (BARRUETO et al., 1986; CICERO et al., 1986; CHIN et
al., 1981).

No entanto, resultados contraditérios sdo observados na literatura em relacéo a
temperatura de armazenamento de sementes de espécies recalcitrantes. Segundo Cruz e
al. (2007), sementes deneobroma grandiflorunmdo toleram condigbes de baixas
temperaturas (10°C). Semelhante a esse resultado, temperaturas iguais ou inferiores a
15°C foram desfavoraveis ao armazenamento de sementddyrdéaria dubia
(FERREIRA e GENTIL, 2003) e déampomanesia adamantidamb. (MELCHIOR
et al., 2006). porém, sementesRiencirus trifoliata OLIVEIRA et al., 2003) e déinga
uruguensis (BARBEDO; CICERO, 2000) foram bem conservadas sob baixa
temperatura.

Segundo Pereira (1980) e Cicero (1986) as sementes de seringueira podem
manter sua viabilidade por periodos de 5 a 6 meses, quando a umidade inicial estiver ao
redor de 30%, em temperatura ambiente (27°C) e apresentar qualidade inicial adequada.
Entretanto, a germinacdo dessas sementes pode cair para menos de 45% em um mes, ¢
perder quase toda a viabilidade em 50 dias, apds a dispersdo, mesmo em condi¢des
ideais (DIJKMAN, 1951; PEREIRA, 1980; BERJAK, 1989). Ainda de acordo com
Cicero et al. (1980) e Pereira (1980), sementes desta espécie ndo toleram temperaturas
inferiores a 15°C. Por outro lado, Paula et al. (1997) verificaram que a condi¢do de

baixa temperatura, 5°C, foi mais eficiente em prolongar a viabilidade das sementes do
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gue a temperatura de 20°C. Em outro estudo Bonome et al. (2009) verificaram que o
armazenamento em temperatura ambiente foi mais eficiente em prolongar a viabilidade
das sementes de seringueira quando comparado com a temperatura de camera fria
(10°C).

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com intuito de prolongar o tempo de
armazenamento de sementes recalcitrantes, mas poucos avancos foras obtid
(BARBEDO et al., 2013). Uma alternativa que vem sendo utilizada é a criopreservagao
do embrido (SERSHEN et al.,, 2012b; HAMILTON et al.,, 2013; WALTERS et al.,
2013), mas este método ndo se configura como conservacao de sementes propriamente
dito. Desta maneira, para melhor estudar a manutencéo da viabilidade das sementes de
seringueira € importante conhecer detalhes do seu comportamento durante a maturacao
possibiltando maior entendimento acerca das alteracbes que ocorrem durante o

armazenamento.

1.4. — ENZIMAS DO ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) depende largamente do
conteludo de agua das sementes, que é elevado nas fases iniciais do desenvolvimento
(GOMES et al, 2013). No caso das sementes recalcitrantes h4 apenas uma reducéo
parcial do teor de 4gua no final da maturacdo, sendo dispersas com cerca de 50 % de
umidade. Os compartimentos celulares como o0 glioxissomos, peroxissomos,
mitocondrias, cloroplasto e as membranas plasmaticas séo fontes de EROS, mesmo em
metabolismo normal (BAILLY, 2004).

Durante a reativacdo do metabolismo das sementes a geracdo de EROS é
fundamental (GOMES et al., 2013). O aumento da producédo,@g ddirante o inicio
da embebicéo, do 6xido nitrico, dos radicais superoxido, por exemplo, sdo associados
ao afrouxamento de barreiras mecanicas a germinacao. E ainda desempenham papel
como sinalizadores para a expressdo de um grande namero de genes associados ao
processo germinativo (MULLER et al., 2009).

Entretanto, um recurso que as plantas utilizam para contornar a producao desses
compostos em excesso que pode prejudicar o metabolismo celular levando a semente a
morte é a acdo das enzimas do estresse oxidativo. Dentre as enzimas do estresse
oxidativo mais estudadas se encontrasuperoxido dismutase (SOD), a peroxidase
(POX), a catalase (CAT) e ascorbatoperoxidase (APX) (SH.@T al., 2004),
responséaveis por diminuir os efeitos deletérios da producdo excessiva de EROS.
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A APX e a CAT sao consideradas as duas enzimas mais importantes na
desintoxicacéo do #D, (BHATT e TRIPATHI, 2011). A CAT converte duas moléculas
de HO, a HO e oxigénio molecular (DUBEY, 2011). Em concentracOes elevadas de
H.O,, a CAT é altamente efetiva, sendo consideradas essenciais em condi¢cdes de
estresse severo, quando os niveis gé;lddo maiores (DUBEY, 2011). A APX é uma
heme-proteina, utiliza o &cido ascérbico como redutor. Tem alta afinidade cg@,o H
0 que permite a eliminacdo de® mesmo em baixas concentracdes (SHARMA et al.,
2012; LOCATO et al., 2010). Nos cloroplastos e mitocondrias a APX atua no ciclo
ascorbato-glutationa, no qual o,®4 formado pela acdo da SOD é reduzido pelo
ascorbato (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010).

As POXs utilizam o KO, como oxidante e compostos de natureza fendlica
como doadores de elétrons. Dessa forma,©;fbrmado pela agcdo da SOD também
pode ser eliminado pelas POXs, além da CAT e APX (LOCATO et al., 2010). As POXs
sdo amplamente distribuidas nas células vegetais, mas localizam-se principalmente na
parede celular e no vacuolo. A atividade dessas enzimas pode ser utilizada como
marcador bioquimico do estresse resultante de fatores bidticos e abidticos, e processos
morfogénicos durante a diferenciacao celular, crescimento e multiplicacdo de plantas
(LOCATO, 2010; KIM e KWAN, 2010).

J4 as SODs sdo metaloproteinas que catalisam a desmutacdo de radicais
superéxido a peroxido de hidrogénio e oxigénio. Essas enzimas sao classificadas de
acordo com seus cofatores: cobre e zinco (Cu/Zn- SOD), mas@&in-SOD) e ferro
(Fe-SOD) (GILL e TUJETA, 2010). Sao consideradas a primeira linha de defesa contra
0s EROS que catalisam a dismutacéao de dois radigagef@ndo HO, e Q.
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ALTERACOES FISIOLOGICA§ E BIOQUIMICAS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO E MATURACAO DE SEMENTES DE SERINGUEIRA
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RESUMO

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, JulyAltsrdcoes
fisioldgicas e bioguimicas durante o desenvolvimento e maturagdo de sementes de
seringueira. Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

O objetivo foi avaliar as alteragBes fisicas, fisioldgicas e bioquimicas durante o
desenvolvimento de sementes de seringueira até a sua deiscéncia, com intuito de estimar
o ponto de maturidade fisiolégica e obter sementes de elevada qualidade. O
experimento foi desenvolvido na Fazenda experimental da Epamig em Oratérios-MG e
nos Laboratérios de Pds Colheita e Analise de Sementes da Universidade Federal de
Vicosa. Foram selecionadas 30 plantas nos diferentes pontos de uma area de plantio
comercial de seringueira. As flores foram marcadas durante a antese e a cada 15 dias,
apos a marcacao, foram realizadas colheitas de frutos e sementes para analises do grau
de umidade, matéria seca, crescimento (didmetro e comprimento). Também foram
avaliadas a condutividade elétrica, emergéncia de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia, proteinas resistentes ao calor e enzimas do estresse oxidativo (Catalase-
CAT; peroxidase — POX; peroxidase do ascorbato — APX e superdxido dismutase —
SOD). Os dados de germinacao e indice de velocidade de emergéncia foram submetidos
ao teste de Tukey e regressao, para os demais utilizou-se estatistica descritiva. Foi
possivel observar que os frutos atingiram o tamanho méaximo aos 120 dias apds a antese
(DAA), e as sementes aos 150 DAA. As sementes adquiriram a capacidade de
germinacdo a partir dos 150 DAA. Aos 175 DAA elas apresentaram maxima
porcentagem de matéria seca e menor de umidade, além de maior porcentagem de
geminacdo e vigor. Portanto foi possivel concluir que a maturidade fisiolégica das
sementes de seringueira ocorre aos 175 DAA, e coincide com sua maxima qualidade
fisiologica. Maiores porcentagem e velocidade de germinacdo sdo obtidas em sementes
colhidas aos 175 e 180 DAA. Aos 175 e 180 DAA, ha maior expressao de proteinas
resistentes ao calor de baixo peso molecular (smHSP) e maior atividade das enzimas do

estresse oxidativo.

Palavras chaves: Maturidade fisiolégica, germinagéo, enzimas do estresse oxidativo
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ABSTRACT

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, July 2014.
Biochemical and physiological alterations in rubber tree seeds during the
development and maturation Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

The objective of this study was to evaluate the biochemical, physical and physiological
alterations during the development of rubber tree seeds until the dehiscence aiming to
estimate the point of physiological maturity of seeds (PPM) and to obtain seeds with
high quality. The experiment was conducted at Epamig experimental farm in Oratérios-
MG and in the Post-harvest Laboratory and Seeds Analyzes Laboratory at Unikersida
Federal de Vigcosa. Were selected 30 plants in different points of rubber tree commercial
planting. The flowers were tagged during the anthesis and each 15 days. After the
tagging were realized the gathering of fruits and seeds for analyses of the moisture
content, dry mass, growth (diameter and lenght). Was also evaluated the electric
conductivity, seedlings emergence, emergence speed index (ESI),heat resistant proteins
and enzymes of the oxidative stress; catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
peroxidase (POX) and superoxide dismutase (SOD). The dates of germination and ESI
were submitted to Tukey test and regression, for the others dates were used descriptive
statistic.Was possible to observe that the fruits reached the maximum size at 120 days
after anthesis (DAA) and seeds at 150 DAA. The seeds reached the germination
capacity from 150 DAA. At 175 DAA they presented maximum percentage of dry mass
and less percentage of moisture content, besides higher percentage of germination and
vigour. Therefore, was possible to conclude that the physiological maturity of rubber
tree seeds occurs at 175 DAA and coincides with their maximum physiological quality.
Higher percentage and germination speed are obtained in seeds gathering at 175 and
180 DAA.At 175 and 180 DAA, there are higher expression of heat resistant proteins of
less molecular weight (smHSP) and higher activity of theyraes of the oxidative

stress.

Key words: Physiological maturity, germination, oxidative enzymes stress.
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2.1. — INTRODUCAO

Durante a maturacdo e o desenvolvimento das sementes, ocorrem alteragdes
fisicas e fisiolégicas como a mudanga na cor e opacidade do tegumento, teor de agua e
matéria seca, capacidade de germinacdo, capacidade de produzir plantulas normais
(BORGES et al., 2005) e composicdo quimica (MATA et al., R(HS8sas alteracdes
podem ser utilizadas para estimar o Ponto de Maturidade Fisioldgico das Sementes
(PMFS), que normalmente ocorre quando ha maior porcentagem de matéria seca, o que
pode coincidir com a maior germinagao e vigor, e possivelmente a qualidade fisiologica
das sementes é maxima (MATHEUS et al., 2011; BORGES et al., 2005).

No inicio do desenvolvimento o conteudo de agua € muito alto, geralmente
acima de 80% para a maioria das angiospermas (MARCOS FIL6{5).2Durante a
maturagdo o teor de agua diminui até atingir valores préximos de 50%. A partir deste
momento a umidade varia de acordo com as condi¢cdes ambientais e da Espemrie.
de agua (BARBEDO et al., 2013) e a porcentagem de matéria seca (CACCERE et al.,
2013) séo considerados bons indices para estimar o PMFS. Além das alteracdes nesses
parametros, em algumas espéciestamanho das sementes pode ser considerado.
Porém, para a maioria das espécies, o tamanho maximo € alcangcado no inicio do
desenvolvimento e mantem-se relativamente inalterada, até o final do proessso, b
como acapacidade de germinacéo, (LAMARCA et al., 2013; BORGES et al., 2005).

O comportamento geral do processo de maturacdo pode ser previsivel, porém
para estimar a maturidade de uma determinada semente € necessario avaliar as
alteracdes fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante o desenvolvimento em
associacdo as condi¢cbes climaticas nas quais as sementes se desenvOve@m.
exemplos citam-se alteragdes no teor de compostos de reserva, aumento na expressao de
proteinas resistentes ao calor e maturagéo dos frutos (WALTERS, 2013; KALEMBA et
al., 2001). Essas alteracoes podem estar relacionadas ao ponto de maturagdo de
sementes recalcitrantes e 0 aumento na expressao dessas proteinas (MOREIRA, 2009),
assim como alterag6a® conteudo de amido e agUcares durante o desenvolvimento de
sementes de seringueira (BONOME et al., 2011), ja foram relatados.

O conhecimento a respeito das alteragfes fisicas e fisiolégicas que ocorrem
durante o desenvolvimento de sementes de seringueira podem ser relevantes para
obtencdo de sementes de alta qualidade fisiologica. Portanto o objetivo desse estudo foi
monitorar as principais alteragdes que ocorrem ao longo do desenvolvimento de frutos e

sementes de seringueira e caracterizar o ponto de maturidade fisiol6gica.
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2.2. — MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na fazenda experimental da EPAMIG, municipio de
Oratorios, MG, em um plantio comercial de seringuldieaea brasiliensjcoordenadas
20024'39.46”’S e 42°49'13.91" O, e altitude de 530m. O experimento foi desenvolvido
entre agosto de 2012 e fevereiro de 2013.

As inflorescéncias foram marcadas e identificadas com marcadores tipo fita
impermeaveis durante a abertura das flores para o acompanhamento do namero de dias
apos a antese (DAA). Foram selecionadas flores em difeqgosg®es em um total de
30 plantas selecionadas em diferentes pontos no plantio. Durante o periodo entre a
abertura das flores e a dispersdo dos frutos foram feitas coletas a cada 15 dias,
realizando-se os seguintes testes e determinagdes:

O Comprimento e diametro dos frutos e das sementes foram determinados a
cada 15 dias até 175 DAA, iniciando-se a partir del5 DAA (frutos), e de 45 DAA
(sementes). As medicdes foram realizadas em 30 frutos (n&o retirados da planta) e em
90 sementes, com a ajuda de um paquimetro digital.

Teor de agua das sementes e frutos foi determinado pelo método da estufa a
105°C, por 24 horas (BRASIL, 2009), utilizando-se quatro repeticdes de 10 sementes e
de trés frutos, quebrados para facilitar a secagem. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

Massa seca das sementes foi determinada utilizando quatro repeticoes de 10
sementes que foram mantidas em estufa a 70°C até obteng&o de peso constante.

A condutividade elétrica foi obtida com quatro repeticdes de 10 sementes para
cada tratamento. Sementes de cada repeticdo foram pesadas em balanga com preciséo de
0,001g e, a seguir, colocadas em copos de plastico contendo 200 ml de agua destilada,
permanecendo por um periodo de 24 horas a temperatura constante de 25°C. A
condutividade elétrica da solugdo contendo as sementes foi medida com um
condutivimetro de massa, e obtida dividindo-se, para cada repeticdo dos tratamentos, o
valor da condutividade (uS ¢nlida no condutivimetro, subtraida do valor da
condutividade da agua destilada, pela massa (g) das 10 sementes, sendo seu valor
expresso em S ¢hg', o resultado final foi obtido pela média dos valores
determinados em cada repeticao.

O teste de emergéncia foi realizado em casa de vegetacao com quatro repeticoes
de 50 sementes, semeadas a 1,0 cm de profundidade em bandejas contendo areia
umedecida, com reposi¢do de dgua quando necessario.
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O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi realizado @munto com o
teste de germinacdo. Foram feitas contagens diarias do nimero de plantulas emersas
(parte aérea com 1 cm ou mais), até a estabilizacdo e o IVE foi calculado conforme
Maguire (1962).

Analises das enzimas do estresse oxidativo em frutos e sementes foram
realizadas. Para isso foram preparados extratos enzimaticos brutos para as
determinacgOes da atividade da catalase (CAT), da peroxidase (POX), da peroxidase do
ascorbato (APX), da superéxido dismutase (SOD). Para isso utilizaram-se 0,3 g de
sementes ou de frutos que foram macerados, adicionando-se 2 mL de meio de
homogeneizacdo, constituido de tampdo fosfato de potassio 0,1M, pH6,8, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999), seguido de
centrifugacéo a 12.000 xg por 15 min, a 4 °C.

Para a determinacdo da atividade da superéxido dismutase (SOD) foram
utilizados 30 pL do extrato enzimético bruto a 2,97mL de meio de reacdo constituido de
tampdo fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (DEL L@ et al.,

1993). A reacéo foi conduzida a 25°C, numa camara de reacao sob iluminacdo de uma
lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel
aluminio. Ap6s 5 min de exposicdo a luz, a iluminacé&o foi interrompida e a formazana
azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi determinada pela medicdo da
absorvancia a 560 nm. O branco foi obtido nas mesmas cosdigbem, sem a
presenca de luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50 % a fotorreducdo do NBT
(BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

Para a determinagdo da atividade da catalase (CAT), 100 péxtdato
enzimatico bruto foram adicionados a 2,9 mL de meio de reacao, constituido de tampé&o
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 eQ4d 12,5 mM (HAVIR e MCHALE, 1987).
Durante o primeiro minuto de reacdo, mantida a 25°C, foi medido o decréscimo na
absorvancia a 240 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extincdo molar de 36 fcm* (ANDERSON et al., 1995) e expressa em pumol.min
'mg’de proteina.

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada pela adicdo de 100 pL do
extrato enzimético bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampéo fosfato de

potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20 mM (KARE e
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MISHRA, 1976). O incremento da absorvancia durante o primeiro minuto de reacgéo a
420 nm, a 25 °C, determinou a producao de purpurogalina. A atividade enzimética foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 it (CHANCE

e MAEHLEY, 1955) e expressa em pmol.thimg*de proteina.

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada pela adi¢édo de
100 pL do extrato enzimatico bruto a 2,9mL de meio de reagdaiitcddo de acido
ascorbico 0,8 mM e ¥, 1,0 mM em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Foi
observado o decréscimo na absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiro minuto de
reacdo (NAKANO e ASADA, 1981; KOSHIBA, 1993). A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8cmM (NAKANO e
ASADA, 1981) e expressa em pmol ming*de proteina.

Para analise das proteinas resistentes ao calor utilizou-se do método de perfil de
eletroforese, onde 0,3 g de embrides extraidos das sementes colhidas aos 135, 150, 165,
175, 180 DAA, foram macerados e adicionados a 2 mL de meio de homogeneizacao,
tampdo fosfato de potassio 0,1M, pH6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP)

1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999), seguido de centrifugacdo a 12.000 xg por 15 min, a 4
°C. Posteriormente, este foi incubado em 85° C e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para realizacdo da eletroforese. Foram aplicados
16uL da amostra (extrato + tampao da amostra) por canaleta no gel de poliacrilamida
SDS-PAGEa 12,5% (gel separador). A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por 4
horas e os géis foram corados durante 12 horas em Coomassie Blue Brilliant a 0,05%,
conforme Alfenas et al. (1991) e descorados em solucéo de acido acético 10%.

Utilizou-se estatistica descritiva para as caracteristicas relacionadas ao
desenvolvimento dos frutos e sementes. Os dados obtidos nos testes de avaliagdo da
qualidade das sementes de cada periodo de colheita foram submetidos a anélise de

variancia e teste de Tukey a 5%.
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2.3. — RESULTADOS E DISCUSSAO

O comprimento e diametro dos frutos aumentaram de forma expressiva dos 15
dias apds antese (DAA) até aos 120 DAA, quando foram atingidos os valores maximos.
Houve aumento gradativo no diametro e no comprimento dasnsesn a partir do
inicio da avaliagdo aos 45 DAA até 150 DAA, sendo mais expoessaumento em
comprimento (Figura 1). Em muitas espécies, o tamanho dangeratinge o seu
maximo no inicio da maturacdo, mantendo-se relativamente inalterada, até o final do
processo (BARBEDO et al., 2013), entretanto neste caso, o tamanho maximo foi obtido
em fases mais adiantadas (150 DAA).
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Figura 1. Curva de crescimento para os frutos e sementes de seringueira, durante o desenvolviento, DAA

As barras exibem o desvio padrao da média.

Mata et al. (2013), com sementesidga striataencontraram maiores valores
para tamanho de sementes proximo aos 140 até 155 DAA e maiores incrementos na
matéria seca das sementes apOs este periodo. Os valores maximos de crescimento
podem estar associados ao alongamento das células quiueonst estrutura da
semente, para comportar o aumento na deposicdo de reservas e 0 crescimento do

embrido (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Frutos delevea brasiliensidurante o desenvolvimento. Da esquerda para a direita, frutos aos 15, 30, 60,
75, 90 e 120 DAA (Dias Apo0s Antese).

Figura 3. Semente deevea brasiliensidurante o desenvolvimento. A — G, sementes; H e |, detalhalige. A,
60 DAA. B, 90 DAA. C, 120 DAA.D, 150 DAA.E, 165 DAA.F, 175 DAA.G, 180 DAA.H, 150 DAA, 165 DAA
e 175 DAA.I, 180 DAA. DAA — Dias Apos Antese. Barra: A, 1,5 cm; B - F, 2,5@Gm2,7 cm; H, 0,8 cm, 1,3 cm,
1,3cm; |, 1,3 cm.

24



O conteudo de matéria seca (MS) dos frutos e das sementes mantive-se estavel
até cerca de 90 DAA, a partir desta data, houve um aumento atingindo maiores valores a
partir dos 150 DAA, com méaximo aos 175 DAA. O grau de umidade inicialmente alto
tanto nas sementes (73%), como dos frutos (80%), mantiveram-se elevado até
aproximadamente 90 DAA. Com reducao significativa a partir deste ponto, atingindo os
menores valores aos 175 DAA, ou seja, 46% (sementes) e 25% (frutos). Foi possivel
verificar também que o periodo de reducdo no teor de agua das sementes coincidiu com
0 periodo de maior acimulo de massa seca aos 175 DAA (Figura 4).

A reducdo na umidade das sementes e dos frutos ao final da maturacdo esta
relacionada ao final do desenvolvimento. Comportamento semelhante foi observado
também em sementes de seringueira ao longo do desenvolvimento por Moreira (2009).
Este autor encontrou altos valores de umidade nas sementes até aos 95 dias apos a
polinizacdo (DAP), aproximadamente 85% e ap0s este periodo, e declinio até atingir 45
% aos 195 DAP. Vale ressaltar que estes estudos foram realizados em locais distintos,
com variacdes climaticas diferentes, e que em sementes recalcitrantes ha queda no teor
de umidade, porém néo tdo acentuada quanto nas sementes ortodoxas. Segundo Barbedc
et al. (2013), sementes recalcitrantes sdo sementes ortodoxas que nao completaram o
seu amadurecimento, podendo ser dispersas antes do fim deste processo. O que poderia
explicar o alto teor de umidade com o qual as sementes de seringueira sao dispersas, e a
auséncia da aquisicao de tolerancia a dessecacédo, adquirida ao final do processo de

maturacdo que dificulta o armazenamento das sementes de seringueira por longos

periodos.
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Figura 4. Matéria seca e grau de umidade de frutos e sementes colhidos em diferentes épocas (DAA). A
barra representa o desvio padréo.
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As condic¢des climaticas do ambiente onde as sementes sdo formadas interferem
diretamente no seu comportamento durante o desenvolvimento, contribuindo para
acelerar ou atrasar esse processo. No presente estudcsivelpqge as condicdes
ambientais tenham favorescido a reducdo na umidade do fruto e da semente. Uma vez
gue nesta fase, fevereiro de 2013, ocorreu menor precipitacdo e umidade relativa do ar,
e maior temperatura e radiacdo. As maiores precipitacdes locasi ocorreram nos meses de
dezembro e janeiro de 2013 e em fevereiro de 2013, periodo em que ocorreu a dispersao
das sementes, houve baixa precipitacdo, coincidindo com a maior incidéncia de
radiacdo. A umidade relativa do ar neste periodo também foi baixa e a temperatura foi

considerada normal para este periodo (Figura 5).
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Figura 5. Registro das condi¢des climaticas no local do experimento, de agosto de 2012 a mar¢o de 2013.

O teor de agua (BARBEDO et al.,, 2013) e a porcentagem de anatma
(CACCERE et al.,, 2013) sao considerados bons indices para estimar o ponto de
maturidade fisiolégica da semente (PMFS). Mesmo o teor de agua das sementes
variando amplamente entre as espécies, idade ou local de origem, pode ser usado para as
comparagdes entre ciclos diferentes de maturacdo das sementes (LAMARCA et al,

2013). A maturidade fisiol6gica pode ser caracterizada pelo maximo conteldo de massa
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seca, quando cessa a translocagdo de assimilados da planta para a semente. Porém, :
utilizacdo de apenas um ou dois parametros nao oferece confiabilidade suficiente para
definir o estadio de maturidade de uma semente, sendo necessaria para dar maior
confiabilidade a utilizagcdo de outros fatores, como a germinagdo e o indice de
velocidade de emergéncia (IVE), entre outros.

As sementes adquiriram a capacidade de germinacdo a partir dos 150 DAA
(Figura 6). E a partir dos 150 DAA houve aumento na germinagao e IVE obtendo-se
valores maximos aos 175 DAA, valores semelhantes aqueles obtidos para sementes ja
dispersas (180 DAA).
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Figura 6. Germinacao e indice de velocidade de emergéncia (IVE,) das sementes de seringueira colhidas a
partir de 150 DAA. As médias acompanhadas da mesma letra n&do diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A aquisi¢do da capacidade de germinacdo de algumas espécies pode ocorrer no

inicio do desenvolvimento da semente (BORGES et al., 2005; LAMARCA et al., 2013),

0 que ndo ocorreu neste estudo. A germinagéo aos 175 DAA, antes da dispersao, e aos
180 DAA, apdés a dispersao, foi significativamente superior aos demais periodos
avaliados (R0,05). Vale ressaltar que antes dos 150 DAA ndo foi observada
germinagao nas sementes coletadas e aos 150 DAA, apenas 28% delas germinaram. Os
maiores valores de emergéncia e os maiores valores de IVE coincidiram com o0s
menores teores de umidade e maior porcentagem de matéria seca. Isto sugere que o
PMFS de seringueira coincide com a maior qualidade fisiolégica das sementes.
Portanto, tais parametros podem auxiliar na identificacdo do PMFS dessa espécie. Estes
dados se assemelham aos encontrados em outro estudo com sementes de seringueira
onde o PMFS foi atingido aos 195 DAP (MOREIRA, 2009), e neste estudo aos 175
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DAA. A diferenga na estimativa do PMFS entre estes estudos pode ser atribuida a
variagdes ocorridas no ambiente de desenvolvimento das sementes, bem como variagoes
nas caracteristicas genéticas da prépria semente. Resultados semelhantes foram obtidos
em estudos com sementes Eigthrina variegatd.., por Matheus et al. (2011) e em
sementes dénga striatapor Mata et al. (2013). A eficiéncia do conteddo de matéria
seca e do teor de agua, como marcadores para estimar o PMFS estdo intimamente
relacionados as alterac6es bioquimicas e fisiologicas como acumulo de compostos de
reserva e reducéo da umidade.

A reducdo do teor de agua na semente favorece a posterior expressédo de genes
gue controlam o conteudo de Giberelinas (GA) e acido abtsc({#iBA). Estes
fitormbnios estdo relacionados a expressdo de enzimas como as expansinas que
proporcionam o afrouxamento da parede celular e as hidrolases, que participam da
degradacéo de compostos de reserva do endosperma. A acao dessas enzimas promove (
reajuste osmotico, favorecendo a germinacdo. Além disso, a maior sintese dessas
enzimas favorescendo o afrouxamento do endosperma e do tegumento
diminuindodiminui a forga contraria exercida por estas estruturas ao embrido,
facilitando a protruséo da radicula (NONOGAKI et al., 2010).

Durante a maturacdo das sementes observou-se reducdo continua da
condutividade elétrica (CE) das sementes, de aproximadamente 6,6 para &8'gis

no ultimo periodo avaliado (180 DAA), em sementes ja dispersas (Figura 7).
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Figura 7. Condutividade elétrica das sementes de seringueira durante o desenvolvimento.
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O teste de CE fornece informacgOes indiretas a cerca da integridade das
membranas celulares. Altos valores de condutividade nos estadioss iniciais do
desenvolvimento se relacionam com a baixa integridade das membranas celulares e um
decréscimo nesses valores indica maior organizacdo das membranas celulares e da
deposicdo de material de reserva (PAVITHRA et al., 2014). Neste estudo observou-se,
reducdo na CE da solucdo de embebicdo das sementes a partir dos 150 DAA, onde as
sementes ja apresentavam germinacdo, estabilizando-se ao final da maturacdo (175
DAA). Resultados semelhantes foram obtidos por Pavithed. ¢2014), ao avaliar o
desenvolvimento de sementesRlmngamia pinnatél) Pierre, onde os menores valores
de CE coincidiram com o PMFS.

A reducdo na CE, neste caso, pode ser atribuida a maior estruturacdo do
tegumento das sementes, como deposi¢cao de lignina e ceras, bem como ao final da
formacgéo das estruturas como embrido. A maior estruturacdo do tegumento em muitos
casos pode ser associada a cor, em geral quanto maior o ndemetamadas
depositadas mais escuro é o tegumento. As sementes de seringueria aos 175 e aos 18C
DAA apresentaram tegumento mais escuro e rigido (Figura 3), provavelmente
proporcionando uma maior barreira a entrada de agua afetanto a CE. Além disso, nessa
fase, o embrido ja estava completamente formado, sendo assim provavelemnte a
deposicdo de lipidios nos tecidos tanto do embrido quantendosperma também
podem ter afetado a redugdo da CE, por ndo apresentarem afinidade a 4gua. Essas
variaveis podem ter dificulatado a entrada rapida de agua nas sementes.

Além da reducdo na CE, o acumulo de proteinas resistentes ao calor (HSP),
ocorreu no final da maturacdo nas sementes de seringueira, onde foi possivel observar
aumento na intensidade das bandas aos 175 DAA em comparagdo aos periodos
anteriores, e padrao semelhante aos 180 DAA, (sementes ja dispersas), principalmente
das proteinas com peso molecular entre 21 e 45 KDa (Figura 8). Essas proteinas foram
inicialmente identificadas com base na expressdo induzida durante estresse térmico.
Porém pesquisas recentes evidenciam sua existéncia em células ndo expostas a esse
estresse (WALTERS, 2013). Além disso, as proteinas de baixo peso molecular séo
altamente reguladas em resposta a outros fatores de estresses, como a redugad no grat
de umidade, que neste caso ocorreu no final do desenvolvimento das sementes

favorecida pelas condic¢des climaticas locais (Figuras 4 e 5).
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Figura 8. Perfil eletroforético de proteinas de choque térmico de baixo peso molecular (sSmHSPs), em
embrides de sementes de seringueira colhidas aos 135,150, 165, 175, 180 dias apds a antese.

Apesar dessa classe de proteinas estarem relacionadas ao desenvolvimento da
tolerancia & dessecagdo em espécies ortodoxas, elas também sdo encontradas em
sementes recalcitrantes, onde apresentam pesos moleculares de 46, 35, e 23 kDa
(VORNAM et al.,, 2011; KALEMBA e PUKACKA, 2012). Segundo 0s mesmos
autores, a regulagcédo da expressdo dessas proteinas € feita por fatores ambientais, tais
como acumulo de horas de calor durante o desenvolvimento, perda de &gua e
pluviosidade. A maior radiacdo e menor pluviosidade observada em fevereiro de 2013
coincidiram com o final da maturacdo das sementes amostradas e pode ter influenciado
a expressao dessas proteinas. As proteinas de baixo peso molecular podem funcionar
como antioxidantes e estabilizadores de membranas e de outras proteinas durante
periodos de estresse hidrico ou como chaperonas moleculares (TUNNACLIFFE e
WISE, 2007), colaborando para manutencdo da viabilidade das sementes recalcitrantes,
mesmo por curto periodo de tempo.

Nas analises das enzimas do estresse oxidativo como SOD,ROXTe APX,
maior atividade foi observada no inicio e no final do desenvolvimento das sementes.
Por outro lado, para o fruto, a atividade dessas enzimas foi menor ao final da maturacéo

(Figura 9).
30



80 < 15
© c
£ —=— Semente © —=— Semente
2 ~-e-— Fruto ° --e-- Fruto
© 60 s
_I.Q' s 10t
2 g
e
- 40 e
e =
| f s s
g 20r %% } -3 S
SRR
[_’ )
S O 1 1 1 1 1 1 g 0 ) ) ) ) ) )
0O 30 60 90 120 150 180 21 0 30 60 90 120 150 180 210
Dias ap6s antese (DAA) Dias ap6s antese (DAA)
< 15 ’g? 3
% —=— Semente F:_, = Semente
§ e Fruo o -~ Fruto
o o
F-'m 10+ ".'CD 2L
e e
= =
£ I=
© 5} S 1l
£ . Lt 2
> %”& WLH’ %\; S | e
x R
(N 0 1 1 1 1 1 1 %
0 1 1 1 1 1 1
0 30. 60 ,90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
Dias apos antese (DAA)

Dias apos antese (DAA)
Figura 9. Atividade das enzimas do estresse oxidativo nas sementes e fruto de seringueira durante o
desenvolvimento. As barras representam o desvio padréo.

A alta atividade no inicio, pode estar relacionada com o alto teor de agua
(GOMES et al, 2013), e com as diversas reacfes metabllgaxicalas a
histodiferenciacdo e respiracdo. No final da maturacdo houve novamente maior
atividade dessas enzimas nas sementes que, neste caso, pode estar relacionada a eventc
preparatérios para a germinacdo. O desenvolvimento de sementes de muitas espécies
recalcitrantes prossegue diretamente da maturacdo para a germinacdo, escapando da
fase de desidratacdo. Schopfer et al. (2001) sugerem um papel facilitador da geminacéo
exercido pelos EROS, favorecendo o enfraquecimento do endosperma e tegumento,
e/ou também, como protecdo para a radicula contra microrganismos patogénicos do
solo. Pode ser observado também que enquanto a atividade enzimatica das sementes
aumentava no final do desenvolvimento a do fruto reduzia, sugerindo uma reducéo no

metabolismo do fruto e aumento no metabolismo das sementes.
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Uma vez que sementes recalcitrantes estdo aptas a geragonaapos sua
formacdo, os mecanismos preparatérios para a germinacao, possivelmente iniciam antes
mesmo da dispersdao. Um desses mecanismos pode ser a producdo de EROS que
influenciam na atividade das enzimas do estresse oxidativo. Tais enzimas apresentaram
aumento na atividade a partir dos 135 DAA, indicando maior producdo de EROS a
partir desta data. Em estudos com avaliacdo de enzimas do estresse oxidativo em frutos
e sementes de ervilha, Matamoros et al. (2010), observaram aumento na atividade da
SOD e estabilidade na atividade da APX, no final da maturacdo. Estes autores
associaram o comportamento da APX com a estabilizacdo dacam de EROS por
esta espécie e declinio no conteudo de agua. No presente estudo foi observada maior
atividade de todas as enzimas avaliadas (SOD, APX, POX, ,CAQ)final do
desenvolvimento das sementes de seringueira. Esse aumento na atividade enzimatica,
muito provavelmente se deu devido ao alto teor de umidade, portanto, ao metabolismo
acelerado com o qual as sementes de seringueira sao dispersas, além do estresse
ambiental como a alta incidéncia de radia¢do ao final do desenvolvimento.

Associando todos os fatores avaliados conclui-se que o PMFS das sementes de
seringueira avaliadas neste estudo foi atingido aos 175 DAA. Como nao houve
diferenca significativa na germinacéo e no IVE das sementes entre os periodos de 175 e
180 DAA, a coleta das sementes antes da deiscéncia dos frutos poderia ser uma
alternativa para evitar a perda de viabilidade das sementes. Uma vez que as sementes
que entraram em contato com o solo apresentaram maior contaminagdo por
micorganismos patogénicos (dados ndo mostrados) ou por estarem expostas as
condicbes ambientais que afetam o aumento da atividade de enzimas antioxidantes
indicando aumento na producéo de EROS, que com o tempo podem conduzir a semente

a deterioragéo.
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2.4. — CONCLUSOES

A maturidade fisiol6gica das sementes de seringueira ocorre aos 175 DAA, e
coincide com sua méaxima qualidade fisiologica.

Maiores porcentagem e velocidade de germinacdo sdo obtidas em sementes
colhidas aos 175 e 180 DAA.

Aos 175 e 180 DAA, ha maior expressdo de proteinas resistentes ao calor de
baixo peso molecular (smHSP) e maior atividade das enzimas do estresse oxidativo.
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CAPITULO 3

EVOLUCAO DOS COMPOSTOS DE RESERVA E ALTERACOES
ANATOMICAS EM SEMENTES DE SERINGUEIRA
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RESUMO

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, JulyE2@dldcao
dos compostos de reserva e alteracbes anatdbmicas em sementes de seringueira
Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

O objetivo foi acompanhar e descrever as alteracfes bioquimicas e anatbmicas dos
compostos de reservas de sementes de seringueira durante o desenvolvimento. O
experimento foi desenvolvido na Fazenda experimental da Epamig em Oratérios-MG e
nos Laboratorios de Pds Colheita e Anatomia da Universidade Federal de Vigosa.
Foram selecionadas 30 plantas nos diferentes pontos do plantio comercial de
seringueira. As flores foram marcadas durante a antese e a cada 15 dias ap0s a marcacac
foram realizadas andlises bioquimicas do conteudo de amido, acuUcares solGveis totais
(AST), acucares redutores (AR) e proteinas nas sementes. Ao final da maturacdo (150,
165 e 175 dias apds antese) foram realizados testes histoquimicos para proteinas, amido,
lipidios bem como para alteracdes estruturais. Foi possivel observar acimulo de AST e
sacarose e reducdo nos AR durante a maturagdo das sementes, as alteragdes nesse
acucares coincidem com a mudanca da fase de histodiferenciacdo para a fase de
maturacdo das sementes. No fruto foi observada reducgao tanto nos AR comd m®os AS
sacarose. O teor de amido nas sementes aumentou, nitidamente, a partir dos 135 DAA
(dias apds antese), mantendo-se assim até o final da maturagdo. J& no fruto, ndo foi
observado incrementos. Comportamento semelhante foi observado para proteinas totais,
nas sementes houve aumento substancial a partir dos 120 DAA, permanecendo até o
final da maturagdo da semente. Foi possivel observar aumento no tamanho das células e
aumento na concentracdo dos compostos de reserva, gnmaipa nos dois Ultimos
periodos avaliados tanto para as analises bioquimicas qgaunto para as analises
histoquimicas e de microscopia eletrénica de varredura. Portanto, conclumsi®ro
acumulo de compostos reserva nas sementes de seringueira ocorre proximo a dispersao,
tanto no endosperma quanto nos cotilédones e eixo embrionério. Alterac6es anatdmicas
que contribuem para manutengcdo de altas taxas metabdlicas ao final do
desenvolvimento das sementes também foram observadas, possivelmente favorescendo
0 consumo dos compostos de reserva, fazendo com que o embrido ndo apresente
dorméncia. A mudanca de fase de histodiferenciacdo para a de acimulo de compostos

de reserva parece ocorer proximo aos 100 DAA.

Palavras chave: Compostos de reserva, alteragfes anatdbmicas e histoquimica
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ABSTRACT

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, JulyEA@dldtion
of the reserve compounds and anatomical alterations in rubber tree seedsdvisor:
Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

The objective of this study was to monitor and describe the biochemical and anatomical
alterations in rubber tree seeds with emphasis in the reserve compounds during the
development. The experiment was conducted at Epamig experimental farm in
Oratoérios-MG and in the Anatomic Analyzes Laboratory and Post-harvest Labotatory a
Universidade Federal de Vigosa. Were selected 30 plants in different points of rubber
tree commercial planting. The flowers were tagged during the anthesis and each 15
days. After the tagging were realized biochemical of the starch content analyzes,
proteins in the seeds, total soluble sugars (TSS), and reducing sugars (RS). In the end of
the maturation (150, 165 and 175 days after anthesis), were realized histochemical tests
for proteins, starch and lipids. Was possible to observe the accumulation of TSS and
sacarosis and the reduction in the RS during the maturation of seeds. The alterations in
these sugars coincides with the change of the phase histodifferentation for the phase of
seeds maturation. In the fruit was observed the reduction even in RS like in TSS and
sacararosis. The content of starch in seeds increased clearly from 135 DAA (days after
anthesis), keeping like this until the end of the maturatiut in the fruits was not
observed increments. Similar behavior was observed for total proteins, in the seeds
there were huge increase from the 120 days DAA, remaining until the end of seeds
maturation. Was possible to observe increase in the cells size and increase in the
concentrations of reserve compound, mainly in the two last evaluated periods, even for
the biochemical like as histochemical and scanning electronic microscopy analyzes
Therefore it is concluded that the higher accumulation of reserve compounds in rubber
tree seeds occurs next to the dispersion, even in the endosperm as the cotyledons and
embryonic axis. Anatomical alterations that contributes to the maintenance ofthe hig
metabolic taxes at the end of the development was also othspossibly favoring the
consumption of reserve compounds, contributing for the no-dormancy of the embryo.
The change of the histodifferentation phase to the accumulation of reserve compounds
looks like to occurs next to the 100 DAA.

Key words: Reserve compounds, anatomical alterations, histochemical alterations.
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3.1. — INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento das sementes envolve varias etapas, como
divisdo celular, histodiferenciacdo, acumulo de material de reserva e maturagcdo. Um
desenvolvimento que englobe todas as etapas de forma adequada é essencial para a
gualidade e sobrevivéncia das sementes (PAVITHRA et al., 2014). Neste processo estao
inseridas as modificacdes anatdmicas e bioquimicas que ocorrem em funcdo da
maturagéo das sementes.

Os aspectos anatdmicos de sementes tém sido investigados em varias espécies de
diferentes familias, a exemplo @&yraxcamporum(Styracaceae)JecomastangL.)

Kunth (Bignoniaceae)P odocarpussellowiKlotz (Podocarpaceae)@neocarpusminor

Mart. (Arecaceae), (MENDONCA et al., 2008; JULIO; OLIVEIRA, 2007; RENO et al.,
2007; GARCIA et al.,, 2006;). As caracteristicas anatbmicas ndo s6 estruturais, mas
histoquimicas e ultra estruturais podem fornecer importantes informagdes a respeito do
comportamento de determinada espécie durante seu desenvolvimento.

Algumas dessas caracteristicas tém sido associadas & maturacdo das sementes, €
algumas delas sao largamente relacionadas as sementes recalcitrantes (BARBEDO et
al,, 2013; BRYANT et al., 2001). Nessas alteracbes anatdbmicas, incluem-se mudancas
estruturais que colaboram com a desidratagcédo, como reducdo do tamanho dos vacuolos,
além de alteracdes na parede celular (VICRE et al., 208d)cfio no nimero de
organelas das células e até mesmo auséncia de vacuolos, como obsereati@es
zigoticos, de Acrocomia aculeatdJacq.JMOURA et al., 2010). Essas alteracdes sao
frequentemente observadas em sementes ortodoxas, porém em sementeantsalcitr
sdo menos frequentes. Em sementednda vera espécie recalcitrante, uma menor
propor¢cdo de polissacarideos contendo arabinose, que reforcam a parede celular e
aumento no numero e tamanho dos vacuolos foram observaddSapcere et al.

(2013), indicando alta atividade metabdlica no embrido dessas sementes.

Alteracdes no conteudo de reserva das sementes também s&o importantes, como
a concentracdo e os tipos de acglcares e aumento na deposi¢cdo de proteina, amido e
lipidios. Essas modificacdes podem e devem ser utilizadas para acompanhar o ponto de
maturidade ou desenvolvimento de uma semente. Maiomulo de compostos de
reserva e modificacdes referentes a aquisi¢cao da tolerancia a dessecac¢do, como acumulo
de LEA proteinas e oligossacarideos sdo associadas a sementes ortodoxas. Em semente:
recalcitrantes, como as de Ingad ao final da maturacdo também foi observado um

aumento no numero e no tamanho dos granulos de amido (CACCERE et al., 2013).
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Assim como o acumulo de amido e aguUcares soluveis totais observados em sementes de
seringueira (BONOME et al., 2011).

Os acucares desempenham papel essencial no metabolismo das plantas. Eles
podem funcionar como fonte de energia para a respiragao, fornecendo carbono para a
producdo de metabolitos essenciais, incluindo aminoacidos, lipidios, proteinas, hidratos
de carbono mais complexos, tais como celulose e amido (BONOKIE 2011). Ja as
proteinas sdo as principais fontes de aminoacidos das células (CACCERE et al., 2013).
As reservas das sementes pode também desempenhar papel importante na sua
sobrevivéncia durante periodos improprios a germinacao, fornecendo energia até que a
plantula se torne autotréfica (SORIANO et al., 2011). Além disso, mudas jovens
dependem da disponibilidade de reservas, tais como carboidratos, lipidios, proteinas e
outros nutrientes minerais até se estabelecerem (KITAJIMA e MYERS, 2008).

O objetivo deste trabalho foi verificar e descrever as alteragdes dos compostos
de reserva e as modificagbes anatdomicas que ocorrem durante o desenvolvimento e a

maturacdo das sementes de seringueira.
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3.2. - MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na fazenda experimental da EPAMIG, municipio de
Oratérios, MG, em um plantio comercial de seringuldiggea brasiliensjom o clone
RRIM 600, coordenadas 20°24'39.46"S e 42°49'13.91” O e altitude média de 530m. O
experimento foi desenvolvido entre agosto de 2012 e fevereiro de 2013.

As inflorescéncias foram marcadas e identificadas com marcadores tipo fita
impermeaveis durante a abertura das flores, para o acompanhamento do nimero de dias
apos a antese (DAA). Foram selecionadas flores em difeqgosg®es em um total de
30 plantas selecionadas ao acaso. Durante o periodo entre a abertura das flores e a
dispersao dos frutos foram feitas coletas a cada 15 dias, com excecao aos 105 dias, onde
as condic¢des climaticas impossibilitaram a coleta, realizando-se 0s seguintes testes e
determinacdes: teor de amido, agucares redutores e solUveis totais, proteinas e anatomia
(histoquimica e estrutural).

Os extratos brutos para as determinacdes de amido, agucares sollveis totais
(AST) e agucares redutores (AR), foram obtidos através da pesagem de cerca de 1,0 g
de material vegetal moidos em nitrogénio liquido e o extrato obtido a partir de 10 mL de
etanol 80% aquecido (60-70 °C), ap6s centrifugados a 2.000 xg por 10 minutos, etapa
repetida trés vezes. O sobrenadante foi retirado para a quantificacdo de AST e AR. O
“pellet” foi seco para posterior quantificacdo de amido pelo método proposto p
McCready et al. (1950).

A determinagédo de amido foi feita corpooposto McCready et al. (1953,5
mL de agua deionizada e 3,25mL de &cido percldrico 52% foram adicionados ao pellet
permanecendo em descanso por 30 min. A mistura foi centrifugada durante 15 min a
2000 xg, sendo o sobrenadante recolhido para quantificacdo de amido. Uma aliquota de
250 pL do extrato, 250uL de fenol 5%, e 1,25 mL de &cido sulfurico,8@y)
concentrado foram colocadas em tubo de ensaio, os quais foram levados para banho-
maria a 3C°C, por 20 min. A leitura da absorvancia foi realizada em esgetimetro
a 490 nm.

Para a determinacdo de AR, foi utilizado o método de Somogy-Nelson (1944),
utilizando o extrato bruto reservado. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro a 540 nm. A determinacdo (AST) foi realizada pelo método Fenol-
sulfarico proposto por Dubois et al. (1956). Colocou-se em um tubo de ensaio uma
aliquota de 250 pL do extrato reservado com 250 uL de fenol 5% e adicionou-se a
mistura 1,25 mL de acido sulfurico {60;) concentrado e entdo os tubos foram
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colocados em banho-maria a 80 por 20 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro a 490 nm.

As concentracdes de sacarose foram determinadas pela diferenca entre os teores
de acuUcares sollveis totais (AST) e acUcares redutores (AR), multiplicada pelo fator
0,95 conforme Martim (2003).

Para a determinacdo de proteinas sollveis totlizou-se 0,3 g de material
vegetal, maceradas e adicionados a 2mL de meio de homogeneizacao, tampéo fosfato de
potassio 0,1M, pH6,8, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO
et al., 1999), seguido de centrifugagédo a 12.000 xg por 15 min, aMd&@erminacao
de proteinas totais foi realizada pelo método proposto por Bradford (1976), com 100 pL
de extrato juntamente com 1mL de reagente de Bradford. Apds 20 min, foi realizada a
leitura da absorvancia em espectrofotometro a 595 nm.

Para as andlises anatdmicasjostras de endosperma e embrido foram fixados
em FAAg, (formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%, na proporcdo de 5:5:90,
V:viv), por 48 horas e estocadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). As amostras
foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin —
Leica), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras foram seccionadas,
embrido e endosperma, transversal e longitudinalmente, em micr6tomo rotativo de
avancgo automatico (modelo RM 2155, Leica) com 5 um de espessura, corado com azul
de toluidina (O'BRIEN et al, 1964). ApOs este procedimento as laminas foram
montadas com resina sintética (Permount®). Foram utilizados os testes histoquimicos
para a identificacdin situ dos compostos de reserva no material incluido em resina:
reagente de Lugol (JOHANSEN, 1940) para amido e xilydine Ponceau (VIDAL, 1970)
para proteina. Para a deteccdo de lipidios, o material fixado foi seccionado em
criomicrotomo com 40um de espessura e submetido ao teste Sudan Black B. As
imagens estruturais e histoquimicas foram realizadas em microscopio de luz (modelo
AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan), acoplado a camera fotografica digital
(modelo Zeiss Axio CamHRc, Gottinger, Germany) e microcomputador com o
programa de captura de imagens Axion Vision.

As andlises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia do Departamento de Fitopatologia da UFLA. Cinco
sementes foram coletadas a cada periodo e fixadas em Karnovisk modificado, pH 7,2
por 24h. Em seguida, foram transferidas para um liquido crio-protetor (glicerol 30%)

por 30 min e cortadas transversalmente em nitrogénio liquido. As secc¢des obtidas foram
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transferidas para uma solucdo de tetroxido de 6ésmio 1% em &agua por 1 h e apos
desidratadas em uma série de acetona (30, 50, 70 e 100% por trés vezes). Em seguida as
seccoes foram levadas para o aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram
montados em suportes de alumimiubs,com a ajuda de uma fita de carbono colocada
sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e observados em microscopio
eletronico de varredura LEO EVO 90 XVP.
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3.3. — RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentra¢cdes dos agucares redutores (AR), no inicio do desenvolvimento
das sementes apresentaram acréscimos até aos 75 DAA. Apds, a concentragdo deste
acucar decresceu rapidamente até aos 120 DAA, provavelmente indicando o final do
periodo de intensa ocorréncia de histodiferenciacdo. A partir dos 135 DAA a
concentracdo desse acucar foi estavel, atingindo valor minimo em torno de 22,9 + 2,7
mg.g- MF. Em geral, altos niveis de monossacarideos e baixos niveis de
oligossacarideos sdo encontrados durante os estadioss iniciais de desenvolvimento.
Contudo, ocorre reducdo no contetdo de monossacarideos nas fases finais (PAVITHRA
et al., 2014), caracterizando alteracdes no metabolismo preparatoério para um periodo de
criptobiose, principalmente em sementes ortodoxas.

Em estudos relacionados a alteracdes bioquimicas durante o desenvolvimento e
maturacdo, também foi observado reducéo nos teores de AR em semériagaimia
pinnata L Pierre (PAVITHRA et al.,, 2014) e emesculus chinensigYU; CHEN,

2012). Com relacéo as sementes de seringueira, comportamento semelhante também foi
observado até o final da maturagdo por Bonome et al. (2011). Entretanto, no presente
estudo houve reducdo, porém, esta foi menos intensa a partir dos 150 DAA. A ligeira
reducdo no teor de AR neste periodo poderia ser atribuida a caracteristica recalcitrante
desta espécie, uma vez que, o metabolismo se mantém alto durante o final do processo
de maturacédo. Caccere et al. (2013) observaram em sementegadeera outra

espécie recalcitrante, além de reducdo nas taxas de AR, altas taxas metabdlicas durante
toda a fase de maturacdo e ao final do desenvolvimento e auséncia da fase de reducao
no metabolismo.

Os acgucares, além de fornecerem carbono para o crescimento celular, podem
atuar como moléculas de sinalizacdo, além de desempenharem papel de reguladores da
expressao de diferentes gen®&/ELAND; JACKSON, 2011; SMEEKENS et al.,

2010). Durante o desenvolvimento de embrides de leguminosas as concentracdes de
glicose (um acgucar redutor), se relacionava com o aumento da mitose (BORISJUK et
al., 2003), sugerindo uma ligacéo entre hexoses e o ciclo celular. A relacdo entre os
acucares e o controle da divisdo celular estd na modulacdo da expressdo génica da
cyclin D (proteina envolvida na regulacdo do ciclo celular) (GAUDIN et al., 2000).
Sendo assim, as maiores concentragcoes de AR observadas no inicio do desenvolvimento
das sementes de seringueira podem estar relacionadas a histodiferenciacdo e a divisdo

celular.
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Em relacdo a sacarose (SAC) e aos agucares soluveis totais (AST) houve
aumento progressivo a partir dos 75 DAA. O aumento mais expressivo nas
concentracbes de SAC e AST ocorreram a partir dos 120 DAA, com valores maximos
de 62,6 + 6,0 mg. § MF de SAC e de 91,8 + 7,5 mg."gMF de AST aos 175 DAA.

Em relagé@o ao fruto, houve aumento nos teores de AST, AR e A0 HAA, apos

este periodo verificou-se reducdo gradativa para todos os agucares avaliados (Figura 1).
Resultados semelhantes foram verificados em sementes de seringueira (BONOME et
al., 2011), de Inga (CACCERE et al., 2013), ePadmgamia(PAVITHRA et al., 2014).

O aumento mais expressivo na concentracdo de SAC e AST a partir dos 120 DAA,
possivelmente foi devido a maior demanda de energia pela semente, para o acumulo de
compostos de reserva, uma vez que a SAC é largamente associada a maturacdo. Como a
forma mais comum de transporte de aguUcares nas plantas é via SAC o aumento
verificado no teor deste acUcar é justificado.

Outra possibilidade seria a variagdo nos teores de acUcares do fruto, que
reduziram ao final da maturagcdo, possivelmente por serem drenados para as sementes,
via transporte de sacarose. O transporte destes acucares inicialmente se faz através do
floema para o tegumento que € um tecido materno, porém caenteeislo ndo esta
vascularmente conectado com o embrido e/ou endosperma, o transporte se faz através
de uma via apoplastica (BONOME et al., 2011).
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Figura 1: Teor de agucares sollveis totais (AST), acUcares redutores (AR) e sacarose (SAC) em sementes
(A) e frutos (B) de seringueira durante o desenvolvimekgdarras representam o desvio padrao de trés
repeticoes.

O teor de amido nas sementes manteve-se sem grandes alteracdes até 120 DAA

(14,5+1,6 mg. § MF). Entretanto, a partir desta época, foi observado aomeat
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concentragdo até o final da maturacao, aos 175 DAA, com valores de até 31,4+ 1,6 mg.
g* MF. Para o fruto, ndo foram observadas grandes alteracdes ao longo de todo periodo
avaliado, mantendo-se em torno de 4,83 + 1,2 fhiylfg(Figura 2). As micrografias de

luz referentes a proteinas e amido sustentam os resultados encontrados nos testes
bioquimicos (Figuras 2 e 3), onde houve aumento destes compostos de reserva ao final
da maturagédo das sementes, sendo evidente o ausosntds dias.

O acumulo de amido no final da maturacdo das sementes pode ser confirmado
pelas imagens de microscopia de luz, onde fica evidente 0 aumento no nimero € no
tamanho dos corpos de amido a partir dos 165 DAA. Esse aumento também pode ser
associado a uma possivel preparacdo para a germinagdo, uma vez gue a semente
necessita de disponibilizacdo rapida de energia e a quebra de lipidios € mais lenta e
demanda maior gasto energético, bem como aumento no tardashcélulas que
compdem o cotilédone e principalmente o endosperma (Figuras 4 e 5 A-C). Ou ainda
uma adaptagdo, para acomodar o incremento de material de reserva ao final do
desenvolvimento. Uma vez que o0 aumento em tamanho dos qompie$cos e O
granulos de amido foi evidente (Figuras 4D -F e 5D-F), nas trés estruturas avaliadas
(endosperma, cotilédones e eixo embrionario). Porém, os maiores incrementos em
relacdo aos periodos avaliados ocorreram nos cotilédones (Figura 5).

Resultados semelhantes foram observados por Pavithra et al. (2014) e Sangwan
et al. (2010) em sementes Bengamia pinnatdl.), e por Caccere et al. (2013) em
sementes de Inga. Neste ultimo trabalho, os autores observaram aumento em tamanho e
namero de grdos de amido no eixo embrionario e também nos cotilédones, como
verificado no presente estudo. Apesar de o amido ndo sen@pplireserva das
sementes de seringueira, 0 acumulo de material de reserva indica a maturacdo das
sementes. A sacarose produzida pode ser temporariamente armazenada na forma de
amido e, posteriormente, ser utilizada como fonte de carbono para a sintese de outros
compostos de reserva como proteinas e lipidios (ANDRIOTIS et al., 2010), ou ainda

como fonte de energia para o metabolismo celular.
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Figura 2. Teor de amido nas sementes e nos frutos de seringueira durante o desenvolvimento. As barras
representam o desvio padrdo de trés repeticdes.

Com relagdo as proteinas totais, no fruto de seringueira houve ligeira variacdo ao
longo do desenvolvimento. J& nas sementes, foram observados incrementos expressivos
a partir dos 120 DAA, variando de aproximadamente 6,31 MgV nesta época a
21,59 mg g* MF aos 175 DAA (Figura 3). Neste periodo, foi notada a maior
concentracdo de proteinas, e ainda um possivel consumo, pois nota-se alguma
coalescéncia dos corpos protéicos no endosperma e cotilédones (Figuras 4 D-F e 5 D-
F). O acumulo de compostos de reserva durante o desenvolvimento de algumas
sementes ocorre principalmente nos cotilédones (BOREK, €2043; BOREK et al.,

2011), e este comportamento também pode ser observado para a sementes de
seringueira principalmente com relagdo as proteinas. Segundo Pavithra et al. (2014), as

proteinas podem se associar a corpos lipidicos prevenindo sua coalescéncia pela agédo de
enzimas hidroliticas.

Além deste possivel papel de prote¢édo, o acimulo de proteinas nas sementes se
associa a maturacao, por este composto estar associado a sintese de material genético ¢
a reagfes enzimaticas essenciais ao metabolismo celular. Estes dados coincidem com os
reportados por Wang et al. (2001), em sement&lemeuropaea Kesari e Rangan et
al. (2011) em sementes Bengamia pinnateonde houve aumento na concentracao de

proteinas nos ultimos periodos de desenvolvimento das sementes.
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Figura 3. Teor de proteina nas sementes e nos frutos de seringueira durante o desenvolvimento. As barras
representam o desvio padrao de trés repeti¢des.

Nas andlises anatdmicas realizadas nas sementes de seringueira durante seu
desenvolvimento, foi observadeduzido nimero de vacuolos, porém ocupando grande
parte do espaco intracelular aos 165 e 175 DAA, principalmente no endosperma e nos
cotilédones (Figuras 4B-C e 5B-C), em relacdo aos 150 DAA (Figuras 4A e 5A). Além
disso, ainda pode-se observar divisdo celular, principalmente no eixo embrionario.
Ainda, foi possivel observar aumento no tamanho das células (Figuras 4A-C e 5A-C),
mais evidente no endosperma que nos cotilédones. Maior acimulo de amido foi
observado nos dois dltimos periodos de avaliacdo, porém com maior deposi¢cdo no
endosperma (Figuras 4G-I).

Com relagdo aos lipidios foi observada deposic¢ao principalmente no endosperma
e no eixo embrionario para as sementes colhidas aos 150 e 165 DAA (Figuras 4J-L e 6J-
L). Ja aos 175DAA observou-se aumento no contetdo de lipidios nos cotilédones
(Figuras 4J-L, 5J-L e 6J-L). A maior organizagdo das células e a deposicao de
compostos de reserva podem ser confirmadas pelas imagens de microscopia eletronica
de varredura realizada ao longo de todo periodo experimental no endosperma das
sementes (Figura 7). Os lipidios séonsiderados a principal reserva das sementes
oleaginosas como a seringueira. Incremento no teor de lipidios também foi relatado por
Rubio et al. (2013) em sementes de pinhdo maiswgpha curcak.) e por Moreira

2009 em sementes de seringueira.
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A importancia dos lipidios se d4 pela sua participacdo na composicdo das
membranas celulares, tendo relacdo direta com a qualidade das sementes, e por ser fonte
de reserva energética durante a germinacdo. As sementes de seringueira sdo ricas em
lipidios, porém sua utilizacdo sO6 ocorre apds 0 esgotamento das reservas que
disponibilizam energia (agucares), de forma mais imediata, como o amido. A utilizacdo
dos lipidios necessita de maior demanda de energia, uma vez que varias etapas
metabdlicas estdo envolvidas. Sua disponibilizagdo ocorre através do ciclo do glioxilato,
onde os lipidios insollveis das sementes sdo convertidos a acUcares sollveis (sacarose),
gue sdo deslocados aos pontos onde ha demanda de energia e clivada pelas enzimas
sacaroliticas e disponibilizadas.

Associados ao acumulo de compostos de reselyansaestudos tém relatado
uma série de adaptacdes anatdémicas no final da maturacdo das sementes ortodoxas,
principalmente nas membranas celulares e nas organelas (MOURA et al., 2010).
AlteragBes que provocam mudancas no metabolismo também ocorrem em sementes
recalcitrantes, visando aumentar eficiéncia metabdlica (CACCERE et al., 2013;
BARBEDO et al., 2013).

Além das alteracdes nos compostos de reserva nas sementes de seringueira,
como mencionado anteriormente, houve aumento no tamanheadaslos aos 165 e
175 DAA, que passaram a ocupar grande parte do volume celular, o que pode ser
considerada uma adaptacao de sementes recalcitrantes para manutencdo de altas taxa:
metabdlicas ao final da maturacdo. Foi observada também divisdo celular, no eixo
embrionério, indicando que h& uma preparacdo para que a germinagdo ocorra
imediatamente apds a dispersdo. Caccere et al. (2013) também observaram moimento
ndamero o no tamanho dos vacuolos, nos cotilédones e no eixo embranmdgmentes
de Inga.

Desta forma, € possivel concluir que ha grande acumulo de compostos de
reserva nas sementes de seringueira ao final da maturacdo. As alteracdes nestes
compostos, como a coalescéncia das proteinas e as alteracdes anatdmicas observadas
podem ser associadas a caracteristica recalcitrante desta espécie, ou seja, essas semente

podem germinar prontamente apés a dispersao.
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Figura 4. Sementes deevea brasiliensisolhidas em diferentes épocas (DAA). Fotomicrografias de
sec¢Oes transversais do endosperma coradas para visualizagéo estrutural (A-C), proteinas (D-F), amido (G-
) e lipidios (J-L). DAA, Dias Apds Antese. Barragnh As setas indicam divis@o celular e as cabegas de

seta deposicéo de composto de reserwalolo.
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Figura 5. Sementes deevea brasiliensisolhidas em diferentes épocas (DAA). Fotomicrografias de
secdes transversais do cotilédone coradas para visualizacéo estrutural (A-C), proteinas (D-F), amido (G-I)
e lipidios (J-L). DAA, Dias Apds Antese. Barrasind As setas indicam divisdo celular e as cabegas de
seta deposicéo de composto de reserwalolo.
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Figura 6. Sementes deevea brasiliensisolhidas em diferentes épocas (DAA). Fotomicrografias de
sec¢bes transversais do eixo embrionario coradas para visualizacdo estrutural @e@)apr(G-F),

amido (G-) e lipidios (J-L). DAA, Dias Ap0s Antese. Barraanb As setas indicam divisdo celular e as

cabecas de seta deposicdo de composto de reserva.
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Figura 7. Desenvolvimento da semente ldevea brasiliensisEletromicrografias de varredura do
endospermaA, 15 DAA. B, 60 DAA. C, 90 DAA. D, 120 DAA. E, 135 DAA. F, 150 DAA. G, 165
DAA. H, 175 DAA. As setas indicam divisdo celular e as cabecas aealspbsicdo de composto de
reserva.
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3.4. — CONCLUSOES

O maior acumulo de compostos reserva nas sementes de eeangcorre
préximo a dispersao, tanto no endosperma guanto nos cotilédones e eixo embrionario.

Foram observadas adaptacées anatdmicas que contribuem para manutencéo de
altas taxas metabolicas ao final do desenvolvimento das sementes, o que favorece o
consumo dos compostos de reserva, fazendo com que o embrido ndo apresente
dorméncia.

A mudanca de fase de histodiferenciacdo para a de acumulo de compostos de
reserva parece ocorer proximo aos 100 DAA.

O acumulo de amido no endosperma ocorre principalmente a partr dos 135 DAA
e 0 acumulo de proteinas a partir dos 120 DAA.
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CAPITULO 4

ALTERACOES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS EM SEMENTES DE
SERINGUEIRA DURANTE O ARMAZENAMENTO
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RESUMO

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vicosa, JulyAltsrdcoes
bioguimicas e fisiologicas em sementes de seringueira durante o armazenamento
Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

O objetivo do estudo foi avaliar as alterac¢des fisiologicas e bioquimicas em sementes de
seringueira durante o armazenamento sob diferentes condicbes de temperatura. O
experimento foi conduzido nos laboratérios de Andlise de Sementes, Laboratorio de
Sementes Florestais e Laboratorio de Pos Colheita da Universidade Federal de Vigosa.
As sementes foram obtidas na empresa Cautex Florestal- SP, no més de marco de 2013
e separadas em trés partes para tratamento contra microrganismos com os fungicidas
Tecto 600 (35/100Kg sementes) e Captan 50 (75g/100kg sementes); com Alecrim
moido (20g/Kg), e sementes sem tratamento (controle). Amostras de 600g de cada
tratamento foram acondicionadas em sacos de papel Kraft que foram colocados dentro
de sacos de polietileno, lacrados e perfurados. Apds armazenadas em temperaturas de
10 °C, 20 °C e 25 °C e a cada 15 dias, foram retiradas amostaaavpdiacoes
fisiologicas e bioquimicas. A porcentagem de germinacdo das sementes decresceu ao
longo do armazenamento. Para as sementes armazenadas, add® fGuve diferenca
significativa (P<0,05%) entre a emergéncia quando tratadm alecrim e o controle

(37% e 35% respectivamente), aos 75 dias. Para as sementes armazenadas a 20 °C foi
possivel observar rapida perda de viabilidade, independente dos tratamentos, com
germinacdo somente até aos 60 dias. Nas sementes armazenadas a 25 °C foi observada
germinacao aos 75 dias somente para o controle (20%). O IVE (indice de velocidade de
emergéncia) apresentou comportamento semelhante ao da germinagéao e a condutividade
elétrica (CE), inverso, ou seja, tratamentos que apresentaram maiores valores de
germinacdo apresentaram, consequentemente, menores valores de CE. Em relacéo a
variagdo da umidade, foi observada redugdo somente nas sementes armazenadas a 20
°C, independentes dos tratamentos. A peroxidagdo de lipidios aumentou ao longo do
armazenamento, e este aumeto foi menos intenso nas sementes armazenadas a 10 °C.
Portanto, conclui-se que, neste caso, as sementes de seringueira foram melhor
preservadas quando armazenadas a 10 °C, sem tratamento para controle de

microrganismos ou quando tratadas com alecrim.

Palavras chave: Germinacgéo, temperatura e viabilidade
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ABSTRACT

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, July 2014.
Biochemical and physiological alterations in rubber tree seeds during the storage
Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

The objective of this study was to evaluate the biochemical and physiological
alterations in rubber tree seeds during the storage under different conditions of
temperature. The experiment was conducted at Analyze Seeds Laboratory, Forest Seeds
Laboratory and Anatomic Analyzes Laboratory, at Universidade Federal de Vigosa. The
seeds was obtained from the CautexFlorestal- SP company, in March 2013 and
separated in three lots for treatment against microorganisms with fungicide Tecto 600
(35/100Kg seeds) and Captan 50 (75g/100kg seeds); with ground rosemary (20g/Kg),
and seeds without treatment (control). Samples of 600g were conditioned in kraft paper
that were placed inside polyethylene bags, sealed and perforated. After stored under
temperatures of 10°C, 20°C and 25°C were removed samples for biochemical and
physiological evaluations by each 15 days. The percentage of seeds germination
decreases during the storage. For seeds stored at 10°C, there was no significant
difference (P<0,05%) between the emergence when treated with ground rosemary and
the control (37% and 35% respectively), at 75 days. For seeds stored at 20°C was
possible to observe fast loose of viability, independent of the treatments, with
germination only until the 60 days. In the seeds stored af 2&8s observed
germination at 75 days only for control (20%). The ESI (emergence speed index)
presented behavior similar to the emergence and inverse of the electric conductivity
(EC), what means that the treatments which presented higher values of remerge
presented consequently, less values of CE. In relation to the moisture variation, was
observed reduction only in seeds stored at 20°C, independently of the treatments. The
lipid peroxidation increases during the storage, and this increase was less intense in
seeds stored at 10 °C. Therefore it is concluded in this case, that the rubber tree seeds
were better conserved when stored at 10°C without treatment to control microorganism,

and when treated with rosemary.

Key words: temperature, viability, emergence, lipid peroxidation.
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4.1. — INTRODUCAO

Com base na toleréncia a dessecacdo e na capacidade de sobreviver a baixas
temperaturas, as sementes sao classificadas como ortodoxas ou recalcitrantes
(ROBERTS 1973). As sementes ortodoxas desenvolveram mecanismos evolutivos que
lhes permitem reduzir o metabolismo, e assim tolerar baixas temperaturas de
armazenamento e a dessecacdo a baixos teores de agua. Enquanto as sementes
recalcitrantes, ndo apresentam essas caracteristicas, sendo armazenadas, em geral, com
alto teor de a4gua e ndo suportando baixas temperaturas (préximas de zero). Uma
hipotese discutida para que sementes recalcitrantes ndo resistam a condicfes ideais de
armazenamento, seria que essas sementes seriam na verdade sementes ortodoxas que
nao terminaram seu desenvolvimento (BARBEDO et al., 2013). Pesquisas relacionadas
a conservacdo de sementes recalcitrantes vém sendo desenvolvidas desde sua
classificagdo, porém, pouco avango tem sido obtido em relagdo a prorrogacdo do
periodo de viabilidade dessas sementes (BARBEDO et al., 2013).

Normalmente, as sementes perdem sua viabilidade ou capacidade germinativa ao
longo do tempo devido a diversas reagBes metabdlicas que ocorrem durante o
armazenamento. Essas reacbes podem ser retardadas, diminuindo-se a temperatura do
ambiente de armazenamento e o teor de agua das sementes (BEWLEY et al., 2013,
REIS et al., 2012), procedimento este importante também para controlar a proliferacédo
de fungos (PARISI et al, 2013; OLIVEIRA et al, 2011). No entanto, sementes
recalcitrantes sdo armazenadas com alto contetdo de 4gua e sob temperaturas elevadas
(acima de 25 °C) (PASQUINI et al., 2012; SERSHEN et al., 2012a; BARBEDO, 1998).
Essas condicdes geralmente permitem que as sementes mantenham elevado
metabolismo celular (SERSHEN et al., 2012b), afetando sua viabilidade.

A peroxidacdo de lipidios decorrente da presenca de radicais livres € uma das
causas da deterioracdo das sementes, cujos produtos resultantes desse processo levam a
desnaturacdo do DNA, afeta a transcricdo de RNAs, traducdo de proteinas e causam a
desestruturacdo das membranas celulares e a oxidacdo dos aminoacidos (P&POVI
al., 2006). Por consequéncia, ha queda na germinagdo e vigor, além de afetar o
desenvolvimento de plantulas oriundas dessas sementes.

A reducéo na atividade de enzimas do estresse oxidativo pode estar ligada ao
aumento na peroxidacao de lipidios, afetando a capacidade antioxidante e o vigor das

sementes (BAILLY et al., 2002). A agdo de enzimas como a catalase, a peroxidase e a
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superoxido dismutase foi relacionada com a perda de viabilidade em sementes
(LOYCRAJJOU et al.,2008;GOEL et al., 2003), durante o0 armazenamento.

Atualmente, a criopreservacdo de eixos embrionarios (HAMILTON et al.,
2013;SERSHEN et al., 2012b; WALTERS et al., 2010) vém sendo utilizados como
alternativa de conservacdo de material genético de sementes recalcitrantes. Contudo, é
caro e sensivel, ndo sendo considerado um método de conservacdo de sementes
propriamente dito.

Para sementes de seringueira resultados contraditérios sdo encontrados quanto a
condicdo mais adequada para 0 armazenamento. A utilizagdo de baixas temperaturas
(5°C) foi recomendada por Paula et al. (1997) contrariando a recomendacdo de
armazenamento em temperaturas de 25 °C (BONOME et al., 2009) e 27 °C (CICERO,
1986).

Esforcos na obtengcdo de maiores informagdes sobre o comportamento das
sementes de seringueira sob diferentes condicbes de armazenamento sdo importantes
para a conservagdo e manutencdo da sua viabilidade. Ademais, pode fornecer subsidios
gue contribuam para ampliar o periodo de disponibilidade dessas sementes com alta
germinagcao e vigor, de modo que mudas possam ser continuamente produzidas em
qualidade satisfatéria (GUEDES et al., 2012).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes fisiologicas e

bioquimicas em sementes de seringueira sob diferentes condi¢cdes de armazenamento.
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4.2. — MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Anatomia Vegetal e Laboratdrio de
Pés-colheita da Universidade Federal de Vigosa. As sementes foram obtidas na empresa
Cautex Florestal-SP, no més de marco de 2013. As sementes foram submetidas aos
seguintes tratamentos:

1. Quimico: com os Fungicidas Tecto 600 (35/100Kg sementes) e Captan 50
(709/100kg sementes), metade da dosagem utilizada por Bonome et al. (2009).

2. Alecrim moido (20g/Kg sementes), segundo recomendacBes de Ribeiro
(2013).

3. Controle: sementes sem tratamento

Para cada tratamento, foram utilizadas, amostras de 600g de sementes que foram
acondicionadas em sacos de papel Kraft colocados dentro de sacos de polietileno,
lacrados e perfurados para permitir o fluxo de oxigénio dentro da embalagem, como
recomendado por Pereira (1980).

Em seguida, as sementes de cada tratamento foram armazenadas nas seguintes
condicBes de ambiente: camara fria a 10 °C, com 60 % de umidade relativa; laboratorio
a 20 °C (x2), com umidade relativa em torno de 35 % e condi¢cdes de ambiente 25 °C +
3, sem controle de umidade relativa.

A cada 15 dias durante 75 dias, periodo no qual foi observada viabilidade das
sementes, foram retiradas amostras para a realizacdo das seguintes avaliagbes:

Determinacéo o teor de agua das sementes: por meio do método de estufa a 105
°C =+ 3 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009). Os resultados forapresgos em
porcentagem.

Os testes de emergéncia de plantulas foram realizados em casa de vegetacéo
com quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas a 1,0 cm de profundidade em bandejas
contendo areia e umedecida quando necessario.

Os Indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi obtido realizando-se a
contagem diaria das plantulas emergidas, até a estabilizagdo, sendo esses dados
aplicados em formula proposta por Maguire (1962) para obter-se o IVE.

A condutividade elétrica foi obtida com 4 repeticdes de 10 sementes para cada
tratamento. As sementes de cada repeticao foram pesadas com precisao de 0,01 g e, a
seguir, colocadas em copos de plastico contendo 200 ml de &gua deionizada,

permanecendo por um periodo de 24 h a temperatura constante de 25°C. A
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determinacéo da condutividade elétrica foi realizada com um condutivimetro de massa e
os resultados expressos em pS/cm/g. As sementes tratadas com produto quimico foram
lavadas em agua corrente e secas imediatamente antes da realizacdo do teste de
condutividade elétrica.

Para a determinacdo da atividade das enzimas do estresse oxidativo (superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase total (POX) e ascorbato peroxidase
(APX), os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela maceracdo de 0,1 g de
embrido liofilizado em gelo, seguido da adicdo de 2,0 mL do seguinte meio de
homogeneizacdo: tampdo fosfato de potédssio 0,1 M e pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Em seguida, o
extrato foi centrifugado a 15.0@Qoor 15 min a 4°C.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela adicdo de 50
uL do extrato enzimatico bruto a 2,95 mL do meio de reacdo constituido de tampéo
fosfato de sédio 100 mM, pH 7,8, metionina 50 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 1
mM, EDTA 5 mM e riboflavina 10 mM (DEL LONGO et al.,, 1993). A reacédo foi
conduzida a 25°C em camara de reagao sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de
15W mantida no interior de uma caixa internamente revestida com papel aluminio.
ApoOs cinco minutos de exposi¢do a luz, a iluminacéo foi interrompida e a formazana
azul produzida pela fotorredugéo do NBT foi determinada pela absor¢éo a 560 nm em
espectrofotometro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) (Gagolitis
e Ries, 1977). As leituras foram realizadas em triplicata. Considerou-se como branco o
valor de absorbancia a 560 nm de um meio de reagéo exatamente igual ao anterior, mas
mantido no escuro pelo mesmo tempo, sendo subtraido da leitura da amostra que
recebeu iluminagdo. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima
necessaria para inibir a fotorreducdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH,
1971). A atividade da SOD foi expressa em U ing" proteina, quantificada pelo
método de Bradford 1956.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela adicao de 3® extrato
enzimatico bruto a 2,97 mL do meio de reacdo constituido de tampéo de fosfato de
potassio 100 mM e pH 7,0 e peréxido de hidrogénio 75 mM (HAVIR; MCHALE,
1987). O decréscimo na absorbancia a 240 nm foi medido em espectrofotdmetro UV-
Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S, USA) durante os dois primeiros minutos da

reacdo, que foi realizada a temperatura constante de 25 °C, sendo a atividade da CAT
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determinada com base na inclinagcdo da reta. A atividade enzimética foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M ¢Anderson et al., 1995) e o
resultado expresso emmol min* mg* proteina.

A atividade da peroxidase total (POX) foi determinada pela adicao de @0
extrato enzimatico bruto a 2,97 mL do meio de reacédo constituido de tampéao fosfato de
potassio 100 mM e pH 6,8, pirogalol 20 mM e peréxido de hidrogénio 100 mM (KAR;
MISHRA, 1976). O incremento na absorvancia durante os dois primeiros minutos da
reacdo a 420 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Scientific Evolution 60S,
USA) e temperatura constante de 25 °C determinou a producgao de purpurogalina. A
atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM™ cmi* (CHANCE; MAEHLY, 1955) e expressa emmol mir* mg* de proteina.

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada pela adi¢éo de
100 pL do extrato enzimatico bruto a 2,9mL de meio de reacdo constituido de &acido
ascorbico 0,8 mM e ¥, 1,0 mM em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Foi
observado o decréscimo na absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiro minuto de
reacdo (NAKANO e ASADA, 1981; KOSHIBA, 1993). A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8cmM (NAKANO e
ASADA, 1981) e expressa em pmol ming*de proteina.

Avaliacdo da peroxidacdo de lipidiodmostras de 0,3g de sementes moidas
foram homogeneizadas com 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e
centrifugadas a 13.000 xg por 15 min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionado a 1,5mL de acido tiobarbiturio (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20%. A mistura
foi incubada em agua fervente por 20 min, e a reacao foi interrompida em banho de gelo
por 2 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000 xg durante 4 min. A
leitura foi realizada a 532 nm e 600 nm. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de
155 mM'cm® para quantificar a concentracdo do complexo entre o aldeido
mal6nico/TBA (MDA/TBA), sendo os resultados expressos em nmol MBAdg
matéria seca (HEATH; PACKER, 1968).

A identificagdo dos fungos presentes nas sementes foi realizada pelo método do
Blotter test, onde 4 repeticdes de 5 sementes desinfestadas (1 min em alcool 70%, 3 min
em hipoclorito de sédio 1% e 3 min em agua autoclavada, nesta ordem sob agitacdo
constante) e 4 repeticdes de 5 sementes ndo desinfestadas, foram colocadas em gerbox
com trés folhas de papel germitex e umedecidas com agua autoclavada e mantidas em
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BOD a 25°C por 7 dias (BRASIL, 2009b). ApGs a observacédo da incidéncia de fungos,
foi feito o isolamento em placa de Petri e identificagdo dos géneros.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticGes, em
esquema fatorial (3x3x5), sendo 3 ambientes de armazenamento (10, 20 e 25 °C), 3
tratamentos de sementes (controle, quimico, alecrim), 5 épocas de avaliacdo. As
analises dos dados foram realizadas pelo sistema de Analise de Variancia, SISVAR,
(FERREIRA, 2008). As médias obtidas para os tratamentos de sementes ¢esndaien
armazenamento foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). Os dados referentes as

épocas de armazenamento foram submetidos a analise de regressao.
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4.3. —- RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interagao tripla para os fatores estudados. Dessa forma, as temperaturas
de armazenamentos (10 °C, 20 °C e 25 °C) foram comparadas dentro de cada tratamento
(controle, fungicidas quimicos ou alecrim) e periodo de armazenamento (15, 30, 45, 60
e 75 dias). Para os dados de germinacao, realizou-se também o desdobramento dentro
de cada temperatura de armazenamento e periodo de armazenamento.

No inicio do armazenamento, o teor de agua das sementes de seringueira
utilizadas neste estudo era de 31%, entretanto, foi possivel observar variagbes ao longo
do armazenamento. Estas variacdes foram semelhantes para as sementes armazenadas
nas temperaturas de 10°C e 25°C, que ndo apresentaram grandes oscilacdes em relacdo a
umidade inicial. Entretanto, para as sementes armazenadas a 20°C foi observada
reducédo no teor de umidade ao longo de todo armazenamento (Figura 1).
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Figura 1. Variacdo no grau de umidade nas sementes de sedngm funcdo do tratamento para de
patégenos e da temperatura.
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Diversos estudos associam a queda no teor de umidade dasteseme
recalcitrantes com a reducgéo da sua viabilidade (BARBEDO et al., 2013; PASQUINI et
al.,, 2012; SERSHEN et al., 2012a), no caso da seringueira, a viabilidade ndo € mantida
com teores de agua inferiores a 30 % (CICERO, 1986) ou 15 a ZUHW (et al.,

1981), o que pode explicar a perda da capacidade germinativa apresentada pelas
sementes armazenadas a 20°C. Uma vez que, esta temperatura era mantida por um
sistema de ar condicionado que retira umidade do ambiente. A umidade mantida nesta
condicéo foi de cerca de 35%, bem inferior a mantida na camara fria, 10°C (60%) e
provavelmente contribui para a queda na umidade das sementes. Chin et al.,, 1981
reforcam ainda que mesmo quando armazenadas sob condi¢Bes favoraveis, o tempo de
vida dessas sementes € relativamente curto e apenas, ocasionalmente, excede poucos
meses (BEWLEY; BLACK, 1994 e CHIN, 1978).

O potencial fisiolégico das sementes durante o0 armazenamento € afetado por
diversos fatores, como a qualidade inicial das sementes, variagdes no ambiente de
armazenamento como temperatura, umidade relativa do ar, oxigénio e as caracteristicas
inerentes a espécie estudada (ABREU et al., 2012). Os resultados obtidos nos testes de
emergéncia, condutividade elétrica, peso fresco e seco de plantulas, determinacdes de
atividade enzimética, peroxidacdo de lipidios, revelaram queda na viabilidade das
sementes ao longo armazenamento.

No armazenamento a 10°C, ndo houve diferenca significativa (P<0,05%), entre a
germinacdo das sementes tratadas com alecrim e do controle, na maior parte do periodo
avaliado, e ambos os tratamentos apresentaram germinacdo superior a obtida com o
tratamento quimico, 37%, 35% e 3 %, respectivamente aos 75 dias apdés ao
armazenamento (DAR). Foi possivel observar também, nas sementes tratadas com
fungicidas quimicos, menor porcentagem de germinacdo independente das temperaturas
de armazenamento, indicando possivel fitotoxicidade destes fungicidas as sementes de
seringueira ao longo do armazenamento (Figura 2). A 20°C, a germinacéo das sementes
sem tratamento (controle) e das tratadas com alecrim foi superior as tratadas com
fungicidas quimicos. Além disso, pode ser observado que quando armazenadas nesta
temperatura, perderam rapidamente sua viabilidade, independente dos tratamentos. Para
a temperatura de 25°C, a germinacgéo das sementes do controle foi superior a dos demais
tratamentos, exceto aos 15 DAR, sendo o controle o Unico tratamento que proporcionou

germinagao aos 75 DAR, nesta condicao.
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Ao comparar as temperaturas de armazenamento dentro do tratamento controle,
pode-se observar maior germinacédo das sementes armazenadas a 10°C em relacao
aguelas armazenadas a 20°C e 25°C, aos 75 DAR. Em periodos inferiores, ndo houve
diferenca significativa quando armazenadas em temperatura de 10°C ou 25°C.
Entretanto, nestas duas temperaturas de armazenamento foi observada germinacao
superior a obtida a 20°C, aos 75 DAR (Figura 2).

Para as sementes tratadas com alecrim e armazenadas a 10°C foi possivel
observar porcentagem de germinagdo significativamente superior as armazenadas a
20°C ou 25°C, ja a partir dos 30 DAR. Foi possivel observar que o tratamento com
fungicidas quimicos afetou negativamente a germinacdocselagntes em todas as
temperaturas de armazenamento, sendo observada porcentagem de germinacéo inferior
a 40% desde os 15 DAR.
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Uma tendéncia de reducédo na germinagao das sementes ao longo do tempo foi
evidente, independentemente das condi¢cdes de armazenamento. Este comportamento &
tido como normal, uma vez que durante o armazenamento as sementes passam por
alteracdes bioquimicas e fisiologicas que levam a deterioracdo, afetando negativamente
a germinacao. Nessas alteracdes incluem variacado no teor de umidade, peroxidacao de
lipidios, desestruturacdo de membranas celulares e quaeddividade de enzimas,
principalmente a catalase. Reducédo na atividade de enzimas do estresse oxidativo, como
a catalase foram obtidos em sementes de girassol tambémetslasm ao
armazenamento, independente dos tratamentos (ABREU ,eR(l2 e GRISI;
SANTOS et al., 2007), como no presente estudo.

A eficiéncia da temperatura de 10°C em manter a viabilidade das sementes
diferem parcialmente daqueles encontrados por Bonome et al. (2009), onde a
temperatura ambiente foi mais eficiente em preservar a geminagdo das sementes de
seringueira, por um periodo de 210 dias. Neste caso essa diferenga pode ser atribuida a
umidade das sementes armazenadas neste estudo, 31 % e por Bonome et al. (2009),
acima de 35 % e por Pereira (1980) e Cicero (1986), que obtiveram germinacéo de 64 e
61% apos 135 e 180 dias de armazenamento, respectivamente, em temperatura ambiente
(x27°C). Em geral, temperaturas menores sdo mais recomendadas para o
armazenamento de sementes, por proporcionarem reducdo no metabolismo celular, na
degradacdo de compostos de reserva das sementes e de eventos que levam a
deterioracdo, como respiracdo excessiva (BARBEDO et al, 2013). O resultado
encontrado neste estudo pode estar relacionado a essa redugdo de metabolismo celular
proporcionado pela temperatura mais baixa (10°C) aos 75 DAR.

Beng (1976), relata que apesar da seringueira ser uma planta de origem tropical
suas sementes sao melhor armazenadas sob temperaturas mais baixas, com
recomendagfes em torno de 7°C a 10°C. Resultados semelhantes também foram
observados por Paula et al. (1997), onde a baixa temperatura de armazenamento (5°C)
foi mais eficaz do que a temperatura ambiente de 20°C. De forma semelhante, neste
estudo, a temperatura de 20°C proporcionou a menor germinagao. Provavelmente, o
menor grau de umidade das sementes armazenadas nesta temperatura, cerca de 35 %
tenha afetado negativamente a qualidade fisiolégica das sementes.

No entanto, o tratamento quimico foi eficiente em controlar os microrganismos
nas sementes durante o armazenamento. Nas sementes tratadas com alecrim foi

observada a presencaAspergillus sppapesar da reducéo na incidéncidéeicillium
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spp eFusarium sppsendo este Ultimo, 0 mais danoso para sementes armazenadas. A
presenca déspergillus spp, Penicillium spp, Fusarim spp, Botritis spgm alguns

casos, bactérias foram observadas nas sementes sem tratamento (controle),
principalmente aos 75 DAR.

Os resultados obtidos para o indice de velocidade de eroerd@vE) foram
semelhantes aos de germinagcdo, ou seja, reducdo dos valores ao longo do
armazenamento. Durante todo o periodo experimental, o IVE foi semelhante para as
sementes sem tratamento (controle), quando armazenadas a 10°C ou a 25°C. Além
disso, os valores de IVE das sementes armazenadas nestas temperaturas foram
superiores aquelas armazenadas a 20°C. Ja as sementes tratadas com fungicida quimico,
o valor de IVE foi baixo ao longo de todo periodo de armazenamento, independente das
temperaturas de armazenamento. Nas sementes tratadas com alecrim, foi observado a 10
°C valor de IVE significativamente superior ao daquelas armazenadas a 20 °C ou 25 °C
(Figura 3). Estes resultados podem ser atribuidos a queda de umidade das sementes
armazenadas a 20 °C, devido a menor umidade relativa mantida no ambiente de

armazenamento.
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Figura 3. indice de velocidade de emergéncia (IVE), de plantulas oriundas de sementes de seringueira em
funcdo dos tratamentos de controle de fungos e das temperaturas de armazenamento. Barras com a mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), dentro de cada periodo avaliado.
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Quanto a condutividade elétrica, foi observado que as sementes sem tratamento
(controle) e armazenadas a 20°C apresentaram valores significativamente superiores
daquelas armazenadas a 10°C ou 25°C, a partir dos 60 DAR. Para as sementes tratadas
com fungicidas quimicos foram observados valores de condutividade elétrica mais
elevada somente aos 75 DAR, nao apresentando diferenca significativa entre as
temperaturas de armazenamento avaliadas. E quando tratadas com alecrim, as sementes
armazenadas a 10°C, a partir dos 30 DAR, apresentaram 0s menores valores de

condutividade elétrica (Figura 4).
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Figura 4. Condutividade elétrica das sementes de seringueira em funcao dos tratamentos de controle de

fungos e das temperaturas de armazenamento. Barras com a mesma letra n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05), dentro de cada periodo avaliado.
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Possivelmente o menor teor de umidade das sementes afetou de forma negativa a
estrutura das membranas celulares, prejudicando sua viabilidade. Essa hip6tese é
reforcada pelos resultados observados nas avaliagdes de condutividade elétrica, onde as
sementes armazenadas a 20 °C apresentaram valores de condutividade elétrica
superiores as demais. A desestruturagdo das membranas celulares é considerada o
primeiro passo da deterioragdo de sementes (DELOUCHE; BASKIN, 1973). A
proporcdo de exsudados de constituintes celulares estd inversamente relacionada ao
vigor e germinacéo, e reflete a perda de integridade das membranas celulares e favorece
0 crescimento de microrganismos, e consequentemente, acelera ainda mais a
deterioragcédo das sementes (NASCIMENTO et al., 2010).

A proliferacdo de fungos também pode ter afetado negativamente a germinacao
das sementes nao tratadas e das tratadas com alecrim, armazenadas em temperatura de
25°C aos 75 dias, periodo em que foi observada grande quantidade de fungos dos
génerod-usarium spp, Penicillium spp, Aspergillus spp e Botritis affim da presenca
de bactérias.

Com relacdo a matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) da parte aérea das
plantulas, foi observado maior valor destas variaveis nas plantulas provenientes de
sementes armazenadas a 10 °C, no controle e principalmente nas sementes tratadas com
alecrim (Figura 5). Para as sementes tratadas com fungicidas quimicos, foram

observados valores de MF e MS semelhantes entre as temperaturas avaliadas.
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Os valores de matéria fresca (MF), quanto de matéria seca (MS), para parte
rea e raiz seguiram mesmo padrao dos apresentados pela parte aérea (Figura 6). Este
mportamento demonstra maior vigor para sementes armazenadas a 10°C. O vigor das
mentes pode ser associado ao desempenho de plantulas. Lotes de sementes de soja d

0 vigor proporcionaram plantulas de maior comprimento em relagéo a lotes de baixo

vigor (HENNING et al., 2010). No presente estudo, sementes com maiores valores de

E originaram plantulas com maiores conteudos de MF e MS.
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Figura 6. Variagdo na matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) da raiz de plantulas oriundas de semente
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A peroxidagdo de lipidios foi analisada através contetdo de malonaldeido
(MDA) em embrides de sementes de seringueira. Foi possivel observar aumento
progressivo no contetido de MDA ao longo do armazenamento das sementes indicando
aumento na peroxidacao de lipidios. Foi possivel verificar também que esse aumento foi

menos intenso nas sementes armazenadas a 10 °C (Figura 7).
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Figura 7. Conteido de MDA em embrides de sementes de sérngue funcdo dos tratamentos de
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A perda de viabilidade das sementes ao longo do armazenamento pode ser
associada também ao estresse oxidativo e ao acumulo de seus produtos naédlula. Al
disso, no processo de deterioracdo o aumento na peroxidagcdo de lipidios resulta em
danos na membrana celular e do acréscimo de subprodutos toxicos (SCHWEMBER,;
BRADFORD, 2010). A manutencdo da viabilidade e do vigor das sementes
armazenadas na temperatura de 10°C, pode estar relacionada & menor producdo de
MDA observada nestas sementes, que também apresentaram maior atividade enzimatica
se comparadas as das demais temperaturas (20°C e 25°Chpxilgugio lipidica e o
acumulo de MDA levam a desnaturacdo do DNA e afeta a tradugéo e a transcrigdo de
novas proteinas, afetando o metabolismo normal da semente (POROMI, 2006).
Quando estes tipos de danos ocorrem, a germinagcdo e o vigor das sementes sdo
afetados. Muitos estudos associam a producdo de MDA com a perda da viabilidade das
sementes (SHABAN 2013; TIAN et al.,, 2008), o que pode ter ocorrido no presente
estudo, uma vez que a producdao de MDA foi crescente ao longo dos 75 dias de
armazenamento.

Ainda foi possivel observar alteracdes na atividade das enzimas do estresse
oxidativo ao longo de todo periodo de armazenamento. No entanto, foi observado que a
atividade da CAT e SOD apresentou tendéncia de queda no final do armazenamento, ou
seja, aos 60 e 75 DAR, com exceg¢do das sementes ndo tratadas (controle) e
armazenadas a 25°C (Figura 8).
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Para a APX e POX, também foi observada variacdo na atividade com reducao
aos 60 e 75 DAR, em relacdo as sementes antes do armazenamento (época 0), com
excecdo das sementes armazenadas a 10°C e tratadas com alecrim, nas quais foi
observado aumento na atividade da POX ao longo do armazenamento (Figura 9). Além
disso, foi possivel verificar maior atividade das enzimas para sementes armazenadas a
10°C, principalmente para sementes tratadas com produto quimico e alecrim em relagéo
a APX e a POX.
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Figura 9. Atividade da ascorbato peroxidase (APX) e peroxidades (POX) em embrides de sementes de
seringueira em funcéo dos tratamentos de controle de fungos e das temperaturas de armazenamento.

A reducao na atividade das enzimas avaliadas, a excegdo da POX em sementes

tratadas com alecrim e armazenadas a 10°C, observada neste estudo pode ser atribuida

ao processo de deterioracdo que pode ter afetado negativamente a atividade enzimatica.
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A reducéo na atividade das enzimas do estresse oxidativo aumenta a sensibilidade das
sementes ao estresse (BERJAK, 2006). A SOD, CAT e POX s&o enzimasngwe m

radicais livres e peréxidos, que sdo indicativos da deterioragdo, uma vez que estdo
envolvidos no metabolismo celular (TAVEIRA et al., 2012).

O decréscimo na atividade da CAT pode ser atribuido a inativagdo progressiva
ou reducdo e paralisacdo de sua sintese (ATAIDE et al., 2012; MARCOS FILHO,
2005), o que resulta na queda na atividade dessa enzima ao final do periodo de
armazenamento, refletindo na reducdo da germinacéo e vigor das sementes. A reducéo
na atividade da CAT na semente diminui a capacidade respiratéria, que reduz o
fornecimento de energia (ATP) e a redistribuicdo de reservas para a germinagao da
semente (DEMIRKAYA et al., 2010), o que poderia estar relacionado ao menor
desenvolvimento das plantulas oriundas dos tratamentos com menor atividade dessa
enzima. Resultados semelhantes quanto a reducdo na atividade da CAT foram obtidos
em sementes d&inkgo bilobaarmazenadas a 4°C, a atividade da CAT manteve-se
estdvel no embrido e no endosperma em periodos inferiore2 aekes de
armazenamento, apés este periodo, houve reducao significativa. E quando armazenadas
a 25°C a atividade de catalase foi reduzida em um menor periodo de armazenamento,
aos seis meses (TOMMASI et al., 2006), mostrando uma relacdo da perda da atividade
enzimatica com a temperatura de armazenamento. Este mesmo comportamento foi
observado em uma espécie ortodd¥alanoxylon braunano eixo embrionario e nos
cotilédones durante o envelhecimento natural e artificial (ATAIDE et al., 2012).

Reducgédo na atividade de outras enzimas associadas com a reducao do vigor também
foram observadas em sementesMisdicago sativa(CAKMAK et al., 2010) e em
Triticum aestivum(CHAUHAN et al., 2011; LEHNER et al., 2008). Em sementes de
algodao, a atividade da peroxidase diminuiu ap6s o armazenamento (VIEIRA et al.,
2008). A reducdo na atividade dessas enzimas proporciona o acumulo de produtos da
oxidacdo que quando ndo é controlada favorece a formacdo continua de moléculas
menores, como o0 peroxido de hidrogénio, que facilmente se difundem através das
membranas celulares. As mudancas estruturais associadas com a oxidagcdo afetam a
fluidez das membranas, a estrutura das proteinas e altera o DNA (WALTERS et al,,
2010). Em sementes recalcitrantes, as altas taxas metabdlicas estdo ligadas ao reduzido
tempo de vida dessas sementes, além de ndo possuirem 0S mecanismos intrinsecos
responsaveis pela longevidade em sementes ortodoxas como a tolerancia a dessecacgéo
proporcionada por LEA proteinas (WALTERS et al., 2010).
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4.4, — CONCLUSOES

A melhor condigc&o para a conservacdo de sementes de seringueira com grau de umidade
préximo a 31 % é a tempertura de 10 °C, sem tratamento fungicida.

A reducgdo na atividade das enzimas antioxidantes esta associada a perda de viabilidade

das sementes.

A temperatura de 10 °C contribui para a menor peroxidacao de lipidios.
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CAPITULO 5

ALTERACOES NOS COMPOSTOS DE RESERVA EM SEMENTES DE
SERINGUEIRA DURANTE O ARMAZENAMENTO
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RESUMO

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, JulyAltsrdcoes
nos compostos de reserva em sementes de seringueira durante o0 armazenamento
Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

O objetivo do estudo foi avaliar e descrever as alteracées nos compostos dedesserva
sementes de seringueira durante o armazenamento sob diferentes condi¢cdes de
temperatura. O experimento foi conduzido nos Laboratério de Analise Sementes,
Laboratorio de Sementes florestais e Laboratério de Anatomia da universidade Federal
de Vigosa. As sementes foram submetidas a trés tratamentos: fungicidas Tecto 600
(35/100Kg sementes) e Captan 50 (75g/100kg sementes); Alecrim moido (20g/Kg); e
sementes sem tratamento (controle). Além disso, foramzamadas em diferentes
temperaturas (10 °C, 20 °C e 25 °C) e a cada 15 dias, retisgvamostras para
avaliagcdes bioquimicas, fisiolégicas e anatémicas. Os teores dos compostos de reserva
nas sementes de seringueiras decresceram ao longo do armazenamento. As sementes
armazenadas a 10 °C sem tratamento fungicida ou tratadas com alecrim, assim como as
sementes armazenadas a 25 °C sem tratamento, foram as Unicas que apresentaram
germinacdo ao final de 75 dias de armazenamento. As avaliacdes bioquimicas e
fisiolégicas comprovaram que as mesmas, apresentavam também, maiores teores de
compostos de reserva (amido, acucares sollveis totais, proteinas solGveis totais e
lipideos), neste periodo. As avaliagbes anatdbmicas reafirmaram os resultados
encontrados nas avalia¢cdes bioquimicas e fisiolégicas. As sementes que apresentaram
germinacao ao final de 75 dias de armazenamento apresentaram também, caracteristicas
anatbmicas mais préximas daquelas sementes recém-colhidas. Ja as sementes
armazenadas a 20 °C apresentaram maior degradacdo dos compostos de reserva e meno
periodo de viabilidade. Foi possivel notar efeito negativo dos tratamentos quimicos
sobre a manutencao das reservas e da viabilidade das sementes. E as sementes con
maiores teores de compostos de reserva originaram plantulas mais vigorosas, indicando
uma relacdo direta entre os compostos de reserva, 0 vigor das sementes e 0
estabelecimento inicial de plantulas. Portanto conelujtge os teores de compostos de
reservas das sementes de seringueira decrescem ao longo do armazenamento e que a:
sementes que germinam apoOs periodo de armazenamento sdo aquelas que apresentan

caracteristicas fisiolégicas e anatdmicas mais proximas das sementes recém-colhidas.

Palavras chave: Compostos de reserva, anatomia, crescimento de plantulas
92



ABSTRACT

SOUZA, Genaina Aparecida de. Universidade Federal de Vigosa, July 2014.
alterations in the reverse compounds in rubber tree seeds during the storage.
Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

The objective of this study was to evaluate and describe the alterations in the reserve
compounds of rubber tree seeds during the storage under different conditions of
temperature. The experiment was conducted at Analyze Seeds Laboratory, Forest Seeds
Laboratory and Anatomic Analyzes Laboratory, at Universidade Federal de Vigosa. The
seeds was obtained from the CautexFlorestal- SP company, in March 2013 and
separated in three lots for treatment against microorganisms with fungicide Tecto 600
(35/100Kg seeds) and Captan 50 (75g/100kg seeds); with ground rosemary (20g/Kg),
and seeds without treatment (control). Samples of 600g were conditioned in kraftpaper
that were placed inside polyethylene bags, sealed and perforated. After stored under
temperatures of 10°C, 20°C and 25°C were removed samples for biochemical,
physiological and anatomical evaluations by each 15 days.The contents of the reserve
compounds in rubber tree seeds decreased during the period of storage. Seeds stored at
10°C without treatment to control microorganism, or treated with ground rosemary, as
well as those stored at 25°C without treatments, were the only one which presented
germination at the end of 75 days of storage. The biochemical and physiological
evaluations, proved that these seeds presented also, higher contents of reserve
compounds (starch, sugars, total soluble sugars, soluble proteins and lipids) in this
period. The anatomical evaluationsreaffirmed the results founded in the biochemical
and physiological evaluations. Seeds which presented germination at the end of 75 days
of storage presented also, anatomical characteristics closer to thoserecently harvested
seeds. Already the seeds stored at 20°C presented higher degradation of the reserve
compounds and shorter period of viability. Seeds with higher contents of reserve
compounds resulted in seedlings more vigorous, indicating a close relation between the
reserve compounds and the vigor of seeds and the initial establishment of seeds.
Therefore it is concluded that the reserve compounds of rubber tree seeds decreases
during the period of storage and there is a dependence between these compounds, the
viability of seeds and the seedlings vigour. It is concluded also that the better condition

of storage for rubber tree seeds used in this study is the temperature of 10°C.

Key-words: Reserve compounds, anatomy, seedlings growth.
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5.1. — INTRODUCAO

Algumas sementes podem ser armazenadas por décadas, mas, eventualmente,
todas as sementes perdem sua viabilidade com o tempo. A longevidade das sementes é
determinada pelo seu grau de umidade, pelas condicbes de temperatura e umidade
relativa do ambiente de armazenamento e pelas suas caracteristicas genéticas. A morte
das sementes entdo € inevitdvel e leva a perguntas sobre quando e como a deterioracéo
ocorre (WALTERS et al., 2010). Para responder essas perguntas € necessario avaliar as
alteragbes bioquimicas e anatdbmicas que ocorrem nas sementes durante seu
armazenamento.

Sementes do género Heveforam caracterizadas com comportamento
recalcitrante por Kidd (1914), Sementes recalcitrantes germinam imediatamente apos a
dispersdao (SUKESH; CHANDRASHEKAR, 2011), devido ao seu elevado grau de
umidade, pois ndo passam pela fase de dessecacédo ao final do processo de maturacéo
Apresentam assim, sensibilidade a secagem e sdo armazenadas com alto grau de
umidade, o0 que impede gue essas sementes sejam armazenadas a baixas temperaturas
resultando em redugdo no tempo de armazenamento. Isso fica evidente quando seu
comportamento é comparado com o de sementes ortodoxas, cdrmbidopsis
thaliang que sofrem dessecacdo na fase final da maturacdo (FAIT et al., 2006),
sugerindo uma diminuicdo nas taxas metabdlicas como preparacdo para um longo
periodo de armazenamento. Espécies de sementes recalcitrantes clnga dera,
modificam seu metabolismo visando aumentar a eficiéncia da respiracao e producédo de
energia até que sejam dispersas (CACCERE et al.,, 2013). Essas modificagBes no
sentido de aumentar a eficiéncia metabdlica provocam alteracbes nos compostos de
reserva e, possivelmente, na estrutura celular das sementes durante o armazenamento,
dificultando sua conservacao independente da forma de armazenamento.

Algumas pesquisas associam o dobramento da parede celular, o conteado de
organelas e a baixa vacuolizagdo em tecidos vegetativos, com sementes ortodoxas que
podem ser armazenadas por longos periodos sem comprometer severamente sua
viabilidade e vigor (MOURA et al., 2010). Em sementes recalcitrantes, essas adaptacoes
anatdmicas séo prejudicadas e quando aliadas as suas exigéncias de alto teor de agua ¢
temperatura mais elevada durante o armazenamento, comprometem sua longevidade.
Essas caracteristicas favorecem a ocorréncia de altas taxas respiratorias que degradam

seus compostos de reserva como lipidios, proteinas e amido. Podendo comprometer as
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membranas celulares e a estrutura celular, ocasionando reducdes drasticas na
viabilidade das sementes durante o armazenamento.

Estudos realizados com sementes ortodoxas mostram redugdes no teor de amido,
proteinas e agucares sollveis, 0s quais foram associados a menor germinacéo e vigor em
sementes de soja armazenadas (HENNING et al., 2010). Redugdes nos teores lipidicos,
bem como aumento na peroxidacado deste componente, foram observados em sementes
de girassol durante o armazenamento (ABREU et al., 2012). A degradagdo quimica de
compostos de reserva da semente durante o armazenamento ocorre através de danos
causados por agentes oxidantes, e as velocidades de tais reacOes estdo associadas
caracteristicas da propria semente. Estas sao afetadas por temperatura, bem como pelo
grau de umidade da semente (WALTERS et al., 2010).

A maior parte dos estudos sobre os componentes de reserva de sementes se
relaciona a grupos extremamente restritos de espécies vegetais de importancia
agronémica (BUCKERIDGE et al., 2004). InformagBes sobre sementes de espécies
nativas das florestas tropicais sao importantes para auxiliar, por exemplo, a producao de
mudas de alta qualidade para a recuperacdo de areas que foram degradadas por
atividades agricolas e industriais (BUCKERIDGE et al., 2004). Em sementes de
seringueira foi observado reducdo nos teores de amido, proteina e lipidioscaddong
armazenamento (BONOME et al.,, 2009), assim como em sementes de araucaria
(GARCIA, 2012), ambas recalcitrantes. No entanto, estudos que abordem altera¢cdes nos
compostos de reserva de sementes recalcitrantes sdo ainda pouco expressivoss. A
grande maioria se restringe ao comportamento das sementes durante o armazenamento,
envolvendo avalia¢cdes de germinacao e vigor, em associacdo as analises quantitativas,
sendo pouco exploradas as alteracfes histoquimicas, estruturais e nos compostos de
reserva. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteragcbes nos compostos de
reserva em sementes de seringueira durante o armazenamento, através de andlises

bioquimicas, histoquimicas e estruturais.
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5.2. — MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Anatomia Vegetal e Laboratdrio de
Pds-colheita da Universidade Federal de Vigosa. As sementes foram obtidas na empresa
Cautex Florestal-SP, no més de mar¢co de 2013. As sementes foram submetidas aos
seguintes tratamentos:

1. Quimico: com os fungicidas Tecto 600 (35/100 kg sementes) e Captan 50
(709/100 kg sementes), metade da dosagem utilizada por Bonome et al. (2009).

2. Alecrim moido (20g/Kg sementes), segundo recomendacBes de Ribeiro
(2013).

3. Controle: sementes sem tratamento

Para cada tratamento, foram utilizadas, amostras de 600g de sementes que foram
acondicionadas em sacos de papel Kraft colocados dentro de sacos de polietileno,
lacrados e perfurados para permitir o fluxo de oxigénio dentro da embalagem, como
recomendado por Pereira (1980).

Em seguida, as sementes de cada tratamento foram armazenadas nas seguintes
condi¢cbes de ambiente: camara fria a 10°C, com 60 % de umidade relativa; laboratério a
20°C (£2), com umidade relativa em torno de 35 % e condi¢cbes de ambiente 25°C (z 3),
sem controle de umidade relativa.

A cada 15 dias, durante 75 dias, foram retiradas amostras para a realizagao das
seguintes avaliagdes:

Determinacdo do teor de 4gua das sementes: por meio do método de estufa a
105°C + 3°C, por 24 horas (BRASIL, 2009a). Os resultados foram expressos em
porcentagem.

Os testes de emergéncia de plantulas foram realizados em casa de vegetacéo
com quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas a 1,0 cm de profundidade em bandejas
contendo areia umedecida quando necesséario. Foram consideradas emergidas as
plantulas que no décimo quinto dia ap0s a semeadura era possivel visualizar a parte
aérea.

Os extratos brutos para as determinacdes de amido, agucares sollveis totais
(AST) e agucares redutores (AR), foram obtidos através da pesagem de cerca de 1,0 g
de material vegetal moidos em nitrogénio liquido e o extrato obtido a partir de 10mL de
etanol 80% aquecido (60-70°C), apds centrifugados a 2.000 xg por 10 minutos, etapa

repetida trés vezes. O sobrenadante foi retirado para a quantificacdo de AST e AR. O

96



“pellet” foi seco para posterior quantificacdo de amido pelo método proposto p
McCready et al. (1950).

Determinacao de amido foi feita commposto McCready et al. (195®,5 mL
de agua deionizada e 3,25mL de &cido perclérico 52% foram adicionados ao pellet
permanecendo sob descanso por 30 min. A mistura foi centrifugada durante 15 min a
2.000 xg, sendo o sobrenadante recolhido para quantificagdo de amido. Uma aliquota de
250 pL do extrato, 250uL de fenol 5%, e 1,25 mL de &cido sulfurico,§@y)
concentrado foram colocadas em tubo de ensaio, os quais foram levados para banho-
maria a 3C°C, por 20 min. A leitura da absorvancia foi realizada em esgetimetro
a 490 nm.

Para a determinacdo de AR, foi utilizado o método de Somogy-Nelson (1944),
utilizando o extrato bruto reservado. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 540 nm. A determinacdo AST foi realizada pelo método Fenol-
Sulfdrico proposto por Dubois et al. (1956). Colocou-se em um tubo de ensaio uma
aliquota de 250 pL do extrato reservado com 250 uL de fenol 5% e adicionou-se a
mistura 1,25 mL de acido sulfurico {60;) concentrado e entdo os tubos foram
colocados em banho-maria a°@0por 20 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro a 490 nm.

Para a determinacdo de proteinas totditizau-se 0,3g de material vegetal,
maceradas e adicionados a 2mL de meio de homogeneizacdo, tampao fosfato de
potassio 0,1M, pH6,8, acido etileno diaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO
et al., 1999), seguido de centrifugagédo a 12.000 xg por 15 min, aMd&@erminacao
de proteinas totais foi realizada pelo método proposto por Bradford (1976), com 100 pL
de extrato juntamente com 1 mL de reagente de Bradford. Apds 20 minutos, foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 595 nm.

Quanto a quantificacdo de lipidios, amostras de 1 grama de embrido liofilizado
foram colocados em cartuchos de papel, em soxhlet, send@asaem refluxo, com
hexano, por 24 horas. Ao final desse tempo, os cartuchos foram retirados, secos em
estufas a 70 °C e pesados. A diferenca entre o peso inicial e final representa o teor de
lipidio da amostra.

Para as andlises denatomia de luz,0 material foi fixado em FA&
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%, na proporc¢édo de 5:5:90, v:v:v) por 48
horas, e estocado em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). As amostras foram desidratadas

em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin — Leica) de acordo com
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as recomendacdes do fabricante. O material emblocado foi seccionado, transversal e
longitudinalmente, em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM 2155,
Leica) com 5 um de espessura, corado com azul de toluidiBR(EN et al., 1964)

para metacromasia e montado sob laminula com resina sintética (Permount®). Foram
utilizados os testes histoquimicos para a identificag&itu dos compostos de reserva

no material incluido em resina: reagente de Lugol (JOHANSEN, 1940) para amido e
xilydine Ponceau (VIDAL, 1970) para proteina. Para a detec¢éo de lipidios, o material
fixado foi seccionado em criomicrétomo com 40 um de espessura e submetido ao teste
Sudan Black B. As imagens estruturais e histoquimicas foram realizadas em
microscoépio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a
camera fotografica digital (modelo Zeiss Axio CamHRc, Gottinger, Germany) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Axion Vision.

As andlises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratério de Microscopia do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Cinco sementes foram coletadas a cada periodo e fixadas em
Karnovisk's modificado, pH 7,2 por 24 horas. Em seguida, foram transferidas para um
liquido crioprotetor (glicerol 30%), por 30 minutos e cortados transversalmente em
nitrogénio liquido. As secc¢fes obtidas foram transferidas para uma solucéo de tetroxido
de 6smio 1% em agua por 1 hora e apés desidratadas em uma série de acetona (30, 50,
70 e 100% por trés vezes) e depois levadas para o aparelho de ponto critico. Os
espécimes obtidos foram montados em suportes de alustirig,com a ajuda de uma
fita de carbono colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e
observados em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 90 XVP.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticGes, em
esquema fatorial (3x3x5), sendo trés ambientes de armazenamento (10, 20 e 25°C), trés
tratamentos de sementes (controle, quimico, alecrim), cinco épocas de avaliacdo. As
analises dos dados foram realizadas pelo sistema de Analise de Variancia, SISVAR,
(FERREIRA, 2008). As médias obtidas para os tratamentos de sementes ¢esndaien
armazenamento foram comparadas pelo teste de Tukey (5%)pd0s referentes as

épocas de armazenamento foram submetidos a analise de regressao.
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5.3. — RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo tripla entre os fatores tratamento para controle de
microrganismos, temperatura e periodo de armazenamento, para as variaveis
emergéncia, teor de amido e de AST. Para os teores de pmtéindipidios, houve
interagdo somente entre temperatura e periodo de armazenamento, e entre temperatura €
tratamentos. Para os AR, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.

A taxa de emergéncia de plantulas de seringueira ao longor@dgzenamento
decresceu, apresentando germinacdo somente até os 75 DAR (dias de armazenamento).
Para as sementes armazenadas a 10°C, ndo houve diferenca significativa (P<0,05%)
entre emergéncia de plantulas de sementes tratadas com alecrim ou controle (37% e
35% respectivamente), aos 75 DAR. Para as sementes armazenadas a 20°C, foi possivel
observar maior perda de viabilidade, independente dos tratamentos, apresentando
emergéncia somente até aos 60 DAR. Para as sementes armazenadas a 25°C, somente &

sementes do tratamento controle apresentou emergéncia aos 75 DAR (20%). (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios da emergéncia de plantulas de sementes de seringueira
submetidas a diferentes tratamentos, desdobradas dentro de cada temperatura de
armazenamento

Armazenamento em dias
Temp °C Tratamento 15 30 45 60 75

10 C 80,0 a 77,5 a 75,0b 475 a 35,0 a
10 Q 30,0b 275b 10,0 c 50b 0,0b
10 A 825a 87,5a 87,5a 52,5a 37,5a
20 C 50,0 a 45,0 a 40,0 a 225 a 0,0a
20 Q 250b 20,0 b 125¢c 0,0b 0,0a
20 A 275b 35,0 a 275b 0,0b 0,0a
25 C 85,0 a 82,5 a 72,5a 45,0 a 20,0 a
25 Q 275b 15,0 c 125b 0,0c 0,0b
25 A 75,0 a 65,0b 175b 2000b 0,0b

Médias seguidas de letras diferentes, em cada tratamento e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey.C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

A manutencdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento é
geralmente atribuida & sua composicdo quimica, principalmente com relacdo a
guantidade de reservas ou a deficiéncia no metabolismo (HAMPTON, 1973). Foi
possivel observar que as sementes que apresentaram maior porcentagem de mergéncia €

emergiram apos 75 dias de armazenamento (Tabela 1), foram aquelas com maior teor de

99



compostos de reserva (armazenadas a 10 °C e a 25 °C). Alteragbes nos compostos de
reserva de sementes armazenadas Sao normais, uma vez que as sementes continuan
com metabolismo ativo. Com relacdo as sementes de seringueira que devem ser
armazenadas com alto teor de umidade devido a recalcitrancia, o metabolismo
acentuado propicia a degradacdo destes compostos de forma mais rdpida contribuindo
com a perda da viabilidade.

Os teores de amido no endosperma das sementes decresceram com o decorrer do
armazenamento, independente dos tratamentos ou temperaturas em que foram
armazenadas (Figura 1). As sementes do controle e do tratamento quimico armazenadas
a 10 °C e 25 °C apresentaram conteido de amido significativamente superior (P<0,05)
aguelas armazenadas em 20 °C, aos 75 dias apd6s o armazenamento (DAR). Ja nas
sementes tratadas com alecrim, o teor de amido foi maior quando armazenadas a 10 °C,
a partir dos 45 DAR (Tabela 2).
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Figura 1. Teor de amido no endosperma de sementes de seringueira com diferentes tratamentos fungicidas
ao longo do armazenamento sob diferentes temperaturas.
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TABELA 2. Resultados médios do teor de amido (em mg de glicose), no endosperma
de sementes de seringueira em funcéo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e
do periodo de armazenamento

Armazenamento em dias

Tratamento Temp °C 0 15 30 45 60 75
C 10 87,8a 87,3a 83,1a 80,0a 67,2a 648a
C 20 87,8a 853a 84,2a 81,8a 740a 30,7Db
C 25 87,8a 87,3a 86,8a 839a 684a 455 a
Q 10 87,8a 883a 741D 720a 61l4a 610a
Q 20 87,8a 930a 87,3a 78,3a 67,0a 454D
Q 25 87,8a 876a 8l,3ab 699a 57,7a 508a
A 10 87,8a 90,0a 90,0 a 86,5a 76,2a 658a
A 20 87,8a 90,8a 809ab 746b 635b 306¢c
A 25 87,8a 71,8b 71,2Db 66,4b 60,7b 457D

Médias seguidas de letras diferentes, em cada tratamento e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey.C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

O teor de amido no embrido também decresceu independente da condi¢cdo de
armazenamento das sementes (Figura 2). As sementes samefttat (controle) e as
tratadas com fungicidas quimicos, armazenadas a 10°C ou 25°C, apresentaram conteudo
de amido no embrido significativamente superior (P<0,05) aguelas armazenadas a 20°C,
aos 75 DAR (Tabela 3). Nas sementes tratadas com alecrim foi possivel observar maior
teor de amido quando armazenadas a 10 °C, a partir dos 15 DAR o que foi mantido até o

final do periodo experimental.
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Figura 2. Teor de amido no embrido de sementes de seringueira com diferentes tratamentos fungicidas ao
longo do armazenamento sob diferentes temperaturas.
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TABELA 3: Resultados médios do teor de amido (em mg de glicose), em embrides de
sementes de seringueira em fungao do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do

periodo de armazenamento

Armazenamento em dias
Tratamento T °C 0 15 30 45 60 75

C 10 80,2 a 820b 720a 71,8a 66,7a 56,6 a
C 20 80,2 a 73,3c 636b 614b 648a 38,8b
C 25 80,2 a 905a 78la 734a 61l9a 62,0a
Q 10 80,2 a 851a 705a 705a 56,2a 56,0 a
Q 20 80,2 a 899a 638a 60,7 b 549ab 458D
Q 25 80,2 a 808a 682a 665ab 47,7Db 50,9 a
A 10 80,2 a 89a 836a 832a 679a 62,4 a
A 20 80,2 a 70,1b 615b 600b 492c 39,5¢c
A 25 80,2 a 775b 66,1b 625b 575D 476 b

Médias seguidas de letras diferentes, em cada tratamento e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey.C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

Os acucares solaveis totais (AST) nas sementes também decairam ao longo do
armazenamento (Figura 3). Foi possivel observar que a temperatura de 10 °C foi mais
eficiente em manter os teores de AST significativamente superiores as demais
temperaturas, durante todo periodo avaliado e independente dos tratamentos (Tabela 4).
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Figura 3. AclUcares sollveis totais (AST) em sementes de seringueira com diferentes tratamentos
fungicidas ao longo do armazenamento sob diferentes.
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TABELA 4. Resultados médios do teor de agucares soluvais {@&ST) de sementes
de seringueira em funcéo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do periodo
de armazenamento

Armazenamento em dias
Tratamento T °C 0 15 30 45 60 75

10 167,2a 148,7a 131,7a 1l1l1,5a 90,3a 73,3a
20 167,2a 118,6 b 106,3 b 916b 764b 403D
25 167,2a 110,8 b 100,8 b 98,4b 780ab 604 a
10 167,2a 130,9a 117,5a 110,2a 75,2a 654a
20 167,2a 114,8b 104,2Db 97,8ab 458b 455D
25 167,2a 108,4b 100,0b 93,7b 649a 6l4a
10 167,2a 151,4a 139,1a 112,3a 101,3a 76,6a
20 167,2a 1150b 102,3bB 976b 619b 408Db
25 167,2a 1151b 945D 79,8¢c 559b 504D

>>2>000 000

Médias seguidas de letras diferentes, em cada tratamento e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey.C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

O teor de amido e AST reduziram ao longo do armazenamentGseNentes
armazenadas a 10 °C, os teores de amido e AST foram superiores as demais
temperaturas testadas, aos 75 DAR. A maior concentracdo de acucares solluveis, assim
como de outros compostos de reserva pode estar associadaiogovigor dessas
sementes e contribuindo para o desenvolvimento inicial de plantulas. Maiores teores de
amido e agucares sollveis totais também foram observados em sementes de soja mais
vigorosas (HENNING et al., 2010). A maior disponibilidade de carboidratos soluveis
em sementes deaesalpinia peltophoroidessultou ndo s6 no fornecimento de energia
para a germinacdo, mas também em maior armazenabilidade das sementes (CORTE et
al., 2006).

Para proteina e lipidios, foi observada, interacdo entre as variaveis, temperatura
e periodo de armazenamento, e temperatura e tratamentos antifungico. Os teores de
proteinas sollaveis totais reduziram ao longo do tempo, independente das condi¢des de
armazenamento (temperatura e tratamento) (Figura 4). As sementes armazenadas a 10
°C e 25 °C mantiveram os teores de proteinas sollUveis totais significativamente
superiores as sementes armazenadas em 20 °C, a partir dos 30 DAR (Tabela 5). Além
disso, quando considerados os tratamentos para controle de fungos, as temperaturas de
10 °C e 25 °C foram mais eficientes em preservar os teorestéénps em relacdo a
temperatura de 20 °C (Tabela 6).
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Figura 4. Teor de proteinas nas sementes de seringueira com diferentes tratamentos fungicidas ao longo
do armazenamento sob diferentes temperaturas.
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TABELA 5. Resultados médios do teor de proteinas sollveis totais de sementes de
seringueira em funcdo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do periodo de
armazenamento

Armazenamento em dias

Temperatura 15 30 45 60 75

10 °C 169,3 a 1449 a 140,3 a 135,2 a 125,8 a
20°C 103,6 b 95,1 b 819c 80,4 b 63,6 b
25°C 1222 b 127,7 a 105,1 b 117,0a 128,8 a

Médias seguidas da mesma letra, em cada tratamento e periodo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 6. Resultados médios do teor de proteinas sollveis totais de sementes de
seringueira em funcdo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do periodo de
armazenamento

Tratamentos
Temperatura Controle Quimico Alecrim
10°C 147,1 a 122,2 a 159,9 a
20°C 929 b 80,0b 81,8c
25°C 133,3 a 113,6 a 1135 b

Médias seguidas da mesma letra, em cada tratamento e periodo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade

No que se refere aos teores de proteinas, sementes mais vigorosas geralmente
apresentam maior concentracdo dessa reserva em relacdo as de menor vigor (SHIBATA
et al., 2012). No presente estudo foi possivel observar que quando armazenadas a 10 °C,
as sementes sem tratamento (controle) e as tratadas com alecrim, apresentaram teor de
proteinas significativamente superior as armazenadas a 20 °C. Durante o processo de
deterioracdo de sementes, ocorre decréscimo do teor e na sintese de novas proteinas.
Reducédo no valor do contetdo de proteinas ao longo do periodo de armazenamento foi
observada neste estudo e também em sementes @BRADE et al., 2014) e girassol
(GHASEMNEZHAD; HONERMEIER 2007). As proteinas podem ter sido consumidas
durante o metabolismo celular, como na respiracéo, incremento da atividade proteolitica
(DUNLORP et al., 2002) e degradacao das proteinas em consequéncia da peroxidacdo de
lipidios (ARAUJO et al., 1994), em todas as temperaturas testadas. A maior degradacéo
na temperatura de 20 °C poderia estar associada a menor umidade apresentada pelas
sementes, uma vez que a temperatura era mantido por um sistema de condicionamento
de ar que retira umidade do ambiente.

Na temperatura de 25 °C, a degradagdo poderia ser atribuida a maior atividade

metabdlica, bem como a germinagédo de sementes durante o armazenamento. Alteracdes
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no teor de proteina também foram associadas a germinagdo durante o armazenamento
em sementes déandroanthus albus

O decréscimo no teor de proteina é evidenciado através da coalescéncia dos
corpos protéicos nas sementes armazenadas aos 75 DAR, em relacdo as sementes ante
do armazenamento nas fotomicrografias de luz (Figuras 8 a 13, primeira coluna). Isto
sugere que as proteinas foram metabolizadas ao longo do armazenamento. Em sementes
de arroz, o teor de proteina bruta foi utilizado para diferenciar lotes com variacées nos
niveis de vigor, e apresentou correlacdo positiva com a emergéncia em campo sob
condi¢cOes desfavoraveis (BORTOLOTTO et al., 2008). Aléssajia mobilizacdo de
proteinas durante o0 armazenamento € necessdaria para atender as demandas de
aminoacidos durante os estadios iniciais da germinacdo, o que explica a reducdo nesse
composto de reserva durante o armazenamento.

O conteudo de lipidios nas sementes de seringueira decresceu ligeiramente ao
longo do armazenamento (Figura 5), as sementes armazenadas a 10 °C a partir dos 60
DAR apresentaram teor de lipidios superior as das demais temperaturas. Além disso,
essa mesma temperatura de armazenamento proporcionou os maiores teores de lipidios
para as sementes tratadas com alecrim ou fungicidas quimicos (Tabela 7). Sementes do
controle armazenadas a 10 °C e 25 °C apresentaram teor dites lipémelhante e

significativamente superior as sementes armazenadas a 20 °C.
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Figura 5. Teor de lipidios nas sementes de seringueira com diferentes tratamentos fungicidas ao longo do
armazenamento sob diferentes temperaturas.
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TABELA 7. Resultados médios do teor de lipidios de semergesedngueira em
funcdo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do periodo de armazenamento

Armazenamento em dias

Temperatura 15 30 45 60 75

10°C 56,3 a 57,9 a 57,0 a 56,3 a 53,3 a
20°C 54,8 a 43,8 ¢ 389 Db 395¢c 34,2 c
25°C 54,6 a 53,1 b 55,1 a 52,4 Db 46,4 b

Médias seguidas da mesma letra, em cada tratamento e periodo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 8. Resultados médios do teor de lipidios de semergesedngueira em
funcdo do tratamento fungicida, da temperatura (T °C) e do periodo de armazenamento

Tratamentos
Temperatura Controle Quimico Alecrim
10°C 57,0 a 55,0 A 56,5 a
20°C 46,2 b 40,1 C 40,5 c
25 °C 54,2 a 514 B 51,4 b

Médias seguidas da mesma letra, em cada tratamento e periodo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

O teor de lipidios nas sementes pode variar de acordo comoétipger as
condicbes de armazenamento, principalmente temperatura (KOUTROUBAS et al,
2000). Essas condic¢des influenciam diretamente a degradacao dos lipidios. No presente
estudo foi observada redugdo na concentracdo de lipidios ao final do armazenamento.
Uma tendéncia de reducdo no teor de lipidios em sementes de girassol também foi
observadas por Abreu et al. (2012) e por Balesevic-Tubic et al. (2007). A reducdo no
teor de lipidios associada a peroxidacdo € uma das principais causas da deterioragcédo
rapida de sementes com grande concentracdo dessa reserva como em sementes de
girassol (BALESEVIC-TUBIC et al., 2005) e possivelmente sementes de
seringueira que também apresentaram alto teor de lipidio.

As imagens de microscopia de luz (histoquimica) reforcam os resultados obtidos
nas analises bioquimicas. Foi possivel observar nas fotomicrografias de luz que antes do
armazenamento as células do endosperma, cotilédones e eixo embrionario
apresentavam-se bem estruturadas e com nucleo bem compartimentalizado (Figuras 6 e
7). Apdés 0 armazenamento, as sementes sem tratamento ou tratadas com alecrim,
armazenadas a 10 °C apresentavam caracteristicas mais proximas das sementes recém
colhidas. Comportamento semelhante foi observado nas sementes sem tratamento e

armazenadas a 25 °C. Vale ressaltar que as sementes armazenadas nestas condigbe
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foram as uUnicas que apresentaram germinacdo até aos 75 DAR. Nas sementes
armazenadas a 20 °C, independente do tratamento fungicida, ficou evidente a perda da

estrutura normal das células e coalescéncia do nucleo celular (Figuras 6M-O e 7A-F).

Figura 6. Micrografias de luz de sementedidgea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Secdes
transversais do endosperma, cotilédone e eixo embrionario. Antes do armazenamento (T0) e T1, T2, T3
(armazenadas a 10 °C; sem tratamento fungicida, tratamento quimico e tratamento com alecrim,
respectivamente) e T4 (armazenadas a 20 °C, sem tratamento fungicida), coradas com Azul de Toluidina,
para visualizagdo estrutural. BarragutO As setas indicam compartimentalizagdo normal do nicleo e as
cabecas de seta falta de compartimentalizacéo e alteragdes estruturais.
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Endosperma Cotiledone Eixo

Figura 7. Micrografias de sementes Hevea brasiliensigpos 75 dias de armazenamento. Secbes
transversais do endosperma, cotilédone e eixo embrionério, T5, T6 (armazenamento a 20 °C, tratadas com
produto quimico e tratadas com alecrim, respectivamente), e T7, T8 e T9 T6 (armazenamento a 25 + 3 °C,
sem tratamento para controle de fungos, tratadas com produto quimico e tratadas com alecrim,
respectivamente), coradas com Azul de Toluidina, para visualizacdo de estrutural. BamaaslSetas

indicam compartimentalizacdo normal do nicleo e as cabecas de seta falta de compartimentalizagao e
alteracGes estruturais.

Em relagdo aos compostos de reserva como proteinas, amido e lipidios, as

fotomicrografias das estruturas das sementes ao longo do armazenamento cargirmam
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resultados observados nas analises bioquimicas. Neste caso, foi possivel observar que as
maiores alteracfes nos compostos de reserva ocorreram principalmente nos cotilédones
(Figuras 8 e 9) e no eixo embrionario (Figuras 10 e 11). Maior degradac¢éo nas proteinas
e amido foram verificados nas sementes armazenadas na temperatura de 20°C (Figuras 8
M-O; 9 A-F; 10 M-O e 11 A-F ), e nas sementes tratadas com fungicida quimico
armazenadas a 10 °C (Figura 10 G-l) e quando armazenadas a temperatura ambiente, £

25 °C e tratadas com produto quimico ou alecrim (Figuras 9 J-O e 11 J-O).
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Figura 8. Micrografias de luz de sementedideea brasiliensiapos 75 dias de armazenamento. Secdes
transversais do cotilédone. Antes do armazenamento (T@), 2 T3 (armazenadas a 10 °C; sem
tratamento fungicida, tratamento quimico e tratamento com alecrim, respectivamente) e T4 (armazenadas
a 20 °C, sem tratamento fungicida), coradas para proteinas (12 coluna), amido (22 coluna) e lipidios (3?2
coluna). Barras:1in (A,B,C,D,E,F,G,H,J,M,N), 5um (I,K,L,O). As setas indicam alteracdes nos
compostos de reserva e as cabecas de seta falta de compartimentalizacéo e alteragdes estruturais.
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Figura 9. Micrografias de luz de sementedideea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Secbes
transversais do cotilédone, T5, T6 (armazenamento a 20 °C, tratadas com produto quimico e tratadas com
alecrim, respectivamente), e T7, T8 e T9 (armazenamento a 25 + 3 °C, sem tratamento para controle de
fungos, tratadas com produto quimico e tratadas com alecrim, respectivamente), coradas proteinas (12
coluna), amido (22 coluna) e lipidios (32 coluna). BarrasurmO(A,B,D,E,G,H,l,J,K,L,M,N), 5pum

(C,F,0). As setas indicam redu¢do nos compostos de reserva.
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Figura 10. Micrografias de luz de sementesideea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Se¢bes
transversais eixo embriondério. Antes do armazenamento (TO) e T1, T2, T3 (armazenadas a 10 °C; sem
tratamento fungicida, tratamento quimico e tratamento com alecrim, respectivamente) e T4
(armazenadas a 20 °C, sem tratamento fungicida), coradas proteinas (1% coluna), amido (22 coluna) e
lipidios (32 coluna). Barras:juth (A,B,D,E,G,J,K,M), 5um (C,F,H,l,L,N,O). As setas indicam reducao

nos compostos de reserva e as cabecas de seta coalescéncia.
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Figura 11. Micrografias de luz de sementesideea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Se¢bes
transversais do cotilédone, T5, T6 (armazenamento a 20 °C, tratadas com produto quimico e tratadas com
alecrim, respectivamente), e T7, T8 e T9 (armazenamento a 25 + 3 °C, sem tratamento para controle de
fungos, tratadas com produto quimico e tratadas com alecrim, respectivamente), coradas para proteinas
(12 coluna), amido (22 coluna) e Ipidios (32 coluna). Barrasril(l® e 22 colunas), |Bn (32 coluna).As

setas indicam reducao nos compostos de reserva e as cabecas de seta coalescéncia.
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No endosperma, a reducdo nos compostos de reserva das sementes foi menos
intensa que nos cotilédones e no eixo embrionario, porém foi possivel verificar reducéo

principalmente no teor de lipidios (Figuras 12 Fe 13 C e F).
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Figura 12. Micrografias de luz de sementesideea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Se¢bes
transversais do endosperma. Antes do armazenamento (T) B,TT3 (armazenadas a 10 °C; sem
tratamento fungicida, tratamento quimico e tratamento com alecrim, respectivamente) e T4 (armazenadas
a 20 °C, sem tratamento fungicida), coradas para proteinas (12 coluna), amido (22 coluna) e lipidios (32
coluna). Barras:4fn (12 coluna), um (22 e 32 colunas).As setas indicam reducdo nos compostos de
reserva e as cabecas de seta coalescéncia.
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Figura 13. Micrografias de luz de sementesideea brasiliensiapds 75 dias de armazenamento. Se¢bes
transversais do endosperma, T5, T6 (armazenamento a 20 °C, tratadas com produto quimico e tratadas
com alecrim, respectivamente), e T7, T8 e T9 (armazenamento a 25 + 3 °C, sem tratamento para controle
de fungos, tratadas com produto quimico e tratadas com alecrim, respectivamente), para pfoteinas (1
coluna), amido (22 coluna) e lipidios (32 coluna). BarragmlQL? coluna), .um (22 e 32 colunas).As

setas indicam reducao nos compostos de reserva e as cabecas de seta coalescéncia.

Nos cotilédones e no eixo embrionario foi observada maior degradagdo dos
compostos de reserva, proteinas, amido e lipidios, em relacdo ao endosperma (Figura, 8
a 11). Essas estruturas sdo as principais responsaveis pelo armazenamento de composto:s
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de reserva em sementes de diferentes espécies tropicaif\cac farnesiana, Acacia

sp., Caesalpinia coriaria, Gyrocarpus jatrophifolius, Pithecello biumdulce e Swietenia
humilis (SORIANO et al., 2011). Nestas espécies, 0s eixos embrionarios apresentaram
maior concentracdo de inclusbes citoplasmaticas, enquanto que as células nos
cotilédones estavam repletas de corpos de proteina, lipidios, amido e polissacaridos nao-
soluveis. Comportamento similar foi observado na semente de seringueira, no presente
estudo.

Através das analises de microscopia eletrdnica de varredura foi possivel
confirmar a degradacao de compostos de reserva nos cotilédones das sementes durante ¢
armazenamento, de forma semelhante ao observado nas andlises histoquimicas e
bioquimicas (Figura 14). As sementes sem tratamento armazenadas a 10°C e 25°C, e as
tratadas com alecrim, armazenadas a 10°C, mantiveram caracteristicas semelhantes as
sementes recém-colhidas quanto ao conteudo de reservas e estrutura celular ao final do
periodo de armazenamento. Novamente as sementes armazenadas a 20°C apresentarar
maior degradacdo independente das condigbes de armazenamento. Além disso, as
sementes tratadas com alecrim e armazenadas a 20°C e 25°C foram as que apresentaran

maior degradacéo da estrutura celular.
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Figura 14. Fotomicrografia eletrdnica de varredura de se¢fes transversais do cotilédone de sementes de
seringueira. A — semente recém-colhida; B, C e D — sementes armazenadas a 10°C (controle, quimico e
alecrim, respectivamente). E, F e G - sementes armazenadas a 20°C (controle, quimidene a
respectivamente). H, | e J - sementes armazenadas a 20°C (controle, quimico e alecrim, respagtivamen
armazenadas por 75 dias.
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Em associacdo com os dados de bioquimica e histoquimica, € possivel relacionar
o0 desempenho das plantulas oriundas das sementes armazenadas. Sementes
armazenadas a temperatura de 10°C proporcionaram plantulas com maior comprimento
apos 45 dias de semeadura (Figura 15). Vale ressaltar, que aos 60 DAR, sementes
tratadas com produto quimico ndo apresentaram germinacdo, inviabilizando a
determinacdo do comprimento de plantulas. Aos 75 DAR estes dados sO foram
computados para as temperaturas de 10°C e 25°C.
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Figura 15. Comprimento de plantulas (parte aérea e raiz) oriundas de semente de ssrt@ueira
diferentes tratamentos fungicidas ao longo do armazenamento sob diferentes temperaturas.

123



O teor de lipidios nas sementes pode variar de acordo comotipger as
condicbes de armazenamento, principalmente temperatura (KOUTROUBAS et al,
2000). Essas condic¢des influenciam diretamente a degradacao dos lipidios. No presente
estudo foi observada redugdo na concentracdo de lipidios ao final do armazenamento.
Uma tendéncia de reducdo no teor de lipidios em sementes de girassol também foi
observadas por Abreu et al. (2012) e por Balesevic-Tubic et al. (2007). A redugdo no
teor de lipidios associada a peroxidacdo € uma das principais causas da deterioragcédo
rapida de sementes com grande concentracdo dessa reserva como em sementes de
girassol (BALESEVIC-TUBIC et al., 2005) e possivelmente sementes de
seringueira gue também apresentaram alto teor de lipidio.

Lipidios e carboidratos sdo fundamentais para o crescimento das mudas até o
estabelecimento das plantulas (SORIANO et al.,, 2011; KITAJIMA, 2002). Plantulas
jovens dependem da disponibilidade de reservas tais como carboidratos, lipidios,
proteinas e outros nutrientes minerais, até tornarem-se mudas estabelecidas (HANLEY
et al, 2004 e KITAJIMA; MYERS, 2008). De acordo com os resultados de crescimento
de plantulas, individuos mais vigorosos foram oriundos de sementes armazenadas a
10°C, seguidas pelas sementes armazenadas a 25°C. Este comportamento pode ser
associado também ao maior teor de composto de reserva (ak8do proteina e
lipidio) apresentado por estas sementes. Cada uma destas reservas oferece uma
contribuicdo energética diferente para desenvolvimento de plantulas jovens (KITAJIMA
e MYERS, 2008). As sementes armazenadas a 20°C podem ter sido afetadas pela
reducdo no teor de umidade, possivelmente provocado pelo mecanismo de manutengao
desta temperatura (sistema de ar condicionado). Desta forma, a umidade das sementes
ficou abaixo de 22 % a partir dos 45 dias. Esse teor de umidade esta abaixo do exigido
para conservagcdo das sementes de seringueira, cima de 30 % segundo Cicero (1986), e
possivelmente afetou o metabolismo celular e consequentemente a viabilidade das
sementes. J& as sementes armazenadas a 10°C e 25°C mantiveram umidade acima de 3|
% em todo periodo avaliado.

Neste estudo, a degradagédo celular nas sementes tratadas com alecrim e
armazenadas a 20°C e 25°C (Figuras 9 G e 9 J), pode ser atribuida ao esgotamento dos
compostos de reserva e ainda a grande incidéncia de fungos dos §é&isarasm spp,
Penicillium spp, Aspergillus spp e Botritis spfgm da presenca de bactérias, verificada

nestas sementes pelo teste de sanidade.
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5.4. — CONCLUSAO

As sementes armazenadas a temperatura de 10°C proporcionaram melhor
emergéncia e plantulas mais vigorosas possivelmente por apresentarem maior teor de
compostos de reserva ao final do armazenamento, indicando uma relagéo estreita entre

0S compostos de reserva, vigor das sementes e o estabelecimento inicial de plantulas.
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ANEXOS

CAPITULO 2

TABELA 1: Analise de variancia do efeito de diferentes tempos de desenvolvimento
das sementes sobre a germinacao

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 3 6808.000000 2269.333333 81.048 0.0000
erro 12 336.000000 28.000000

Total corrigido 15 7144.000000

CV (%) = 7.45
Média geral: 71.0000000  Numero de observacgoes: 16

TABELA 2: Analise de variancia do efeito de diferntes tempos de desenvolvimento das
sementes sobre o indice de velocidade de crescimento (IVE)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 3 20.773125 6.924375  156.116 0.0000
erro 12 0.532250 0.044354

Total corrigido 15 21.305375

CV (%) = 7.28

Média geral: 2.8937500  Numero de observagoes: 16
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CAPITULO 4

TABELA 3: Analise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre a germinagao

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPERAT 2 22453.333333 11226.666667 146.789  0.0000
TRAT 2 49870.000000 24935.000000 326.027  0.0000
TEMPO 4  49581.111111 12395277778 162.069  0.0000
TEMPERAT*TRAT 4  15046.666667  3761.666667 49.184  0.0000
TEMPERAT*TEMPO 8  3668.888889 458.611111 5.996  0.0000
TRAT*TEMPO 8 5285555556 660.694444 8.639  0.0000
TEMPERAT*TRAT*TEMPO 16  5664.444444  354.027778 4.629  0.0000
erro 135  10325.000000 76.481481

Total corrigido 179  161895.000000

CV (%) = 24.87
Média geral: 35.1666667  Numero de observacoes: 180

TABELA 4: Valores médios da porcentagem de germinacdo de sementes de seringueira
submetidas a diferentes tratamentos, desdobradas dentro de cada temperatura de
armazenamento

Armazenamento em dias
Temp. °C Tratamento 15 30 45 60 75

10 C 80,0 a 77,5 a 75,0b 475a 35a
10 Q 30,0b 275b 10,0 c 50b 25b
10 A 825a 87,5a 87,5a 52,5a 37,5a
20 C 50,0 a 45,0 a 40,0 a 22,5 a 25a
20 Q 250b 20,0b 125c 0,0b 0,0Db
20 A 275b 35,0 a 275b 0,0b 0,0b
25 C 85,0 a 82,5a 72,5 a 450a 20a
25 Q 275b 15,0 c 125b 0,0c 0,0b
25 A 75,0 a 65,0b 175b 2000b 0,0b

Médias seguidas de letras diferentes, em cada temperatura e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

130



TABELA 5: Valores médios da porcentagem de germinacdo de sementes de seringueira
submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento, desdobradas dentro de cads
tratamento para controle de microrganismo

Armazenamento em dias

Tratamento Temp °C 15 30 45 60 75
C 10 80,0 a 77,5a 75,0 a 47,5 a 35,0 a
C 20 50,0 b 450b 40,0 b 225Db 0,0c
C 25 85,0 a 82,5a 72,5 a 45,0 a 20,0 b
Q 10 30,0 a 275a 10,0 a 50a 0,0a
Q 20 250a 20,0 a 125a 0,0a 0,0a
Q 25 275a 15,0 a 125 a 0,0a 0,0a
A 10 82,5a 87,5a 87,5a 525a 37,5a
A 20 275Db 35,0b 275Db 0,0c 0,0b
A 25 75,0 a 65,0 c 175b 2000b 00D

Médias seguidas de letras diferentes, em cada tratamento e periodo de armazenamento, diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. C= tratamento controle; Q= tratamento quimico; A= tratamento com alecrim.

TABELA 6: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o IVE

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 2 136.403858 68.201929 213.775 0.0000
TEMPERATC 2 62.773868 31.386934  98.381 0.0000
TEMPO 4 153.794080 38.448520 120.515 0.0000
TRATAMENTO*TEMPERATC 4 57.481546 14.370386  45.043  0.0000
TRATAMENTO*TEMPO 8 14.087420 1.760927 5.520  0.0000
TEMPERATC*TEMPO 8 5.503177 0.687897 2.156 0.0347
TRATAMENTO*TEMPERATC 16 11.371743 0.710734 2.228 0.0069
erro 135 43.069875 0.319036

Total corrigido 179 484.485566

CV (%) = 29.69
Média geral: 1.9022778  Numero de observacgoes: 180
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TABELA 7: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre a condutividade elétrica

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPERAT 2 20.463930 10.231965  33.576 0.0000
TRAT 2 23.682843 11.841422  38.858 0.0000
TEMPO 4 202.593564 50.648391 166.203 0.0000
TEMPERAT*TRAT 4 24.254197 6.063549  19.898 0.0000
TEMPERAT*TEMPO 8 129.143876 16.142984 52.973 0.0000
TRAT*TEMPO 8 231.281929 28.910241  94.869 0.0000
TEMPERAT*TRAT*TEMPO 16 136.758681 8.547418  28.048 0.0000
erro 135 41.139675 0.304738

Total corrigido 179 809.318695

CV (%) = 15.44

Média geral: 3.5751667  Numero de observagodes: 180

TABELA 8: Analise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre a Malanaodeido (MDa).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 3268.596307 817.149077 167.440 0.0000
TRAT 2 107.117022 53.558511 10.975 0.0001
TEMPERAT 2 392.424313 196.212156 40.205 0.0000
TEMPO*TRAT 8 41.367216 5.170902 1.060 0.3985
TEMPO*TEMPERAT 8 384.071991 48.008999 9.837 0.0000
TRAT*TEMPERAT 4 370.125024 92.531256 18.960 0.0000
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 240.535325 15.033458 3.080 0.0004
erro 90 439.222925 4.880255

Total corrigido 134 5243.460121

CV (%) = 16.99

Média geral: 13.0036296  Numero de observacgoes: 135
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CAPITULO 5

TABELA 9: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o teor de amido no endosperma

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 24782.606240 6195.651560 192.139 0.0000
TRAT 2 248.048806 124.024403 3.846 0.0250
TEMPERAT 2 1389.148730 694.574365 21.540 0.0000
TEMPO*TRAT 8 806.260498 100.782562 3.125 0.0037
TEMPO*TEMPERAT 8 3073.285351 384.160669 11.914 0.0000
TRAT*TEMPERAT 4 1827.118096 456.779524 14.166 0.0000
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 698.516378 43.657274 1.354 0.0436
erro 90 2902.114933 32.245721

Total corrigido 134 35727.099033

CV (%) = 7.86

Média geral: 72.2714074  Numero de observacgoes: 135

TABELA 10: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o teor de amido no embriao

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 13761.190812 3440.297703 211.411 0.0000
TRAT 2 399.252686 199.626343  12.267 0.0000
TEMPERAT 2 3433.848099 1716.924050 105.507 0.0000
TEMPO*TRAT 8 461.494677 57.686835 3.545 0.0013
TEMPO*TEMPERAT 8 517.280108 64.660014 3.973 0.0005
TRAT*TEMPERAT 4 1667.285736 416.821434  25.614 0.0000
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 459.478256 28.717391 1.765 0.0487
erro 90 1464.571533 16.273017

Total corrigido 134 22164.401908

CV (%) = 6.15

Média geral: 65.5782963  Numero de observacoes: 135
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TABELA 11: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o teor de agUcares sollveis totais (AST)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 83287.894247  20821.973562 484.043 0.0000
TRAT 2 1128.674650 564.337325 13.119 0.0000
TEMPERAT 2 16775.070801 8387.535401 194.983 0.0000
TEMPO*TRAT 8 1598.327779 199.790972 4.644 0.0001
TEMPO*TEMPERAT 8 2583.507873 322.938484 7.507 0.0000
TRAT*TEMPERAT 4 1628.757585 407.189396 9.466 0.0000
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 1658.305541 103.644096 2.409 0.0047
erro 90 3871.512800 43.016809

Total corrigido 134  112532.051277

CV (%) = 7.10

Média geral: 92.4221481  Numero de observagoes: 135

TABELA 12: Analise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o teor de proteinas

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 12476.346855  3119.086714  9.747 0.0000
TRAT 2 8681.609228  4340.804614 13.565 0.0000
TEMPERAT 2 77335.574597  38667.787299 120.837 0.0000
TEMPO*TRAT 8 3856.019194 482.002399  1.506 0.1661
TEMPO*TEMPERAT 8 8843.351892  1105.418986  3.454 0.0016
TRAT*TEMPERAT 4 7744.007550  1936.001887  6.050 0.0002
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 2887.521339 180.470084  0.564 0.9027

erro 90  28799.882533 319.998695

Total corrigido 134  150624.313188

CV (%) = 15.42
Média geral: 116.0377037  Numero de observacdes: 135
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TABELA 13: Andlise de variancia do efeito de tratamentos, temperatura e periodo de
aramzenamento das sementes sobre o teor de lipidios

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TEMPO 4 658.906751 164.726688 9.117  0.0000
TRAT 2 61.229521 30.614760 1.694  0.1895
TEMPERAT 2 1942.369001 971.184501 53.749  0.0000
TEMPO*TRAT 8 150.388378 18.798547 1.040 0.4121
TEMPO*TEMPERAT 8 324.862924 40.607866 2.247 0.0309
TRAT*TEMPERAT 4 281.783977 70.445994 3.899 0.0058
TEMPO*TRAT*TEMPERAT 16 174.408377 10.900524 0.603 0.8736
erro 90 1626.185192 18.068724

Total corrigido 134 5220.134121

CV (%) = 7.91

Média geral: 53.7343704  Numero de observacgoes: 135
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