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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez ”. (George B. Shaw)



RESUMO

A seringueira (Hevea spp) é conhecida como uma espécie potencial produtora de latex. Pouca
atencdo é voltada para suas sementes, j& que podem ser utilizadas na producdo de porta-
enxertos para implementacdo de novos seringais e biocombustivel, e apreciada para consumo
humano em formas de farinhas, suplementos, cosméticos. Objetivou-se avaliar o
comportamento de algumas enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos, sacarose e
antioxidantes com o intuito de ampliar o conhecimento sobre a germinagdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira. As sementes utilizadas foram coletadas
de arvores de pé-franco. Foram avaliados 0s seguintes estadios de desenvolvimento: semente
quiescente (SQ) — logo apos a deiscéncia; —ponto brancol (PB) — 9 dias apds a semeadura
(DAS); —pata de aranhal (PA) — 13 DAS; —palitol (PAL) — 18 DAS e iniciacéo foliar (IF) —25
DAS. Foram coletadas 100 sementes e/ou plantulas em cada estadio e realizadas as seguintes
avaliacOes: teor de agua, matéria seca, teor de lipideos e analise histolégica dos corpos
lipidicos presentes no endosperma. As enzimas analisadas foram: invertase acida do vacuolo
(IAV), invertase &cida da parede (IAP), invertase neutra do citosol (INC), nos tecidos de eixo
embrionario, cotilédone, endosperma, améndoa, raiz e parte aérea. Também foram analisadas
as enzimas: isocitrato liase (ICL), lipoxigenase (LOX), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX) e superoxido dismutase (SOD), por eletroforese em cotilédone, endosperma, améndoa,
raiz e parte aérea. A andlise de expressdo foi realizada através do software Imagel®. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se o software SISVAR
com a andlise de variancia feita com base na comparacdo de médias, pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade. O teor mais elevado de lipideos e matéria seca foi evidenciado em
SQ, esse comportamento justifica-se, pois esse é quantitativamente o principal composto de
reserva da semente. A matéria seca do endosperma foi expressivamente consumida durante a
germinagdo enquanto o eixo embriondrio e cotilédones cresciam. A maxima degradacdo de
lipideos e da sintese de sacarose ocorre no endosperma em PB. A atividade de 1AV foi mais
acentuada em tecidos maduros. J4 a atividade de IAP foi mais alta em tecidos em
desenvolvimento pois essa enzima é caracteristica de zonas de crescimento ativo. A atividade
de INC ¢ relativamente inferior as invertases acidas, pois é uma enzima expressa em tecidos
visando a manutencdo dos carboidratos. Outra constatacdo importante esta na presenca das
invertases em SQ, sugerindo que essas enzimas sejam pré-existentes, pois sdo importantes
durante o desenvolvimento das sementes. A expressdo da ICL em SQ pode ser proveniente do
processo de formacao das sementes. Por outro lado, a presenca de LOX salienta as condicGes
de estresse que os tecidos podem ter passado durante a germinacdo. A elevada atividade da
CAT e GPX em SQ sugerem que essas enzimas sdo oriundas do processo de formacgéo da
semente e a atividade da SOD foi superior as da CAT e GPX pois ela é a primeira barreira de
desintoxicacdo celular. O aumento da atividade de SOD no decorrer do processo germinativo
denota a boa hidratagdo desses tecidos, reduzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio.

Palavras-chave: Hevea spp. Invertases. Sistema Antioxidante. Triacilglicerois.



ABSTRACT

The rubber tree (Hevea spp) is known as a potential species of latex. Little attention is focused
on their seeds, since they can be used in the production of rootstocks for the implementation
of new seringals and biofuel, in addition to being appreciated for human consumption in
flours, supplements, cosmetics. The objective of this study was to evaluate the behavior of
some enzymes involved in the metabolism of lipids, sucrose and antioxidants in order to
increase knowledge about germinative aspects and initial development of rubber tree
seedlings. The seeds used were collected from standing trees. The following stages of
development were evaluated: quiescent seed (SQ) - shortly after dehiscence; "White point"
(PB) - 9 days after sowing (DAS); "Spider's paw" (PA) - 13 DAS; "Palito” (PAL) - 18 DAS
and leaf initiation (IF) - 25 DAS. 100 seeds and / or seedlings were collected at each stage and
the following evaluations were performed: water content, dry matter, lipid content and
histological analysis of the lipid bodies present in the endosperm. The enzymes analyzed
were: acid invertase of the vacuole (IAV), acid wall invertase (IAP), cytosol neutral invertase
(INC), embryonic axis, cotyledon, endosperm, almond, root and shoot. The enzymes:
isocitrate lyase (ICL), lipoxygenase (LOX), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX)
and superoxide dismutase (SOD) were also analyzed by electrophoresis technique in
cotyledon, endosperm, almond, root and shoot. Expression analysis was performed using
ImageJ® software. The experimental design was completely randomized using the SISVAR
software with analysis of variance based on the comparison of means by the Scott-Knott test,
with a 5% probability. The highest content of lipids and dry matter was evidenced in SQ, this
behavior is justified, since this is quantitatively the main reserve compound of the seed. Dry
matter of the endosperm was significantly consumed during germination while the embryonic
axis and cotyledons grew. The maximum degradation of lipids and sucrose synthesis occurs in
the endosperm in PB. 1AV activity was more pronounced in mature tissues. The activity of
IPA was higher in developing tissues because this enzyme is characteristic of active growth
zones. The activity of INC is relatively lower than acidic invertases, since it is an enzyme
expressed in tissues aiming at the maintenance of carbohydrates. Another important finding is
the presence of invertebrates in SQ, suggesting that these enzymes are pre-existing, since they
are important during seed development. The expression of ICL in SQ can be derived from the
seed formation process. On the other hand, the presence of LOX stresses the stress conditions
that the tissues may have passed during germination. The high activity of CAT and GPX in
SQ suggest that these enzymes come from the seed formation process and the SOD activity
was superior to those of CAT and GPX as it is the first cell detoxification barrier. The
increase in SOD activity during the germination process indicates the good hydration of these
tissues, reducing the formation of reactive oxygen species.

Keywords: Hevea spp. Invertases. Antioxidant System. Triacylglycerols.






INDICADORES DE IMPACTOS

A pesquisa analisou 0 metabolismo de lipideos, sacarose e antioxidantes durante a germinacéo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira (Hevea spp.), trazendo avancos significativos
para a compreensdo do aproveitamento de reservas energéticas e do sistema antioxidante em
sementes recalcitrantes. Os resultados indicaram que a mobilizacdo de lipideos e matéria seca
ocorre de forma progressiva, garantindo substratos energéticos essenciais para o desenvolvimento
embrionario, sendo que a méxima degradacdo dessas reservas foi observada na raiz aos 13 dias
ap6s a semeadura. As invertases desempenharam papel fundamental na disponibilizacdo de
carboidratos, destacando a importancia da invertase acida da parede celular em tecidos em
crescimento e da invertase neutra na manutencdo metabolica. A atuacdo da isocitrato liase no ciclo
do glioxilato foi decisiva para a conversdo de lipideos em carboidratos, um fator crucial para a
viabilidade das plantulas. A presenca da lipoxigenase indicou estresse oxidativo durante a
germinacdo, sendo que as enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase j& estavam ativas
na semente antes da germinagdo, protegendo a estrutura celular contra danos oxidativos. A
pesquisa apresenta impacto académico ao contribuir para o aprofundamento do conhecimento
sobre o metabolismo de sementes recalcitrantes, sendo relevante para estudantes, pesquisadores e
instituicdes que atuam na area de fisiologia vegetal e biotecnologia. Além disso, ao fornecer
subsidios para a conservacao e 0 armazenamento dessas sementes, auxilia bancos de germoplasma
e institui¢Oes voltadas a preservacdo da biodiversidade, com reflexos diretos na educacéo cientifica
e na formacéo de profissionais qualificados para atuar na area ambiental. A seringueira, sendo uma
cultura estratégica para o setor agricola e industrial, tem potencial para beneficiar viveiristas e
produtores rurais, além de contribuir para a producdo sustentdvel de borracha natural,
biocombustiveis e produtos agroindustriais. O estudo, ao abordar aspectos essenciais do
metabolismo vegetal e sua aplicacdo na sustentabilidade da producdo agricola, alinha-se a
iniciativas voltadas ao aprimoramento da capacitagdo técnica e cientifica, promovendo impactos na
educacdo e na difusdo do conhecimento dentro e fora do meio académico. Dessa forma, a pesquisa
representa uma contribuicdo relevante para a ciéncia, a sustentabilidade e o desenvolvimento de
estratégias de manejo mais eficientes e ambientalmente responsaveis.



IMPACT INDICATORS

The research analyzed the metabolism of lipids, sucrose, and antioxidants during the germination
and early development of rubber tree (Hevea spp.) seedlings, making significant advancements in
understanding the utilization of energy reserves and the antioxidant system in recalcitrant seeds.
The results indicated that the mobilization of lipids and dry matter occurs progressively, providing
essential energy substrates for embryonic development, with maximum degradation of these
reserves observed in the root at 13 days after sowing. Invertases played a key role in the
availability of carbohydrates, highlighting the importance of the cell wall acid invertase in growing
tissues and the neutral invertase in metabolic maintenance. The involvement of isocitrate lyase in
the glyoxylate cycle was crucial for the conversion of lipids into carbohydrates, an essential factor
for seedling viability. The presence of lipoxygenase indicated oxidative stress during germination,
with antioxidant enzymes catalase and glutathione peroxidase already active in the seed before
germination, protecting the cellular structure from oxidative damage. The research has academic
impact by contributing to a deeper understanding of the metabolism of recalcitrant seeds, being
relevant for students, researchers, and institutions involved in plant physiology and biotechnology.
Additionally, by providing insights into the conservation and storage of these seeds, it supports
germplasm banks and institutions focused on biodiversity preservation, with direct effects on
scientific education and the training of professionals in the environmental field. As a strategic crop
for the agricultural and industrial sectors, the rubber tree has the potential to benefit nurserymen
and farmers, in addition to contributing to the sustainable production of natural rubber, biofuels,
and agro-industrial products. The study, by addressing essential aspects of plant metabolism and its
application to the sustainability of agricultural production, aligns with initiatives aimed at
improving technical and scientific training, promoting impacts on education and knowledge
dissemination both within and outside the academic community. Therefore, the research represents
a significant contribution to science, sustainability, and the development of more efficient and
environmentally responsible management strategies.
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INTRODUCAO

A seringueira € uma espécie de elevado potencial econdmico pois é por meio dela
que se extrai o latex, matéria prima utilizada na industria para a fabricagdo de produtos como
preservativos, luvas cirurgicas e pneumaticos. Quando a extracdo do latex ndo € mais
rentavel, procede-se a derrubada das arvores, matéria prima muito explorada por paises
asiaticos como a Malasia, onde 70% da madeira utilizada é proveniente desta espécie
(SHIGEMATSU, 2011).

Além do latex e da madeira, as sementes de seringueira constituem foco de novas
pesquisas vinculadas ao seu aproveitamento em diversas areas econémicas. Dentre elas, a sua
aplicacdo na producdo de biodiesel, devido ao alto teor de dleo da semente (35-60%) (ONOJI,
2016; RESHAD, 2015). E o seu expressivo valor nutricional, que é aproveitado na produgéo
de farinha de peixe, adubo, suplemento alimentar, barra de cereal, entre outros.

As sementes de seringueira sdo grandes e classificam-se no grupo de sementes
recalcitrantes, ou seja, incapazes de sobreviver e manter-se viaveis durante a dessecacao
(WALTERS et al., 2013). Essa caracteristica limita o processo de producdo de mudas de
forma intermitente, pois 0s porta-enxertos sdo obtidos por meio da germinagdo de sementes
coletadas das plantacGes (PRABPREE, 2018), sendo este um entrave em sua utilizacdo. Outra
caracteristica das sementes dessa espécie, é que sua deiscéncia ocorre quando a maturacdo
méaxima é atingida e por se tratar de um processo irreversivel, pesquisas acerca do
conhecimento da atividade das enzimas envolvidas no processo germinativo podem auxiliar
na manutencgéo da viabilidade da semente usada na producédo de porta enxertos.

Os primeiros estudos com sementes de seringueira iniciaram-se entre 0s anos de
1873 - 1875 e ndo foram bem-sucedidos (DE SOUZA GONGCALVES, 1990). O principal
fator ligado as tentativas falhas de maximizacdo da germinacdo de sementes de seringueira
podem estar atreladas a elevada variacdo no peso de sementes individuais, onde encontram-se
valores de 3,5 a 6,0 g/semente (IAC, 2017). Essa discrepancia morfoldgica pode ser atribuida
a elevada variabilidade genética desses materiais, que em sua maioria, possuem o endosperma
representando cerca de 90% da composicdo da améndoa fresca sem tegumento, e o restante
encontra-se no eixo embriondrio e cotilédone.

Com relacdo as principais reservas das sementes de seringueira, os lipideos
representam a maior constituicdo destas, seguido pelo amido, agUcares, proteinas e 0s
aminoacidos (ALENCAR, 2003). Os lipideos sdo armazenados nas sementes em oleossomos

na forma de triacilglicerdis (TAGs). Os TAGs sao a principal reserva de carbono e energia de
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espécies oleaginosas, essencial até o momento em que a plantula ndo dependa mais das
reservas da semente. A formacdo dos corpos lipidicos ocorre a partir do reticulo
endoplasmatico em células embrionarias durante a maturacdo da semente, sendo degradados
na germinacao e no subsequente desenvolvimento das plantulas (SHIMADA, 2018).

Os TAGs presentes nos oleossomos iniciam a clivagem por meio das lipases, liberando
acidos graxos nos glioxissomos, onde sdo degradados pela B-oxidagdo, produzindo Acetil-
CoA (DIETZ et al., 2016). O Acetil-CoA é incorporado no ciclo do glioxilato onde atua a
enzima exclusiva do clico isocitrato liase (ICL), que participa da conversdo de isocitrato a
succinato e glioxilato. Essa enzima apresenta sua atividade maxima quando ocorre a
mobilizacdo de reservas, maximizando a conversdo de lipideos de reserva a hexoses e
posteriormente a sacarose, através dos passos sequenciais da gliconeogénese, mobilizando
esses agucares para locais onde ha demanda, especialmente o eixo embrionario.

A sacarose oriunda da hidrolise de lipideos é quebrada em glicose e frutose por meio
da acdo das invertases, que estdo presentes em diversos compartimentos celulares e fornecem
substrato para o crescimento do eixo embrionario e posterior desenvolvimento das plantulas
(MOREIRA, 2009).

Além da germinacdo, varios processos de desenvolvimento durante o ciclo de vida de
uma planta séo caracterizados por mudancgas na composi¢do e renovagao de lipideos celulares.
Os corpos lipidicos possuem uma membrana com uma monocamada fosfolipidica que é
degradada no inicio da germinacdo, tornando detectavel uma importante enzima envolvida no
processo de estresse oxidativo, a lipoxigenase (LOX) (FEUSSNER, 2001). Ela possui como
principal funcdo a oxidacdo dos &cidos graxos esterificados antes da acdo das lipases,
podendo ocorrer nesse processo oxidativo a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS), que promovem a catalise da peroxidacdo lipidica, utilizando como substrato os
triacilglicerdis e os fosfolipideos de membranas (DE OLIVEIRA, et al., 2006).

Com a producdo das EROS pode ocorrer o aumento da atividade das enzimas
envolvidas no sistema antioxidante, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPX), que atuam protegendo a integridade do sistema de membranas,
da peroxidacdo lipidica (ROACH et al., 2008). Essa peroxidacdo, especialmente no eixo
embrionério, pode causar um distdrbio metabdlico diminuindo a eficiéncia das enzimas do
sistema antioxidante, prejudicando o desenvolvimento germinativo e podendo levar a morte

celular e inviabilidade dessas sementes ap6s a deiscéncia, inviabilizando o armazenamento.
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Diante do exposto, objetiva-se avaliar o comportamento de enzimas envolvidas no
metabolismo de lipideos, sacarose e antioxidantes no eixo embrionario, cotilédones,
endosperma, raiz e parte aérea de sementes de seringueira durante a germinagdo, visando

ampliar o conhecimento sobre aspectos germinativos e do crescimento inicial de Hevea spp.

REFERENCIAL TEORICO
1.1 Aspectos Gerais

O auge da exploracéo de latex teve inicio na década de 20, na regido Amazodnica, onde
o0s bardes do café migrando para a regido, construiram prédios suntuosos como teatros, pracas,
gue permanecem até hoje como monumentos historicos. Nesse periodo, a exploracdo de latex
que ainda ndo era muito conhecida na regido gerou grandes riquezas, atraindo povos de
diversas regides em busca de novas oportunidades de trabalho nos seringais. Atualmente, a
producdo na regido ainda permanece de forma extrativa em &reas nativas (TAKEUCHI,
2012). O Brasil, que no inicio do século 20 era o maior produtor mundial, hoje contribui com
somente 1% dos numeros, sendo incapaz de atender até mesmo a demanda interna de
consumo (IRSG, 2009).

Os paises asiaticos concentram o maior contingente de produgdo de borracha no
mundo, representando cerca de 60% da producdo total. Na década de 80, as &reas que
apresentaram elevada expansdo das areas de cultivo de seringueira foram a Malésia e a
Tailandia, mas mais recentemente as regides montanhosas da China, Laos, Tailandia, Vietna,
Camboja e Mianmar apresentaram um crescimento de cerca de 1 milhdo de hectares onde as
arvores ndo eram habitualmente cultivadas (MANIVONG; CRAMB, 2008, ZIEGLER et al.,
2009, LI; FOX, 2011). Grande parte desse aumento pode ser atribuido ao incentivo
governamental tailandés, que atua frente aos agricultores, encorajando-os a explorar novas
areas do pais (LI; FOX, 2011).

A regido de origem da seringueira, localiza-se Amazonia Tropical Umida, Mato
Grosso e Bahia. Areas como Goiéas, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Maranhdo, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais s@o consideradas areas de producéo

nao tradicionais de cultivo comercial no Brasil.

1.2 Caracteristicas Botanicas

A seringueira pertence ao género Hevea e a familia Euphorbiaceae, que também

engloba importantes culturas tropicais como a mamona, a mandioca, € 0 pinhdo manso
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(GONCALVES; FONTES, 2009). Essa familia, representa 290 géneros, com cerca de 7500
espécies, que se encontram distribuidas em regides tropicais e subtropicais, com enfoque na
América e na Africa.

Segundo Gongcalves et al. (2001), foram relatadas as seguintes espécies de Hevea no
Brasil: Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.; Hevea guianensisAublet,
Hevea benthamiana Muell.-Arg.; Hevea pauciflora (Spruce ex Benth.); Hevea nitida Mart. ex
Muell.-Arg.; Hevea spruceana (Benth.); Hevea paludosa Ule Jarb.; Hevea rigidifolia (Spruce
ex Benth.) Muell.-Arg.; Hevea camporum Ducke, Hevea microphylla Ule e Hevea
camargoana Pires.

No estudo desse género, pode-se observar que apenas as espécies de Hevea
brasiliensis, Hevea guianensis e Hevea benthamiana sdo potenciais produtoras de latex para a
extracdo comercial, dando énfase a Hevea brasiliensis, por ser esta a que possui melhor
desempenho produtivo (GONCALVES et al., 1997).

As plantas de seringueira  provenientes de  sementes  apresentam
grandedesuniformidade em seu desenvolvimento, mesmo que sejam de um mesmo lote e
estejam em condi¢Oes controladas, sendo aplicadas somente na formacdo de porta-enxertos
em viveiros (MOREIRA, 2009). Isso ocorre por se tratar de uma espécie mondica, al6gama,

com flores unissexuadas, e caracterizar-se por sua polinizacdo preferencialmente cruzada.

1.3 Semente de Seringueira

As sementes de seringueira possuem tamanho grande, formato ovalado, ligeiramente
compridas, com coloragdo acinzentada ou marrom palido e com numerosas matizes sobre a
superficie dorsal. Aquelas oriundas de clones, como pode-se observar na Figura 1, podem ser
identificas pela coloracdo do tegumento caracteristica, que € derivado do progenitor do sexo
feminino e pelas marcas e formas determinadas pelas pressdes externas da capsula durante o
seu desenvolvimento (WORLD AGROFORESTRY DATABASE, 2012).
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Figural - Fotografiada semente de seringueira apos a deiscéncia.

Fonte: SERPA, 2018.

O progenitor do sexo masculino, origina o endosperma e o embrido das sementes, por
meio de uma fusdo tripla feita por um dos gametas masculinos do grdo de polén a dois
nucleos polares do saco embrionario, e pela fusdo de um outro nicleo reprodutivo do grédo de
polen a oosfera, originando os tecidos filiais (embrido e endosperma) (MOREIRA, 2009).
Essas estruturas podem ser observadas discriminadamente na Figura 2.

Figura 2 - Fotografias de sementes de seringueira. Améndoas da semente de seringueira

(A); Améndoa da semente de seringueira cortada longitudinalmente,
discriminando o cotilédone e o eixo embrionario (B).

endosperma
eixo embrionario

(Adaptado de Moreira, 2009).

As sementes de seringueira sdo classificadas como recalcitrantes, ou seja, possuem alta
sensibilidade a dessecacdo e ndo conseguem preservar 0 seu sistema de estruturacdo de
membranas quando o contetdo de &gua interno atinge valores muito baixos, perdendo sua
viabilidade (GARCIA; VIEIRA, 1994). Entre os sintomas evidenciados nas sementes que
podem denotar seu envelhecimento, pode-se citar: atraso na germinacao, diminui¢do na taxa
de germinacdo, incapacidade de germinar nos extremos de seu limite ambiental, maior
susceptibilidade ao ataque por microrganismos nesses extremos, crescimento diminuido,

mudanca na cor, aumento no nimero de plantulas anormais e baixa sobrevivéncia no campo,
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determinando baixa produtividade (CHING; SCHOOLCRAFT, 1968; DELOUCHE, 1968;
HARRINGTON, 1972).

No decorrer do processo germinativo, pode-se dividir os estadios de desenvolvimento
das sementes de seringueira da seguinte maneira: Semente quiescente (SQ): logo apds a
dispersdo da planta-mae; ponto branco (PB): inicia-se a protusdo radicular por meio do eixo
embrionario; pata de aranha (PA): estruturas radiculares mais desenvolvidas; palito (PAL):
aumento do comprimento da raiz e desenvolvimento de parte aérea; iniciacdo foliar (IF):
plantula emitindo o primeiro par de folhas, conforme descrito na Figura 3.

Figura 3 - Fotografias de sementes de seringueira durante o0s estadios de
desenvolvimento germinativo.

Semente a
Quiescente “Ponto Branco” “Pata de Aranha” “Palito” “Iniciagdo Foliar”

Fonte: SERPA, 2018.

De acordo com o experimento conduzido por Alencar (2003), avaliando a mobilizagao
de reservas de sementes de seringueira, obteve-se a constituicdo representada na Tabela 1 com
0s estadios acima descritos discriminados no eixo horizontal.

Em sementes quiescentes, pode-se observar que do seu conteudo total, cerca de 37,5 %
eram representados por lipideos, enquanto que as proteinas representavam 20,1%, seguidos
por amido, agucares solUveis totais, agucares redutores e aminoacidos.

A fracdo proteica pode ser dividida entre as proteinas soliveis e insoluveis. As
proteinas insollveis representam cerca de 11%, e subdividem-se entre prolaminas e glutelinas,
enquanto que as insollveis constituem cerca de 9% e englobam as albuminas e globulinas.

O oleo proveniente das sementes de seringueira possui propriedades similares a aquelas
encontradas no 6leo de linhaca e soja, e se torna uma alternativa a industria manufatureira,
atuando na complementacdo de diversas matérias primas que utilizam esse subproduto, tais
como biodiesel (SHARON, 2012; FAZAL 2010).

Durante o processo germinativo e desenvolvimento inicial de plantulas o contetdo de

lipideos, proteinas e carboidratos, foi progressivamente consumido, isso se deve a hidrolise e
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mobilizagdo que ocorre por meio da acdo de enzimas especificas que atuam durante esses
eventos (ALENCAR, 2003).



Tabelal - Composicdo de sementes de seringueira expressas por mg de matéria seca de endosperma. Onde SQ: sementes quiescentes;
PB: —ponto brancol; PA: —pata de aranhal; PAL: —palitol; IF: iniciagdo foliar. Dados adaptados de Alencar (2003).

| tadios de Desenvolvimento

SQ PB PA PAL IF
Aminoacidos 0,2+0 14+11 20 +£0,03 18 + 0,01 11 £ 0,04
Proteinas Totais 225+21 208 + 4,3 180 £ 5,7 142 £ 6,2 125+ 34
Proteinas Soluveis 100+ 1,8 118+ 2,1 123+2,0 75+24 53+1,.2
Proteinas Insoltveis 125+ 0,8 100 + 4,3 75+9,8 67 +7,2 62 +4,6
Lipideos 410 £ 50 384 + 26 375+ 15 298 + 12 221 £ 16
AR 23,4+6 4+0 37+0,1 21+0,1 25+0,3
AST 348+31 41+79 48 + 3,1 29+0,2 30+28
Sacarose 11,4+3 37+39 11+15 8+0,1 5+15
Amido 48 +0,5 20+0,1 41+0,1 8+0,2 27+0,1

Média = erro padréo da media

Fonte: SERPA, 2018.
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1.4 Processo Germinativo

1.4.1 Metabolismo de Lipideos

A germinacdo e desenvolvimento inicial das plantas de espécies oleaginosas €
caracterizado e dependente de uma mobilizagdo dos lipideos, que consistem como reservas de
carbono e energia quimica para a plantula. As concentragdes das substancias presentes no
interior das sementes sofrem variacbes no decorrer do processo germinativo. Estudos
anteriores sugerem que ocorre uma elevacdo no nimero de acidos graxos, fosfatos acidos e de
aminoacidos, e essa producdo ocasiona uma acidificacdo do vacuolo, favorecendo a producéo
de radicais livres que aceleram a oxidagdo (ABDUL-BAKI; ANDERSON, 1972).

A composicao lipidica dessas sementes pode ser descrita segundo Liu (2018) da
seguinte forma: 12,3% acido palmitico, 2,9% acido esteéarico 29,6%, acido oleico 37,5%,
acido linoleico e 17,1%écido linolénico. No entanto, tanto a composicao lipidica como sua
constituicdo quimica sdo bastante varidveis nos valores encontrados na literatura, pois
dependem tanto dos fatores genéticos quanto ambientais.

No interior dos corpos lipidicos, estdo localizados os triacilglicerois, ésteres de
glicerol formados por cadeias longas, geralmente de 12 a 24 4tomos de carbono, e possuem
diferentes graus de insaturacdo, sdo unidos as hidroxilas do glicerol formando uma molécula
triesterificada de alto peso molecular (600 a 900 g. mol ™).

Nas sementes, o0s locais de armazenamento desses triacilglicerdis sdo os cotilédones ou
o0 endosperma. De forma geral, estdo presentes em aproximadamente 95% do 6leo, enquanto o
restante € constituido de acidos graxos livres, fosfolipideos, carotenos, tocoferdis e tragos de
agua (TAIlZ et al., 2017).

Sementes que possuem uma quantidade muito elevada de lipideos em seu endosperma,
possuem enzimas exclusivas que sdo responsaveis pela quebra desses compostos e posterior
fornecimento de substratos para ativagdo de diversos processos metabdlicos, tais como [-
oxidacao, ciclo do glioxilato e gliconeogénese. Entre essas enzimas pode-se citar a isocitrato
liase (ICL) e a malato sintase (MS), responsaveis por catalisar a clivagem de oxiacidos no
ciclo do glioxilato, necessarios para o desenvolvimento de novas estruturas durante o processo
germinativo.

O ciclo do glioxilato foi descoberto por Kornberg e Krebs (1957) a partir de estudos
feitos com bactérias cultivadas em acetato. A ICL é uma enzima chave por ser capaz de
converter duas moléculas de Acetil-CoA a uma molécula de succinato. Essa via alternativa ao

Ciclo de Krebs, confere a essa rota a vantagem de ndo passar pela etapa descarboxilativa
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permitindo maior aproveitamento dos carbonos assimilados para serem utilizados na sintese
de carboidratos fornecendo substrato para as reacdes subsequentes.

Os primeiros estudos onde fez-se a descricdo metabdlica do ciclo do glioxilato, foram
durante trabalhos feitos com bactérias, leveduras e fungos, organismos capazes de sobreviver
em ambientes onde a fonte de carbono é proveniente do acetato ou etanol (KORNBERG,
1958). Em sementes oleaginosas, durante o processo germinativo, ocorre a lise dos corpos
lipidicos, liberando acidos graxos, que serdo degradados por meio da -oxidacdo, fornecendo
os substratos para inicio do ciclo do glioxilato (DIETZ et al., 2016). Em plantas superiores,
como Hevea spp, esse ciclo é o responsavel, durante a germinacdo, pela conversao de lipideos
em carboidratos. A relacdo entre as atividades enzimaticas do ciclo e o uso de lipideos de
reserva, em cotilédones, existe em varias espécies, mas com diferencas nas quantidades
determinadas e no tempo de germinacdo (KAGAWA et al., 1973).

A atividade dessa enzima aumenta durante a germinagdo das sementes e obtém valores
méaximos quando ocorre a maximo da proporcdo de lipideos degradados e da sintese de
sacarose (BEWLEY & BLACK, 1994). Neste ciclo, os lipideos insolGveis das sementes se
transformam em aculcares solUveis (sacarose), os quais sdo facilmente deslocados para os
meristemas radiculares e apicais (CIONI et al., 1981). Embora o ciclo do glioxilato tenha sido
estudado em varias espécies, a relacdo entre o teor de lipideos e a atividade dessa enzima em
Hevea spp ainda ndo é conhecida.

Por outro lado, a presenca de determinadas enzimas pode acusar falhas nas rotas
metabolicas atuantes no processo de germinacgdo. A enzima lipoxigenase por exemplo, capaz
de produzir oxigénio reativo, pode atuar como catalizador da reacdo de peroxidacao lipidica,
acentuando a formacdo de EROS. Essas peroxidacdes lipidicas estdo entre as principais
consequéncias da deterioracdo das sementes no processo de envelhecimento. Seu inicio se da
pela formacdo espontdnea de EROs por meio do processo oxidativo ou por catélises
enzimaticas (FERGUSON et al., 1990). Esses radicais livres podem produzir danos nas
membranas, continuando a propagacdo a outros radicais livres, 0 que geraria uma reacdo em
cadeia, causando um dano degenerativo irreversivel, e uma consequente perda da viabilidade
de germinacéo dessas sementes (MCDONALD, 1999).

Nas figuras 4 e 5, pode-se observar um esquema resumido do processo de peroxidagao
lipidica, onde ocorre a abstracdo de um hidrogénio do grupamento metil, gerando um radical
livre e um &cido. Posteriormente ocorre a reacdo desse radical livre com o oxigénio molecular

fazendo com que ocorra a formacao de um radical peroxido que reage com outro acido graxo
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insaturado, formando um hidroperédxido, que é instavel e se degrada favorecendo a formacao
de novos radicais livres (REPETTO, 2012).

Figura4 - Esquema demonstrativo da fase inicial do processo de peroxidacéo lipidica.

Abstragdo do hidrogénio l e

# Rearranjamento

b, PR, W

Fonte: REPETTO, 2012.

Figura5 - Fase inicial do passo de propagacao do processo de peroxidacdo lipidica
indicando o consumo de oxigénio.

Absorgio de O

4 Radical peroxido

Fonte: REPETTO, 2012.
1.4.2 Metabolismo de Carboidratos

Os acucares possuem um papel fundamental no metabolismo celular, sendo
responsaveis pelo fornecimento de carbono e energia para os organismos vivos. Geralmente
esses carboidratos sdo armazenados como polissacarideos em diferentes érgdos da planta
(WANG et al.,, 2018). As rotas enzimaticas responsaveis pela quebra de sacarose no
metabolismo celular ocorrem por meio da atividade das invertases e da sacarose sintase
(SuSy) (KOCH, 2004).

Os produtos das reagdes dessas enzimas diferem, as invertases quebram a sacarose em
glicose e frutose, (TAIZ; ZEIGER, 2017) enquanto que SuSy forma UDP-Glicose e frutose
(SCHMOLZER, 2016). Em geral, as hexoses auxiliam no processo de divisdo e a expansdo
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celular devido ao aumento no fornecimento de esqueleto de carbono, enquanto que a sacarose
favorece a diferenciacdo e a maturacdo de sementes (BAUD et al., 2002; BORISJUK et al.,
2002).

As invertases sdo responsaveis pela alta acumulagdo de lipideos, sugerindo que a
sacarose utilizada na sintese de amido ocorre via SuSy, enquanto que a sacarose que é
hidrolisada pelas invertases é utilizada para a sintese de lipideos (TOMLINSON et al.,
2004).0rgdos que ndo fazem fotossintese e que atuam somente no consumo desses agucares,
sdo altamente dependentes da acdo dessas invertases.Em sementes, 0s aglcares se encontram
em grande parte presentes no endosperma, e dentre suas fungdes, atuam no suprimento de
carbono ao eixo embrionario em desenvolvimento, possibilitando assim a germinacao
(ZUMA, 2018).

As enzimas SuSy e invertases, responsaveis pela hidrdlise de sacarose no embrido e
endosperma possuem uma fungdo fundamental na germinacdo e desenvolvimento inicial das
plantulas. A sacarose atua no fornecimento de carbono e energia para 6rgdos que néo realizam
fotossintese (MOREIRA, 2009), importando esses acglcares para suprir suas demandas
metabdlicas. A presenca dessas enzimas no endosperma e embrido, é decorrente da
remanescéncia dessas proteinas no processo de formacgdo desses Orgdos durante o
desenvolvimento da semente.

Durante a germinacdo, as sementes passam por estadios de desenvolvimento de
diferentes duracdes, envolvendo mudancgas estruturais e fisiologicas nas quais a participacédo
de enzimas no metabolismo de carboidratos é trivial. Existem diferentes isoformas dessas
invertases, sendo classificadas de acordo com sua solubilidade e o seu pH 6timo. As
invertases solUveis sdo a invertase acida do vacuolo e a invertase neutra do citosol, enquanto
que a invertase &cida da parede € caracterizada como insoltvel. Além de fornecer hexoses,
essas enzimas também participam da regulacdo da razdo sacarose/hexose auxiliando no
desenvolvimento e no crescimento de novas estruturas (KOCH, 2004; MOREIRA, 2009). A
alta atividade dessas invertases e alta razdo de hexose/sacarose no metabolismo celular,
também pode ser observada em culturas como o milho e diversos cerais (CHENG;
CHOUREY, 1999; WINTER; HUBER, 2000; HIROSE, 2002).

A sacarose e as hexoses estdo diretamente ligadas ao suprimento de carbono para o
processo respiratério, e atuam como fonte de energia, aminoacidos, lipideos, proteinas,
celulose, amido, clorofilas, carotenoides e fito hormdénio (BONOME et al., 2011). A

seringueira usa a sacarose como molécula precursora para a biossintese de latex e na
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regeneracdo da casca (CAIRO, 2009). O metabolismo da sacarose nessa espécie vem sendo
amplamente estudando visando a producédo de latex (LIU et al., 2015, 2016) porém existem

poucos estudos sobre o metabolismo da sacarose em sementes de Hevea spp.

1.4.3 Enzima Lipoxigenase

As lipoxigenases (LOXs) sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas em plantas e
animais superiores. Elas podem ser detectadas quando ocorre a degradacdo dos corpos
lipidicos durante os primeiros estadios da germinacdo, e caracterizam-se por catalisar a adi¢ao
do oxigénio molecular ao sistema pentadieno dos acidos graxos polinsaturados, formando
hidroperdxidos dos &cidos graxos correspondentes e contém ferro ndo-heme, que € necessario
para sua atividade catalitica (SHABAN et al., 2013).

Além das EROs, os lipideos também sdo catabolizados pelas LOXs, que podem
reduzir a viabilidade das sementes, pois quando as sementes sdo expostas a condices de
estresse ocorrem danos fisicos em suas células, em decorréncia da degradacdo sequencial de
lipideos (ANJUM et al., 2015). Essas enzimas formam hidroperoxidos de &cidos graxos, que
sdo rapidamente metabolizados para formar véarios produtos, dentre esses, cita-se a traumatina
envolvida na resposta a ferimentos e na indugdo da diviséo celular e formagdo de calos
(SIEDOW, 1991), o acido jasmonico, associado a ativacdo de genes que codificam para a
sintese de proteinas de reserva e inibidores de proteases (MELAN et al., 1993).

Em plantas superiores, as LOXs sdo codificadas por uma familia multigénica e o
numero varia em diferentes espécies, de trés para soja e seis para Arabidopsis, e para mais de
vinte na familia Rosaceae (LI et al., 2014). As proteinas ou mMRNAs das lipoxigenases foram
encontradas em todos os 6rgdos das plantas e sua atividade pode ser detectada em
compartimentos como as membranas, vactolos, corpos lipidicos e cloroplastos
(LIAVONCHANKA; FEUSSNER, 2006).

Elas possuem diferentes papéis de atuacdo na catalise enzimatica do sistema vegetal,
porém possuem em sua estrutura uma conformacéo semelhante podendo ser caracterizadas
pela presenca de um Unico polipeptideo, composto por dois grupamentos distintos ligados,
sendo eles o N-terminal e o ferro-ndo heme (MAZUR et al., 2018). O papel do N-terminal em
sua composicdo ainda ndo € claro, mas sugere-se na literatura que ele seja responsavel pela
ligacdo na membrana para aquisicdo do substrato podendo ter fungdes reguladoras (EEK et
al., 2012)

Possuem a capacidade de catalisar e incorporar moléculas de oxigénio em &cidos

graxos poliinsaturados, e diferem em varios aspectos da acdo catalitica, tais como pH 6timo
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de acdo, especificidade para substrato e produtos primarios e secundarios formados
(EVANGELISTA; REGITANO-D’ARCE, 1997; AXELROD et al., 1981).

A localizacéo intercelular de isoformas especificas de LOX fornece informagGes sobre
seu papel fisiolégico. A temperatura ideal para sua atividade estd em torno de 30°C,
temperaturas acima causam uma diminui¢do acentuada da sua atividade, o que ndo significa
sua inativacdo (HOLMAN, 1947).

Os hidroperoxidos formados pela acdo das lipoxigenases levam ao aparecimento de
compostos que tém sido relacionados com a impalatabilidade de grdos de soja (BARROS,
2008; HILDEBRAND et al., 1989), essa caracteristica se torna relevante para sementes de
Hevea spp, pois novas pesquisas vém sendo feitas para producao de suplementos alimentares

com essas sementes.

1.4.4 Sistema Antioxidante

A deterioracdo que as sementes sofrem apés a dispersdo da planta-mée esta
intimamente ligada com a superproducdo de espécies reativas de oxigénio, devido ao
funcionamento ineficiente ou falha no sistema antioxidante (ANJUM, et al., 2015). A elevada
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) provoca a oxidacdo de lipideos de
membrana, proteinas e acidos nucleicos (BERJAK; PAMMENTER, 2007).

A producdo de enzimas antioxidantes no sistema celular se da na maioria das vezes
pelo aumento de EROS. O oxigénio (O2) € um dos principais compostos responsaveis pelos
danos celulares que podem vir a ocorrer por meio da sua oxidacao, e embora seja necessario
para o desempenho de diversas fun¢Bes dentro do metabolismo vegetal, ele também leva a
producdo dessas EROS em eventos metabdlicos que ocorrem principalmente na mitocondria,
nos cloroplastos e nos peroxissomos (BHATTACHARJEE, 2010; KARUPPANAPANDIAN
etal., 2011).

As enzimas antioxidantes atuam na desintoxicacdo enzimatica, criando barreiras que
impedem a destruicdo do sistema de membranas causadas pelos elevados niveis de
biomoléculas como o oxigénio singleto (*0,), perdxido de hidrogénio (H.0), radical
hidroxila (OH') e &nion superdxido (02°) (MITTLER, 2002). As plantas que possuem elevado
nivel de antioxidantes, possuem melhor tolerancia e resisténcia ao dano oxidativo causado
pelas EROS.

No caso de espécies recalcitrantes como Hevea spp, as enzimas antioxidantes atuam

como sinalizadores de estresses ambientais e salientam a inaptiddo dessa espécie a condicdes
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de baixa disponibilidade hidrica, pois nessas condi¢cdes ocorre um desbalango a favor dos
compostos oxidantes ocasionando danos oxidativos nas estruturas celulares. Quando se
desligam da planta-mae e atingem a maturidade fisiol6gica, apresentam alto teor de agua, e
perdem a viabilidade rapidamente quando dessecadas, por isso devem ser armazenadas com
alto grau de umidade (BONOME, 2011). Essa condi¢do favorece uma elevada atividade
metabdlica das sementes e, consequentemente aumento de estresse oxidativo. Segundo Bailly
(2004), o estresse oxidativo é um dos principais fatores que conduzem a baixa viabilidade de
sementes recalcitrantes durante o armazenamento.

A capacidade que as sementes tém de acionar 0 mecanismo antioxidante quando
necessario, pode prevenir o acimulo de EROS e o estresse oxidativo que poderia causar a lise
dessas moléculas. Essas EROS alteram as relagcdes da composicao de agua dentro da planta,
atacando o sistema biol6gico e causando danos nas estruturas de membranas, oxidando
aminoacidos e proteinas e levando a peroxidagdo lipidica (ASADA 1999; RICHARDSON,
2003). Existe uma variedade de enzimas que atuam no sistema antioxidante como por
exemplo a superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e
glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.7). Essas enzimas podem ser encontradas em
diferentes compartimentos celulares e contribuem para o controle das EROS nas plantas, que
é responsavel pelo estddio homeostatico redox no sistema (BARBOSA, 2014).

O controle das EROS pode ser enzimatico ou ndo-enzimatico (KIM; KWAK, 2010).
Nas primeiras linhas de defesa do sistema antioxidante enzimatico encontra-se a (SOD),
presente em todos os organismos celulares e compartimentos passiveis ao estresse oxidativo,
neutralizando o anion superéxido formando perdxido de hidrogénio, esse anion superdoxido
pode doar elétrons reduzindo o peroxido de hidrogénio e formando um OH, esse processo €
conhecido como —reagao de Haber-Weissl (GIL; TUTEJA, 2010).

A GPX e a CAT possuem diferentes afinidades no processo de eliminacdo do peroxido
de hidrogénio. As catalases estdo envolvidas na remogdo do excesso de H20, gerados na -
oxidacdo dos acidos graxos atuando nos peroxissomos e glioxissomos, enquanto que as
peroxidases utilizam o H>O, como oxidantes e estdo localizadas no vacuolo e na parede
celular (DE GARA et al., 2010). Ambas enzimas participam da eliminagédo do excesso de
H20- formado pela SOD.

A GPX encontra-se em tecidos de animais, plantas e microorganismos e é responsavel
pela catdlise de peroxido de hidrogénio em é&gua (GIL; TUTEJA, 2010). E estavel em

temperaturas elevadas, sendo utilizada em estudos de sintese proteica, reacdes e funcdes
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enzimaticas e sua atividade esta relacionada ao sistema de defesa da planta a agentes externos
(HIRAGA et al., 2001; ALMAGRO et al., 2008; GULSEN et al., 2010; WAR et al., 2012).

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Departamento de
Biologia (DBI), Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA) no
municipio de Lavras - MG. As analises foram conduzidas no Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo de Plantas e de Anatomia Vegetal no Departamento de Biologia (DBI),
Laboratério de Sementes e de Técnicas Moleculares do Departamento de Agricultura (DAG)
e Laboratério de Produtos Vegetais do Departamento de Ciéncias dos Alimentos (DCA),
situados na UFLA.

As sementes utilizadas no experimento foram provenientes de arvores de pé franco,
com cerca de 15 anos de idade cultivadas na UFLA. As sementes foram coletadas no solo
imediatamente apos a deiscéncia dos frutos. O tempo maximo decorrido entre a coleta das
sementes e 0 inicio dos trabalhos foi de dois dias.

Antes da semeadura, as sementes foram selecionadas visualmente de acordo com o
tamanho, densidade, brilho, integridade fisica e auséncia de patdgenos. As sementes
quiescentes apresentavam massa fresca média de trés gramas, sem tegumento, e teor de agua
de aproximadamente 30%.

A areia utilizada como substrato, foi lavada com agua até completa retirada do
material organico. Foi feita a retirada do tegumento das sementes, antes da semeadura, para
auxiliar na observagéo do crescimento do caule e da raiz. Posteriormente, as sementes foram
dispostas em bandejas de plastico de modo a permitir sua germinacao.

Foram utilizadas 150 sementes quiescentes para analise do primeiro estadio de
desenvolvimento e 600 sementes separadas em quatro lotes de igual quantidade para
avaliacdo dos demais estadios germinativos e de desenvolvimento. A irrigacdo foi feita com
agua potavel buscando-se sempre manter a umidade do substrato proximo a capacidade de
campo.

No estudo do processo germinativo de sementes de seringueira, 0 tempo entre a
deiscéncia dos frutos e o inicio dos trabalhos, deve ser o minimo possivel, por se tratar de
uma semente intolerante a dessecagdo. Isso se faz necessario para que a perda da sua

viabilidade seja a minima possivel.
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A germinacdo dessa espécie é caracterizada por apresentar uma alta variacdo no
desenvolvimento de suas estruturas, desde a semente até a plantula, portanto, em dias
alternados, apds a semeadura, foi feita a retirada das sementes do germinador para verificar o
estadio de desenvolvimento em que se encontravam. As sementes que haviam atingido o
estadio de desenvolvimento de interesse foram coletadas e as demais permaneceram nos
germinadores. Sendo assim, aos nove dias, foram coletadas as que estavam em —ponto
brancol; aos 13 dias, as que estavam em —pata de aranhal; aos 18 dias, as que estavam em

—palitol; aos 25, as que estavam no estadio de iniciacdo foliar.

1.5 Estadios Analisados

Os materiais para analises das enzimas foram coletados nos seguintes estadios:
semente quiescente (SQ), —ponto brancol (PB), —pata de aranhal (PA), —palitol (PAL) e
iniciacdo foliar (IF), conforme evidenciado na Figura 6. Separados em eixo embrionario,
cotilédone e endosperma para SQ e PB, améndoa e raiz para PA, améndoa, raiz e parte aérea

para PAL e raiz e parte aérea para IF.

Figura6-  Esquema ilustrativo dos estadios do desenvolvimento durante a germinacao e
desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira. Semente quiescente;
—Ponto Brancol; —Pata de Aranhal; —Palitol; Iniciacdo foliar. Ufla, Lavras, MG, 2018.

Semente Quiescente "Ponto Branco"

Q) (PB) "Pata de Aranha"
(P4A)

"Palito" &
(PAL) AR

Iniciacio Foliar

ar)
Fonte: SERPA, 2018.

Para analise eletroforética das enzimas, os materiais foram separados em cotilédone e
endosperma para SQ e PB, améndoa e raiz para PA, améndoa, raiz e parte aérea para PAL,
raiz e parte aérea para IF.
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Vale ressaltar que devido a grande desuniformidade no desenvolvimento inicial
durante a germinacdo, 0 momento de soltura da semente da plantula também foi variavel entre
os estadios de desenvolvimento, onde pode-se observar algumas sementes ainda ligadas a
plantula em IF. Adotou-se o critério de anélise sem a améndoa observando-se 0 maior nimero

de plantas, a fim de uniformizar ao maximo os dados experimentais.

1.6 Caracteristicas avaliadas
1.6.1 Determinacdo teor de agua das sementes

O célculo do teor de agua foi feito pela diferenca de peso entre o material fresco e o
material seco em estufa, com circulacéo forcada de ar, a 65 °C por cinco dias (VIEIRA, et al.,
1995). As sementes foram separadas em embrido, cotilédone, endosperma, améndoa, raiz e

parte aérea. Os valores foram expressos em relagdo a massa seca.

1.6.2 Comprimento de raiz e altura de parte aérea

Durante as coletas dos materiais, mediu-se 0 comprimento da raiz, do ponto de
inser¢ao dos peciolos cotiledonares até a extremidade final, para os estadios de —pata de
aranhal, —palitol e emissdo foliar, determinando-se 0 comprimento médio por plantula.
Mediu-se a altura da parte aérea, a partir do ponto de conexao dos peciolos cotiledonares até a
extremidade superior, no estadio —palitol e iniciagdo foliar, determinando-se a altura média
por planta. Apds essas medicbes as amostras foram secas em estufa, a 65 °C para

determinacdo de matéria seca.

1.7 Avaliacg6es lipidicas

O teor de lipideos foi feito pelo método gravimétrico seguindo-se o procedimento
padrdo do Laboratério de Produtos Vegetais da Universidade Federal de Lavras, em uma
grama de material seco e moido. Foram colocados em papel filtro e transferidos para conjunto
Soxhlet, por um periodo de quatro horas onde foi feita a extracdo continua por refluxo, em
presenca de éter etilico. Ap6s a completa evaporacdo do solvente, as amostras foram pesadas
e o teor de lipideos determinado com base na matéria seca. Foram utilizadas trés repeticdes
para cada material que constavam de um homogeneizado de dez sementes para cada
repeticao.

Para analises anatbmicas qualitativas realizadas no laboratério de Anatomia Vegetal,

as sementes sem tegumento foram submetidas a secc¢des transversais manuais utilizando o
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corante Sudan IV para a identificacdo de corpos lipidicos, de acordo com os métodos de
Kraus e Arduin (1997). A preparacdo de laminas semipermanentes foi realizada de acordo
com as técnicas descritas por Johansen (1940). As observagdes foram feitas usando um
microscépio Axiophot equipado com Optica DIC (Zeiss®, Oberkochen, Alemanha), e a
documentacéo fotogréfica foi realizada usando uma cadmera digital Powershot A640 (Canon®,

Toquio, Japao).

1.8 AvaliagOes enzimaticas

Em cada estadio de desenvolvimento as sementes foram coletadas e com o auxilio de
um bisturi, foram submetidas a separacao do eixo embrionério, cotilédone e endosperma, para
SQ e PB; em améndoa e raiz, para PA; em améndoa, raiz e parte aérea, para PAL; em raiz e
parte aérea, para IF. Apds esse procedimento, o material foi congelado a -86 °C. O material
congelado foi posteriormente macerado em graal e almofariz com polivinilpirrolidona e
nitrogénio liquido e utilizado para as anélises das isoformas das invertases.

Para analise das enzimas, ICL, LOX, SOD, CAT e GPX, feitas por eletroforese,
utilizou-se 0 mesmo procedimento acima descrito, porém foram considerados os materiais de
endosperma e cotilédones para SQ e PB. Foi feita a lavagem do material com éter etilico e

agua destilada a fim de extrair o éleo presente nas amostras

1.8.1 Invertase 4cida do vactolo

Para quantificacdo da invertase acida do vacuolo (IAV), 0,4 g das amostras foram
acondicionadas em eppendorf de 2,0mL com 1,5mL de meio extrator constituido de tampé&o
HEPES (400 mM pH 7,5), PMSF (100 mM), MgCl, (500 mM), DTT (200 mM), acido
ascorbico (50 mM) e H,0 destilada. Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 13.000 rpm
a 4 °C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado, e utilizado como fonte bruta para
avaliacdo da 1AV, onde fez-se a incubacdo do material a 37 °C com o tampao citrato de sodio
(400 mM pH 4,5), MgCl, e sacarose aos 10 e 40 minutos. Sucessivamente, a reagédo foi

paralisada e quantificada pelo método dinitrossalicilico (DNS) descrito por Miller (1959).

1.8.2 Invertase neutra do citosol

Para quantificacdo da invertase neutra do citosol (INC), 0,4 g das amostras foram
acondicionadas em eppendorf de 2,0mL com 1,5mL de meio extrator constituido de tampé&o
HEPES (400 mM pH 7,5), PMSF (100 mM), MgCl, (500 mM), DTT (200 mM), &cido
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ascorbico (50 mM) e H,0 destilada. Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 13.000 rpm
a 4 °C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado, e utilizado como fonte bruta para
avaliacdo da INC, onde fez-se a incubacdo do material a 37°C com o tampdo fosfato de
potéassio (200 mM pH 7,5), MgCl, (5 mM) e sacarose (200 mM) aos 10 e 40 minutos.
Sucessivamente, a reacdo foi paralisada e quantificada pelo método dinitrossalicilico (DNS)
descrito por Miller (1959).

1.8.3 Invertase acida da parede

Para extracdo da invertase acida da parede celular foi utilizado o mesmo tampéo de
extracdo das invertases acida do vacutolo e neutra do citosol, no entanto, foi adicionado NaCl
1M. Posteriormente, foram centrifugados a 13.000 rpm a 4 °C, durante 20 minutos. A
incubacdo do material foi feita a 37 °C com tampao citrato de sédio (400 mM pH 4,5), MgCl»
(5 mM) e sacarose (200 mM) aos 10 e 40 minutos. Sucessivamente, a reacdo foi paralisada e

quantificada pelo método dinitrossalicilico (DNS) descrito por Miller (1959).

1.9 Analise eletroforética

O material congelado foi macerado em graal e almofariz com polivinilpirrolidona e
nitrogénio liquido e utilizado para as analises. Desse material, foram separadas as amostras e
colocadas em eppendorf onde foram adicionados 250 pL de tampéo de extracdo (Tris-HCI 0,2
M, pH:8,0) e 0,1% de B-mercaptoetanol. Estes permaneceram durante a noite toda e no dia
seguinte foram centrifugados a 14000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. Do sobrenadante, foram
retirados 50 pL com posterior aplicacdo em gel poliacrilamida 7,5% - gel separador e 4,5% -
gel concentrador. A corrida eletroforética foi submetida a voltagem constante de 150 V por
aproximadamente seis horas. Logo ap0s, foi feita a revelagdo para cada enzima utilizando a

metodologia descrita por Alfenas (2006).

1.10 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado para as andlises das invertases foi o DBC
(Delineamento em Blocos Casualizados), com analises de cinco estadios de desenvolvimento
que constaram de cinco repeti¢des cada, contendo dez sementes cada em cada repeticao.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o pacote computacional Sistema de
Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2014). A analise de variancia foi feita com
base na comparacdo de médias, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Para analise das enzimas por eletroforese, os dados foram avaliados utilizando-se o
software ImageJ®, onde é feita a analise das imagens e o seu calculo é dado com base no

numero de Pixels2.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1.11 Avaliag6es Fisioldgicas

1.11.1 Determinacéo do grau de umidade das sementes

O lote de 750 sementes analisado no experimento apresentou teor de agua variavel nos
diferentes materiais, discriminados conforme os estadios de desenvolvimento. As sementes
quiescentes inteiras coletadas logo apds a dispersdo, apresentaram teor médio de agua de
32%, inferiores aos resultados observados por Moreira (2009) que observou valores de
aproximadamente 45% e superiores aos observados por Alencar (2003) que observou valores
de aproximadamente 27%. Isso se da pela alta variabilidade genética presente nessas
sementes.

Observa-se na Tabela 2, que as sementes inteiras (endosperma, cotilédone e eixo
embrionario) em SQ apresentaram valores inferiores para teor de 4gua, em comparagdo com
as sementes PB, pois no inicio da germinacdo ocorre uma reidratacdo dos tecidos, dando
inicio ao processo germinativo.

Quando os tecidos dessas sementes recalcitrantes passam a absorver agua, intensifica-
se a atividade respiratoria e metabdlica, fornecendo energia para o desenvolvimento do eixo
embrionario, sendo assim, os cotilédones aumentam de volume, provocando uma fissura na
améndoa, facilitando a emergéncia da radicula e das demais estruturas internas que serao
protrundidas no processo germinativo (BORGES et al., 2009).

Em PA os materiais ja apresentavam raiz, justificando a elevacdo no teor de agua no
peso total da amostra, pois as raizes sdo compostas por aproximadamente 75% de dgua. Em
PAL e IF essa elevacdo se mantém em decorréncia do aumento no desenvolvimento de raiz e

parte aérea, que sdo compostos por cerca de 80% de &gua para ambos 0s tecidos.
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Tabela2 - Teor de agua nas diferentes partes da semente de seringueira de acordo com 0s
estadios de germinacéo e desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira.
SQ: semente quiescente; PB: —ponto brancol; PA: —pata de aranhal; PAL:
—palitol; IF: iniciagdo foliar. Os valores entre parénteses representam o
percentual de erro padrdo em relacdo aos médias apresentadas. Ufla, Lavras,

MG, 2018.
Estadios de Desenvolvimentc
SQ PB PA PAL IF
Componente Teor de Agua (%)
Eixo embrionario 50 (£ 8) 59 (z 8)
Cotilédones 41 (£ 2) 60 (£ 8)
Endosperma 35(x4) 46 (= 3)
Semente Inteira 32 (x5) 47 (£ 5)
Améndoa 46 (£ 1) 69 (1)
Raiz 79 (£ 4) 80(x0,1) 78(x1)
Parte Aérea 77 (£ 2) 82 (x2)

Média + erro padrdo da média

Fonte: SERPA, 2018.

Observa-se na figura 7 que a matéria seca de sementes quiescentes sem tegumento,
utilizadas nesse experimento, foi cerca de 2,26 gramas/semente, e que aproximadamente 93%
dessa massa estava acumulada no endosperma (cerca de 2,0 gramas), 0s outros 7% estavam
nos cotilédones e eixo embrionario.

A maior parte das sementes germinadas encontrava-se em —ponto brancol aos nove
dias apds a semeadura (DAS), coincidindo com o tempo observado por Alencar (2003) e
Carmo & Gomes (1985), diferindo do tempo observado por Alves et al, (1995).

As sementes em ponto branco (PB) apresentaram um decréscimo de matéria seca de
endosperma, pois nesse estadio iniciava-se 0 processo de embebi¢do, ocorrendo a
remobilizacdo de reservas para suprir a demanda dos cotilédones e do eixo embrionario para
auxiliar no desenvolvimento da radicula, justificando assim a elevacdo de matéria seca dos

cotilédones.
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Figura 7 - Matéria seca das diferentes partes da semente de seringueira para os estadios de
Desenvolvimento: semente quiescente (SQ); ponto branco (PB); —pata de

aranhal (PA); —palitol (PAL); iniciacdo foliar (IF). As barras exibem o erro
padréo da media.
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Fonte: SERPA, 2018.

Parte Aérea

Para os estadios de desenvolvimento de —pata de aranhal (PA), —palitol (PAL) e
iniciacdo foliar (IF), foi feita a separacdo de améndoa (endosperma e cotilédone), raiz e parte
aerea, onde ndo era possivel fazer a separacdo das partes de endosperma e cotilédone como
em SQ e PB, pois parte desse material ja havia sido consumido para suprimento das reservas
requeridas no desenvolvimento da raiz.

Observou-se decréscimo de matéria seca presente na améndoa em PA e PAL (Figura
7), bem como ocorreu de SQ para PB, onde as reservas presentes na améndoa continuavam
sendo utilizadas no suprimento dos tecidos dreno. Houve um decréscimo de matéria seca da
améndoa mais acentuado a partir de PAL para o fornecimento de reservas que foram
utilizadas no desenvolvimento da raiz e parte aérea. Sabe-se que as plantulas em seus estadios
iniciais de desenvolvimento obtém os nutrientes para o crescimento diretamente das reservas
da semente, e que no caso da seringueira, 0 endosperma representa a quase totalidade da

matéria seca da semente, seguido pelos cotiledones e pelo eixo embrionario.

1.11.2 Comprimento de raiz e altura de parte aérea

Observa-se na Figura 8 que o comprimento radicular apresenta um aumento de oito
vezes de PA (0,9 cm) para PAL (7,9 cm), e mantém-se de maneira uniforme de PAL para IF
(8,75 cm), enquanto que o desenvolvimento da parte aérea apresenta um crescimento de cerca
de 40% de PAL para IF (27,7 cm).
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Somente em PAL a parte aérea cresce em ritmo superior ao da raiz. O baixo aumento
no comprimento da raiz de PAL para IF correlacionado com os valores de matéria seca
observados na Figura 7, nos permitem afirmar que as raizes laterais se desenvolveram em IF,
bem como ocorreu um engrossamento da raiz pivotante, justificando o aumento de matéria
seca. Isso se deve provavelmente a hidrolise de lipideos presentes na améndoa, atuando como

fonte de energia e carbono para o desenvolvimento de novas estruturas.

Figura8 - Médias dos comprimentos de raiz e parte aérea em diferentes estadios de
desenvolvimento: —pata de aranhal (PA); —palitol (PAL); iniciacao foliar (IF). As
barras exibem o erro padrdo da média.
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Fonte: SERPA, 2018.

1.11.3 Lipideos

Na tabela 3, observa-se que os tecidos que apresentaram o teor mais elevado foram
endosperma e cotilédone de semente quiescente (SQ), em razao do inicio da B-oxidacao que
estaria ocorrendo, fornecendo precursores biossintéticos para a germinagao.

Durante o desenvolvimento germinativo dessas sementes essas reservas foram sendo
consumidas gradativamente. Observa-se na Tabela 3, que de SQ para PB houve um
decréscimo de 60% e 12% para cotilédone e endosperma, respectivamente. No estadio de
PAL o consumo passa a ser mais elevado, havendo um decréscimo de aproximadamente 53%
em massa de endosperma/améndoa quando comparado a SQ. Esses valores (Tabela 3)
permitem inferir que apesar de ocorrer um decréscimo de lipideos durante o processo

germinativo, esse consumo é mais acentuado a partir de PAL, pois as demandas de
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crescimento em PA aumentaram significativamente. Esse comportamento, assemelha-se ao
observado por Graham (2008) que postulou que essas reservas sdo utilizadas no crescimento e

desenvolvimento de plantulas.

Tabela3 - Teor de lipideos expressos em matéria seca, presente nas diferentes partes da
semente de seringueira de acordo com os estadios de germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira. SQ: semente quiescente;
PB: —ponto brancol; PA: —pata de aranhal; PAL: —palitol; IF: iniciagio foliar. Os
valores em parénteses representam o percentual de erro padrdo das médias
apresentadas. Ufla, Lavras, MG, 2018.

Estadios de Desenvolvimento

SQ PB PA PAL IF
Componente Teor de Lipideos (%)
Cotilédones 66(+6,2) 27(x1,1)
Endosperma 51(x7,5) 45(x4,8)
Semente Inteira 47(x 5,3)
Améndoa 32(£53) 24(x4))
Raiz 14(x0,2) 16(x0,1) 17(x0,7)
Parte Aérea 15(x 2,1) 19(x 0,3)

Média £ erro padréo da média

Fonte: SERPA, 2018.

Observa-se na Tabela 3, que os valores de teor de lipideos expressos em SQ para as
diferentes partes da semente, sdo mais elevados em SQ. O decréscimo desse composto no
decorrer das fases de desenvolvimento, salientam o fato de que a semente ja é dispersa da
planta-mae madura, onde ndo ocorre mais a sintese, e sim a hidrolise de lipideos.

A variacdo no conteudo de lipideos das sementes, deve-se a elevada variabilidade
genética das progénies, devido sua polinizacdo cruzada.

Os lipideos presentes na semente também podem ser observados por meio da
identificacdo dos corpos lipidicos. As sementes apresentaram em seu endosperma em média
50% de lipideos, corroborando com os valores obtidos por Ren (2012). Eles sé@o importantes
fonte de armazenamento de carbono reduzido em diversas espécies como soja, amendoim e
algodédo (TAIZ et al., 2017).

Na Figura 9-B/C, pode-se observar os corpos lipidicos presentes no endosperma de
sementes de seringueira. Na maioria das sementes com elevado teor de lipideos, essas
estruturas apresentam-se circundadas por uma monocamada fosfolipidica que é originada do
reticulo endoplasméatico (HUANG et al., 1993; MURPHY; VANCE, 1999). Durante o

processo de formagdo, ocorrem sucessivas fusdes até que eles atinjam um didmetro que
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podem variar de 5 a 30 uM (HUANG et al., 1993; LEEGOOD; LEA, 1999; MURPHY;
VANCE, 1999).

Figura 9 - A, B e C Documentacdo microscopica de endosperma de sementes de
seringueira, corado com Sudan IV para identificagdo de corpos
lipidicos. As estruturas representadas com coloracdo alaranjada
representam os lipideos no endosperma de sementes de seringueira.
Ufla, Lavras, MG, 2018.

Fonte: SERPA, 2018.

Fonte: SERPA, 2018.
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1.12 Atividade enzimatica

1.12.1 Invertases

A atividade das invertases acida do vacutolo (IAV), acida da parede (IAP), e neutra do
citosol (INC), em eixo embrionério, cotilédone, endosperma, améndoa, raiz e parte aérea
durante a germinacéo e desenvolvimento inicial sdo observadas na Figura 10 - A, B e C.

No eixo embrionario, a atividade enzimatica das invertases foi avaliada nos estadios
de SQ — 0 DAS e PB — 9 DAS, onde pode-se observar que em 1AV (Figura 10 — A) ocorreu
uma queda significativa de sua atividade em comparacdo ao endosperma e ao cotilédone em
SQ, contrério ao que foi observado no comportamento em PB. Os materiais de raiz foram
avaliados em PA — 13 DAS, PAL — 19 DAS e IF — 25 DAS onde apresentaram desempenho
significativamente mais elevado em relacdo aos demais materiais em IAV.

A alta atividade das invertases &cidas pode sugerir que elas possuem a funcdo de
alongamento e crescimento de tecidos jovens, visto que sdo responsaveis pela clivagem de
sacarose em glicose e frutose elevando a pressdo osmotica (STURM; TANG, 1999). Essa
afirmacéo corrobora com os valores mais elevados obtidos em IAP (Figura 10 — B) para todos
0s materiais avaliados, onde sua atividade se apresentou consideravelmente mais elevada que
IAV e INC (Figura 10 — C).

A atividade de IAV (Figura 10 — A) encontra-se na maioria das vezes quando tecido ja
estd maduro (COPELAND, 1990) justificando sua alta atividade em semente quiescente e em
raiz de plantulas. Ela também pode atuar no acimulo de hexoses nos 6érgdos das plantas em
condigdes de estresse, protegendo o sistema de membranas. Os resultados obtidos neste
experimento sdo contrarios aos observados por Tomlinson et al. (2004), que no estudo de
sementes de fumo inteiras, observou uma queda na atividade da invertase acida da parede nos
estadios iniciais de desenvolvimento dessas sementes.

Por outro lado, a atividade de INC ¢é relativamente inferior as invertases acidas, nao
possuindo significativa elevagdo no decorrer do processo germinativo. Esta enzima atua como
uma enzima de manutenc¢do, envolvida na degradacdo de sacarose, sendo observada em taxas
mais elevadas em tecidos com menor atividade das invertases &cidas. Devido essa
caracteristica, os valores mais elevados de INC quando comparados aos demais estadios
podem ser observados em eixo embrionadrio de PB, sendo um tecido encarregado do
suprimento e manutencdo do desenvolvimento de novas estruturas.

Os valores de acUcares redutores durante a germinacdo e desenvolvimento inicial de

plantulas (Tabela 1) nos permite observar que ocorre um decréscimo no seu contetido de PA
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para PAL, sugerindo que neste momento estaria ocorrendo a translocacdo desses acgucares
para a parte aérea e a raiz, valores que trabalham em consonancia com a atividade de INC.

Os agucares utilizados no metabolismo das sementes, sdo de grande importancia,
tendo como exemplo a regulagdo fonte-dreno. Durante o desenvolvimento germinativo, 0
metabolismo de sacarose, atua no desenvolvimento de diferentes tecidos dreno, favorecendo a

germinacao.

Figura 10 - A, B C Atividade das invertases acida do vacuolo (IAV) — A; invertase acida da
parede (IAP) — B; e invertase neutra do citosol (INC) — C; nos estadios
de desenvolvimento de sementes de seringueira. As médias de cinco
repeticbes foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade (P<0,05).
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1.13 Analise eletroforética

1.13.1 Isocitrato Liase

A isocitrato liase participa do ciclo do glioxilato nos glioxissomos, que esta envolvido
no metabolismo de lipideos de armazenamento em sementes oleaginosas (CARVALHO,
2014). Com a reducdo na atividade dessa enzima, a conversdo de lipideos em agucares é
reduzida, denotando que a hidrélise desses lipideos e consequentemente a qualidade
fisioldgica dessas sementes é afetada.

Para a enzima isocitrato liase foi constatada uma diminuicdo em sua expressdo do
endosperma de PB (5) para améndoa de PA (6) (Figura 11) (considera-se améndoa oS
materiais de endosperma e resquicios do cotilédone que ainda ndo haviam sido consumidos no
processo germinativo).

Observa-se a expressdo dessa enzima logo apds a dispersdo da planta-mée nos
cotilédones da semente SQ (Figura 12) e um posterior decréscimo de 31% observado em PB e
essa atividade estd diretamente ligada a quebra de lipideos presente nessas estruturas. A
presenga dessa enzima nos materiais de SQ pode ser proveniente da sintese —de novol,
oriunda do processo de formacdo das sementes. Esses resultados contradizem os observados
por Lado (1968) que fez o estudo com sementes de mamona onde a atividade era crescente
nos cotilédones apds a embebigéo.

Ocorreu um aumento na atividade de ICL em endosperma de SQ para PB de 68%,
onde estava ocorrendo o ciclo do glioxilato para exportacdo de acUcares que serdo utilizados

no desenvolvimento de raiz e parte aérea.
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Em PA (Figura 12), as plantulas ndo dependem mais exclusivamente das reservas da
semente para seu desenvolvimento, podendo assimilar nutrientes presentes no substrato de
cultivo, ndo sendo tdo danosa queda de ICL em améndoa, para 0 processo germinativo.

A atividade dessa enzima nos diferentes materiais confirma que as sementes de
seringueira possuem o ciclo do glioxilato ativo.

E possivel que nos tecidos de raiz (9) (Figura 11) a quebra dos TAGs ocorra por meio
da B-oxidacdo, liberando energia e metabolitos através do Ciclo de Krebs. Esta hipdtese é
levantada somente para tecidos que ndo possuem os lipideos como o principal composto de
reserva como por exemplo as raizes, que segundo Alencar (2003) possuem como principal

conteldo de reserva as proteinas e os agucares.

Figura 11 - Expressao enzimatica da isocitrato liase (ICL) nas colunas: 1- semente
quiescente; 2 — cotilédone em SQ; 3 — endosperma em SQ); 4 — cotilédone em
PB; 5 - endosperma em PB; 6 — améndoa em PA; 7 —raiz em PA; 8 —améndoa
em PA; 9 —raizem PAL,; 10 — parte aérea em PAL; 11 —raiz em IF; 12 — parte
aerea em IF, de sementes de seringueira.

Semente Quiescente “Ponto Branco” “Pata de Aranha” “Palito” “Iniciagdo Foliar”

Fonte: SERPA, 2018.
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Figura 12 - Quantificacdo em Pixel2 por mg de matéria seca da expressao enzimatica da
isocitrato liase (ICL) nos estadios de desenvolvimento: semente quiescente
(SQ) para cotilédone, endosperma e semente inteira; —ponto brancol (PB) para
cotilédone e endosperma; —pata de aranhal (PA) para améndoa e raiz; —palitol
(PAL) para améndoa raiz e parte aérea; iniciacdo foliar (IF) para raiz e parte
aérea, de sementes de seringueira.
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1.13.2 Lipoxigenase

O metabolismo dos lipideos das plantas envolve atividades de muitos tipos de lipases,
esterases, lipoxigenases e quinases com diferentes preferéncias de substrato e condi¢bes de
estresse. Dois processos sobrepostos podem ser distinguidos: primeiro, relacionado a
manutencdo da estrutura da membrana e o segundo, associado ao sistema de sinalizacdo
mediada por lipideos que permite a adaptacdo ao ambiente em mudanga (MATOS; PHAM-
THI, 2009, OKAZAKI; SAITO, 2014). As lipoxigenases induzem a atividade de enzimas
antioxidantes no intuito de amenizar os danos causados por esses hidroperéxidos no
metabolismo celular.

A maior expressdo da lipoxigenase foi observada nos cotilédones e améndoa nas
colunas 2,4,6 e 8 (Figura 13). A principal funcdo da LOX é a producdo de moléculas de
defesa em resposta a fatores de estresse como ferimentos e condi¢des climaticas adversas
como a seca (GHANEM et al., 2012). Analisando-se 0 comportamento enzimatico durante a
germinacdo e desenvolvimento dessas sementes, pode-se observar que sua atividade foi
predominante no cotilédone nos estadios iniciais, pois ela é a principal proteina constituinte
dos corpos lipidicos em fase de mobilizacdo de TAGs (FEURNER, 1992).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942817303844#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942817303844#bib20
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Ocorreu um aumento da expressdo enzimatica nos cotilédones de SQ para PB (Figura
14) de 23%, decorrente de um possivel aumento na peroxidacdo lipidica. Por se tratar de uma
enzima que é ativada em condigbes de estresse, uma pressao mecanica por parte do
endosperma da semente principalmente no momento apds sua embebicdo (coluna — 4; Figura
13), pode favorecer a expressao nesses tecidos.

A améndoa, no decorrer da germinacéo, € um orgdo fonte de nutrientes a fim de suprir
a demanda de crescimento das raizes e da parte aérea que passa por sucessivas transformacdes
metabolicas, ela estd exposta a condi¢des adversas como excesso de umidade e entrada de
patdgenos, fatores que podem favorecer a maior atividade de LOX nesses tecidos, onde ocorre
um aumento de 61% da améndoa de PA para PAL (Figura 14).

Nos estudos com Hevea spp, observa-se que o acido graxo mais abundante é o
linoleico, seguido por estearico e dos &cidos linolénico e palmitico (SHAN, 2012; LIU et al.,
2018), principais substratos para as LOXs (MAZUR et al., 2018). Esses corpos lipidicos se

ligam a proteinas, iniciando o processo de degradacao lipidica.

Figura 13 - Expressdo enzimatica da lipoxigenase (LOX) nas colunas: 1- semente
quiescente; 2 — cotilédone em SQ); 3 — endosperma em SQ; 4 — cotilédone em
PB; 5 - endosperma em PB; 6 —améndoa em PA; 7 —raiz em PA; 8 — améndoa
em PA; 9 —raizem PAL,; 10 — parte aérea em PAL; 11 — raiz em IF; 12 — parte
aerea em IF, de sementes de seringueira.

Semente Quiescente “Ponto Branco” “Pata de Aranha” “palito” “Iniciagdo Foliar”

Fonte: SERPA, 2018.
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Figura 14 - Quantificacdo em Pixel2 por mg de matéria seca da expressdo enzimatica da
lipoxigenase (LOX) nos estadios de desenvolvimento:semente quiescente (SQ) para
cotilédone, endosperma e semente inteira; —ponto brancol (PB) para cotilédone e endosperma;
—pata de aranhal (PA) para améndoa e raiz; —palitol (PAL) para améndoa raiz e parte aerea;
iniciacdo foliar (IF) para raiz e parte aérea, de sementes de seringueira.
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1.13.3 Antioxidantes
1.13.3.1 Catalase

Durante a germinagéo e desenvolvimento inicial de plantulas de seringueira, observa-
se a expressdo enzimatica da catalase (CAT) em SQ — 0 DAS (Figura 16), podendo esta ser
oriunda do processo de formacdo da semente, sendo sua presenca a garantia da reducdo dos
efeitos da peroxidacdo de compostos vitais para 0 metabolismo durante a germinacao.

Os valores de CAT nos materiais de endosperma e améndoa em PA — 13 DAS e PAL
— 18 DAS elevam-se gradualmente no decorrer do desenvolvimento germinativo, sendo esta
uma caracteristica vantajosa, podendo sua expressdo ser considerada como um marcador no
processo de degradacdo nesses tecidos (SANTOS, 2010). Diversos autores observaram a
diminuigdo da expressdo da CAT no decorrer do armazenamento das sementes, considerando
que essas sementes permaneciam em condi¢des ambientais adequadas para prolongar sua vida
atil (GOEL et al., 2003; SUNG; CHIU, 1995; SUNG, 1996; BAILLY 1996).

Na raiz, assim como no endosperma e na améndoa, ocorreu um aumento na expressao

dessa enzima no decorrer do desenvolvimento germinativo, reafirmando sua importancia no
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processo de remocgdo das EROS durante os processos metabdlicos que auxiliam na expansao
celular .A remocdo do perdxido de hidrogénio e seu alto nivel em praticamente todos 0s
tecidos podem estar associados a necessidade de desintoxicar as células envolvidas na intensa
hidrélise de lipideos naquele momento (JORDY, 2000), e em outros eventos produtores desse
peroxido.

A CAT apresenta uma das maiores taxas de recuperacdo de todas as enzimas, sendo
capaz de converter aproximadamente 6 000.000 (seis milhdes) de moléculas de H20, em H>0
e Oz por minuto (GIL, TUTEJA, 2010). Atua na remocéo do perdxido de hidrogénio, formado
nos peroxissomos ¢ nos glioxissomos durante a B-oxidacdo de lipideos, fotorrespiracdo e
catabolismo da purina (GIL; TUTEJA, 2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Figura 15 - Expressdo enzimatica da catalase (CAT) nas colunas: 1- semente quiescente;
2 — cotilédone em SQ; 3 — endosperma em SQ; 4 — cotilédone em PB; 5 -
endosperma em PB; 6 —améndoa em PA; 7 —raiz em PA; 8 — améndoa em PA;
9 —raiz em PAL; 10 — parte aérea em PAL; 11 —raiz em IF; 12 — parte aérea
em IF, de sementes de seringueira.
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Fonte: SERPA, 2018.
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Figura 16 - Quantificagdo em Pixel? por mg de matéria seca da expressdo enzimatica da
catalase (CAT) nos estadios de desenvolvimento: semente quiescente (SQ)
para cotilédone, endosperma e semente inteira; —ponto brancol (PB) para
cotilédone e endosperma; —pata de aranhal (PA) para améndoa e raiz;
—rpalitol (PAL) para améndoa raiz e parte aérea; iniciacao foliar (IF) pararaiz e
parte aérea, de sementes de seringueira.
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1.13.3.2 Glutationa Peroxidase

A presenca da glutationa peroxidase (GPX) em SQ — 0 DAS, para 0s materiais de
endosperma, cotilédone a e améndoa sugere assim como para CAT (Figura 15), que sua
presenca seja oriunda do processo de formacao da semente (Figura 18).

A expressdo da GPX apresentou baixa expressdo para os materiais de cotilédone em
PB, raiz em PA e parte aérea em PAL (Figura 17), comportamento similar ao observado na
expressdo da CAT nesses materiais. Desse modo, € possivel que outras enzimas do sistema
antioxidante como a APX estejam atuando na remocéo das EROs.

Ocorreu uma elevagdo na expressdo da enzima quando comparados 0s materiais de
endosperma de SQ para PB e de améndoa de PA para PAL. Este comportamento crescente
durante a germinacdo também foi observado por Andarwulam (1999) no estudo da atividade
antioxidante associada a mobilizacdo de lipideos em sementes de Pangium edule Reinw, onde
atribuiu-se essa elevacdo a presenca de compostos fendlicos que durante 0 processo
germinativo atuam na lignificacdo e estruturacdo das plantas.

Hura et al. (2014), no estudo de sementes de colza, observou uma elevagdo na

atividade da GPX em materiais expostos a inoculagdo fungica, esses resultados se
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assemelham aos obtidos para améndoa em PAL, onde as reservas lipidicas ja haviam quase

que completamente sido exauridas expondo-as a condi¢Ges de estresse quando observou-se a

presenca de patdgenos nessas sementes.

Figura 17 - Expressdo enzimatica da glutationa peroxidase (GPX) nas colunas: 1- semente
quiescente; 2 — cotilédone em SQ; 3 — endosperma em SQ; 4 — cotilédone em
PB; 5 - endosperma em PB; 6 —améndoa em PA; 7 —raiz em PA; 8 — améndoa
em PA; 9 —raiz em PAL,; 10 — parte aérea em PAL; 11 — raiz em IF; 12 — parte
aerea em IF, de sementes de seringueira.
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Fonte: SERPA, 2018.

Figura 18 - Quantificacdo em Pixel2 por mg de matéria seca da expressdo enzimatica da
glutationa peroxidase (GPX) nos estadios de desenvolvimento: semente
quiescente (SQ) para cotilédone, endosperma e semente inteira; —ponto brancol
(PB) para cotilédone e endosperma; —pata de aranhal (PA) para améndoa e
raiz; —palitol (PAL) para améndoa raiz e parte aérea; iniciacdo foliar (IF) para
raiz e parte aerea, de sementes de seringueira.
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1.13.3.3 Superdxido Dismutase

Observa-se as Figuras 19 e 20, que a expressdo da superdxido dismutase (SOD) se
manteve elevada em todas as partes da semente e plantula, durante o processo germinativo,
isso pode estar relacionado abaixa formacdo e acumulacdo de espécies reativas ao oxigénio,
que culminam em uma reducéo na qualidade fisiologica das sementes.

A primeira barreira enzimética no sistema antioxidante em condic¢Ges de estresse é a
SOD, sua dismutagdo gera o perdxido (H202) que deve ser removido da célula para evitar a
conversdo de radicais livres (PERL-TREVES; PERL, 2002). Na literatura sdo encontrados
relatos da reducdo da atividade de SOD em sementes de espécies oleaginosas em funcdo do
nivel de qualidade das mesmas. Em sementes viaveis de soja foi constatada a presenca de
SOD ja nas primeiras horas da embebicdo, porém naquelas ndo viaveis ndo houve atividade
(STEWART; BEWLEY, 1980).

Em sementes de seringueira, houve um aumento na expressao enzimatica da SOD
indicando a viabilidade das sementes utilizadas, resultado contrdrio ao observado em
sementes de algoddo (GOEL et al., 2003) e de amendoim (SUNG; JENG, 1994) que estavam
em declinio. Rafii et al. (2012), avaliando o comportamento enzimatico de sementes de
pinhdo manso em varios estagios de desenvolvimento observaram que a SOD reduzia sua
atividade a medida que o teor de umidade das sementes decrescia, assim como podemos
observar em SQ. A medida que o tecido embrionario reinicia sua hidratacdo esta enzima
retoma sua atividade, como visto em PB (Figura 20).

Pode-se observar na Figura 19, a baixa atividade da SOD em todos os materiais de SQ
— 0 DAS, quando comparada ao demais materiais. 1sso se deve pois por se tratar de uma
espécie recalcitrante, as sementes ja sdo dispersas com seu grau de maturidade elevado,
iniciando-se seu processo degradativo. Apds a germinacdo e embebicdo dos tecidos, que pode
ser observado no estadio de PB — 9 DAS, em diante a atividade dessa enzima se eleva.

O perfil eletroforético obtido também chama a atencdo para o tempo pds-colheita
dessas sementes, pois apesar de terem sido colhidas e semeadas cerca de dois dias apés a
dispersdo, sua senescéncia ja pode ter sido iniciada. Como sementes de seringueira possuem
elevado teor de dleo (47%), pressupde-se que estas estejam mais vulneraveis a deterioracéo
por peroxidagdo de lipideos (CORTE et al., 2010).
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Figura 19 - Expressao enzimatica da superoxido dismutase (SOD) nas colunas: 1- semente
quiescente; 2 — cotilédone em SQ; 3 — endosperma em SQ); 4 — cotilédone em
PB; 5 - endosperma em PB; 6 — améndoa em PA; 7 —raiz em PA; 8 —améndoa
em PA; 9 —raizem PAL; 10 — parte aérea em PAL; 11 —raiz em IF; 12 — parte
aerea em IF, de sementes de seringueira.
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Fonte: SERPA, 2018.
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Figura 20 - Quantificacdo em Pixel2 por mg de matéria seca da expressdo enzimatica da
superdxido dismutase (SOD) nos estadios de desenvolvimento: semente
quiescente (SQ) para cotilédone, endosperma e semente inteira; —ponto brancol
(PB) para cotilédone e endosperma; —pata de aranhal (PA) para améndoa e
raiz; —palitol (PAL) para améndoa raiz e parte aérea; iniciacdo foliar (IF) para
raiz e parte aerea, de sementes de seringueira.
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CONCLUSAO

Nas sementes de seringueira, pode ser evidenciado um decréscimo progressivo no
contetdo de lipideos e nos valores de matéria seca ao longo da mobilizacdo de reservas. A
variacdo nos valores de matéria seca de sementes quiescentes deve-se a alta variabilidade
genética das progénies.

As isoformas de invertase apresentaram valores variados para os diferentes tecidos
analisados pois atuam em compartimentos celulares diferentes com atividades especificas. A
atividade de 1AV encontra-se mais acentuada em tecidos maduros. A atividade de IAP foi
maior em comparagdo com 1AV e INC pois é caracteristica de zonas de crescimento ativo. Ja
a atividade de INC é relativamente inferior as invertases acidas, pois € uma enzima expressa
em tecidos visando a manutencgéo dos carboidratos.

O ciclo do glioxilato estd ativo em sementes de Hevea spp. devido a presenca da
enzima exclusiva isocitrato liase (ICL) ja nas primeiras horas do crescimento ativo de
sementes quiescentes, fato este ligado a sua —sintese de novol oriunda do processo de

formacéo da semente.
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A maxima proporc¢éo de degradacdo de lipideos e sacarose ocorre na raiz aos 13 DAS,
onde observa-se taxas reduzidas de sacarose no endosperma.

A expressdo da lipoxigenase (LOX) em cotilédones ocorre, pois ela € a principal
proteina constituinte dos corpos lipidicos em fase de mobilizacdo de triacilgliceris. Ocorre
ainda expressivo aumento de LOXs em améndoa de PA para PAL, pois elas sdo 6rgaos fonte
que estdo sendo sujeitas a sucessivos processos metabdlicos para suprir a demanda dos 6rgaos
dreno.

A elevada atividade da CAT e GPX em SQ sugerem que essas enzimas sdo oriundas
do processo de formagdo da semente. A atividade da SOD foi superior as da CAT e GPX pois
ela é a primeira barreira de desintoxicacdo celular. O aumento da atividade de SOD no
decorrer do processo germinativo denota a boa hidratagdo desses tecidos, reduzindo a
formagdo de EROs. A manutencdo da atividade das enzimas CAT, SOD e GPX no sistema
antioxidante auxiliam na remoc¢do de EROS que podem causar danos celulares e afetar a

qualidade das sementes.
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