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Introducio

O cerrado ¢ uma formagdo vegetal que ocupa grande parte do territdrio
nacional, abrangendo cerca de um quinto de sua area (Eiten, 1972). Sua flora ¢
extremamente rica em espécies, que em sua maioria (cerca de 500 géneros) ¢é
composta por plantas herbaceo-arbustivas. A flora arbustivo-arbérea mostra-se
pouco diversificada, com menos de 200 géneros (Heringer et al., 1977; Ferri, 1983).
Essa vegetagdo apresenta particularidades de forma e distribuigdo hoje bem
conhecidas, dispondo-se em ordem crescente de biomassa como campo sujo, campo
cerrado, cerrado e cerraddo, sendo as trés primeiras formagSes campestres e a ultima
uma formagdo florestal (Coutinho, 1990).

As caracteristicas morfofisiolégicas das plantas do cerrado sdo o produto da
intera¢do de fatores climaticos, topograficos e edaficos.

Os cerrados do Brasil, ocorrem a altitudes que variam do nivel do mar até
1240m. A pluviosidade varia de 800 até 2000mm como média anual, estando os
periodos mais chuvosos compreendidos entre os meses de janefro a margo, € os de
seca compreendendo os meses de junho a agosto (Eiten 1972; Gibbs et al., 1983). A
temperatura média anual esta entre 20 e 26° C, podendo atingir minimas de 9°C
(Patos, MG) e 5°C (Boa Vista, RO) e méximas entre 26° C (Maranh#o) e 44°C (Sdo
Paulo). Os cerrados a sudoeste de Sdo Paulo também estdo sujeitos, devido a suas
altidudes, a frios ocasionais, com temperaturas em torno de 18°C ou mesmo
praticamente n#o ter frio (Reis, 1971; Eiten, 1977). Portanto, em geral, o clima da
regido de cerrado é do tipo tropical quente e umido, nio sendo este fator, o
condicionante da fisionomia da vegetagdo, pois os cerrados, como as matas, ocorrem
em diferentes tipos climaticos (Camargo,1963). O limite de distribuigdo do cerrado

seria condicionado mais pelo solo do que por qualquer outro fator ecoldgico.



Os solos do cerrado apresentam caracteristicas fisicas e morfologicas de
diferentes formag¢des sendo profundos, com boa drenagem e baixa capacidade de
retengdo hidrica. A textura varia desde a areia até a argila, sendo do tipo latossolo-
arenoso (Ranzani, 1971; Freitas e Silveira, 1977). Essas caracteristicas acabam
facilitando o crescimento € a boa penetragio do sistema radicular das plantas, que
atinge grandes profundidades, permitindo o acesso ao lengol de 4gua subterrdneo em
pouco tempo. De fato, a maioria das plantas lenhosas ou arboreas do cerrado tem um
sistema radicular bem desenvolvido, cuja taxa de crescimento em relagdo a parte
aérea ¢ maior (Rizzini e Heringer, 1962; Poggiani, 1971; Rizzini, 1965; Arasaki ¢
Felippe, 1990; 1991).

O maior crescimento da raiz em relagéo a parte aérea tem sido atribuido a
escassez nutricional dos solos do cerrado. A deficiéncia de zinco apresentada pelos
mesmos, afeta a sintese de triptofano, que é precurssor do acido indolil-3-acético
(AIA). Isso levaria a uma produgfo deficiente deste fitorregulador de crescimento.
Possivelmente, haveria uma diferenga na concentragido desse hormonio entre a raiz e
parte aérea, devido ndio s6 & degradagdo de AIA (pela AlA-oxidase) na raiz ser
menor, como também por estarem aquém do necessario os niveis deste horménio na
parte aérea , para se verificar o crescimento normal durante o desenvolvimento das
plantas (Beltrio, 1963; Poggiani, 1971).

A baixa taxa de crescimento e a baixa capacidade fotossintética observadas
nas plantas de cerrado, podem ser resultado dentre outras coisas, das caracteristicas
escleromorficas das folhas que resultaria em uma resisténcia maior do mesofilo a
entrada de diéxido de carbono. Isso todavia, pode ser compensado pela manutengéo
da abertura de seus estomatos durante todo o dia. No entanto, a utilizagdo dos
produtos da fotossintese seria limitada pelo oligotrofismo mineral, principalmente a
deficiéncia de nitrogénio e fosforo, que poderiam levar a um baixo aproveitamento
do carbono fixado, por falta de enzimas ou de compostos ricos em energia (Arens,
1963; Lopes e Cox, 1977; Robison e Walker, 1981).



A escassez nutricional do solo aliada a extrema acidez e as altas
concentragdes de aluminio condicionariam o escleromorfismo oligotréfico e o
aspecto xeromoOrfico da vegetagdo de cerrado. Estudos realizados neste solo,
mostram que o mesmo ndo apresenta deficiéncia hidrica e que apesar de suas plantas
apresentarem adaptagdes de protegdo a seca (xeromorfismo), as mesmas nio
apresentam comportamentos adaptados a ambientes secos (xerofitismo), pois
apresentam, por exemplo, livre transpiragdo foliar, mesmo no periodo de seca
(Rawitscher et al,, 1943; Arens, 1963; Ferri, 1977). Porém, segundo Goodland
(1971), as plantas de cerrado apresentariam um escleremorfismo alumino-toxico,
tornando muais claro o escleromorfismo oligotréfico descrito por Arens (1963). A
alta concentrag@o de aluminio, teria um efeito direto no processo de absorgdo dos
nutrientes, ja escassos, devido ao pH e ao dano causado as raizes(Goodland, 1971;
Malavolta et al.,, 1977). Assim, a ocorréncia de vegetagdo densa e de porte nos
cerrados, estaria condicionada a fatores edaficos e nutricionais, com alteragdes que
levariam ao aumento da fertilidade, com o aumento do pH e diminuigdo do aluminio
(Goodland e Pollard, 1973; Ferri, 1977, Lopes e Cox, 1977; Ribeiro et al.,1982).
Estes fatos provavelmente, teriam relagdo com o gradiente de vegetagdo observado
nos cerrados (Ferri, 1975; Lopes e Cox, 1977).

As adaptagdes fisiologicas das espécies que se desenvolvem nas condigSes de
cerrado sdo muito importantes para a sua sobrevivéncia, principalmente no que tange
a tolerdncia as altas concentragSes de aluminio, havendo, porém, poucos estudos
neste sentido. Com relagdo a este aspecto, observa-se a ocorréncia de plantas
acumuladoras de aluminio (mais de 1000mg/Kg de tecido, geralmente foliar), ¢ as
nio acumuladoras tolerantes. Estas uiltimas sdo capazes de absorver nutrientes em
presenga de aluminio, sem que este seja absorvido. Este grupo de plantas
compreende a maior parte das plantas de cerrado , entre elas as Leguminosae,
Myrtaceae, Compositae e outras (Goodland, 1971; Haridasan, 1982).
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Nas espécies acumuladoras de aluminio, este seria estocado principalmente
nas folhas,transportado via floema, independentemente da época do ano (Medeiros e
Haridasan, 1985). Tais espécies, apresentam niveis normais de calcio, magnésio e
zinco, 0 que ndo seria esperado devido a baixa disponibilidade destes nutrientes, e
face ao pH baixo e a presenga do aluminio no solo. Isso reflete o grau de adaptagéo
obtido por essas plantas, que chegaria ao ponto de superar a interferéncia do
aluminio na alocagdo dos elementos citados e também na provavel capacidade de
inativa-lo metabolicamente (Haridasan et al., 1986).

Alguns trabalhos mostram também, como adaptagdo das espécies de cerrado
as condigdes adversas, a presenga de tegumento impermedavel nas sementes havendo
a necessidade de escarificagdo para que possam germinar (Joly e Felippe, 1979;
Felippe e Silva, 1984; Felippe, 1990)

Portanto, o conhecimento da fisiologia de plantas do cerrado é de especial
interesse, nfo s6 devido a grande area ocupada por este tipo de vegetagdo, como
também pelas peculiaridades das condigGes ambientais de seu habitat. O potencial
de muitas espécies dos cerrados deveria ser explorado através de um niimero maior
de estudos que levassem a uma compreensdo mais ampla dessa formagdo vegetal,
visando especialmente a sua manutengdo, ou seja, a maneira como se multiplicam as
suas espécies vegetais, com interesse principal no estudo da germinagdo e dos
problemas ligados ao crescimento e desenvolvimento inicial das mesmas (Melhem,
1975; Mantovani e Martins, 1988).

Os componentes da semente que sdo o tegumento, endosperma ou os
cotilédones € o eixo embriondrio apresentam caracteristicas ou propriedades
quimicas e fisicas que seguramente influenciam o processo de germinacio.

Para germinarem, as sementes requerem condigdes adequadas de umidade,
temperatura e concentragdo de oxigénio. Essas exigéncias podem variar bastante
entre as espécies mas, de maneira geral, o processo de embebigdo em agua nas

condigSes normais de pressdo e temperatura desencadeia a germinagdo em sementes



vidveis € ndo dormentes. Com a embebigdo, ocorre a ativagio metabdlica na
semente.

Segundo Bewley e Black (1985), o processo de respiragdo das sementes
durante a germinagdo pode ser dividido em quatro fases: fase 1, onde ocorrem as
hidratagSes e ativagdes das enzimas e substincias mitocondriais associadas ao ciclo
de Krebs e a cadeia respiratoria, podendo durar algumas horas; fase 2 ou fase lag,
onde ocorre o término da hidratagio e todo o sistema enzimatico pré-existente se
encontra ativado. O quociente respiratério apresenta valores préximos a 3,0,
indicando um processo de respiragdo anaerébico (Spragg e Yemm, 1959). Apesar de
nem todas as sementes apresentarem essa fase, no caso da soja e de iniimeras outras
espécies, ela ocorre durante horas. Esse tempo pode se extender sob condiges ndo
ideais para a germinagdo, tais como baixas temperaturas ou estresse hidrico
(Bradford, 1990). Na fase 3 ha novo incremento na respiragdo aerébica (QR
préximo a 1,0). No inicio desta fase (ou final da fase 2 em varios casos), é observada
a protrusdo da radicula. Finalmente, na fase 4, ocorre nova queda no consumo de
oxigénio, que coincide com o inicio da mobilizagio do material de reserva dos
cotilédones ou do endosperma.

O crescimento do eixo embrionario também ¢ um processo que merece
estudos especiais. Sabe-se que apds a indugio da germinagfo, o crescimento dessa
estrutura apresenta um padrdo, observado para diversas espécies. Em cevada, por
exemplo, ocorrem alteragSes na massa seca e fresca do eixo embrionario durante a
germinagdo de sementes intactas, 0 mesmo ocorrendo para a massa seca e
comprimento do eixo em ervilha. Ambos os resultados demonstraram que a
germinagdo envolve duas fases distintas (Brown, 1972).

Para muitos autores, parece claro que a alterago no desenvolvimento do eixo
seria uma consequéncia de alteragdes nas condigGes ambientais. Para outros, essa
mudanga seria devida a uma aceleragdo no suprimento de nutrientes a partir do

tecido de reserva. Evidéncias sugerem ainda que o modelo de crescimento ¢ uma
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propriedade intrinseca do préprio eixo, sem excluir que o crescimento é também
dependente de processos que ocorrem em outras partes do sistema, ou que exista
uma forte interagdo entre as diferentes partes durante a germinagio. (Brown, 1972).

Assim, mudangas na morfologia e fisiologia das varias partes da semente
durante a germinagdo sdo usualmente acompanhadas por alteragdes no metabolismo,
que é baixo na semente quiescente e € ativado no comego da germinagio (Mayer e
Shain, 1974). Essas alteragdes devem ser decorrentes dos constituintes presentes nas
diferentes sementes.

As principais substncias de reserva nas sementes sdo carboidratos, proteinas
e lipidios. A proporgdo dessa composigdo, pode variar de espécie para espécie e até
entre espécies de uma mesma familia. Dessa forma, podemos distiguir basicamente,
dois tipos de sementes: aquelas em que as principais reservas sdo carboidratos e
proteinas e outras em que lipidios e proteinas aparecem em maior quantidade (Mayer
e Poljakoff-Mayber, 1989).

No inicio da embebigdo, em algumas sementes como soja, os carboidratos sdo
as primeiras moléculas a serem metabolizadas, seguidas pelos lipidios (Hutton e
Stumpf, 1971).

Os carboidratos podem ser armazenados na forma de amido que é o principal
material de reserva nas sementes cultivadas como trigo , arroz, milho e feijio (Mayer
e Poljakoff-Mayber, 1989).

O amido ¢ formado por dois homopolissacarideos da glicose: amilose e
amilopectina . A forma e tamanho dos grios de amido ¢ variavel entre as espécies
sendo que o conteido de amilose em relagéo ao da amilopectina determina a forma
do gréo. Maiores quantidades de amilopectina tornam o grio mais eliptico € maiores
quantidades de amilose, mais esféricos. O amido ¢ armazenado em organelas
chamadas amiloplastos. Estas organelas podem conter enzimas que participam na
sintese dessa reserva. Sua quantidade ¢ geralmente espécie-especifica podendo
variar de alguns grios, até dezenas (Banks e Muir, 1980; Bewley e Black, 1985).



Em legumes, a reserva de amido é normalmente depositada nas células dos
cotilédones. Geralmente esse acimulo se inicia concomitante ao de albuminas e se
estende até depois que € iniciado 0 amadurecimento do fruto (Pate, 1975).

O amido é uma forma de reserva bastante comum em leguminosas podendo
atingir mais de 50% da massa seca em Pisum sp e Vicia faba (Halmer, 1985).

A degradagdo de amido é feita pela a-amilase, que existe em pequenas
quantidades nas sementes maduras. Entretanto, no inicio da germinagdo essa
quantidade aumenta. Em alguns casos, ha também um incremento na quantidade de
fosforilases e de B-amilase (Van Onckelen et al.,1977), também envolvidas na
degradag@o do amido.

Em certas sementes, a maior quantidade de carboidratos de reserva nio é
formada por amido mas por outros polissacarideos, sendo que os principais podem
ser subdivididos em trés grandes grupos: mananos, galactanos e xiloglicanos. Os
mananos s3o encontrados normalmente nos endospermas de certas espécies de
Palmae, Umbeliferae e Leguminosae; galactanos ocorrem em cotilédones, sendo
muito abundantes no género Lupinus; finalmente, os xiloglicanos aparecem em
grandes quantidades, principalmente em cotilédones de sementes de leguminosas da
sub-familia Caesalpinoideae (Meier e Reid, 1982).

As proteinas de reserva sio geralmente classificadas em fungdo de sua
solubilidade. Em cereais, as mais abundantes sdo prolaminas, soliveis em solugbes
alcéolicas, como por exemplo em milho e sorgo ou as glutelinas, soliveis em
solugBes basicas ou acidas diluidas, como em trigo, arroz e aveia. Em leguminosas,
as globulinas representam a maior parcela das proteinas de reserva e s@o solaveis em
solugdo salina. Como exemplo podemos citar a faseolina do feijdo, glicinina da soja
e canavalina em feijdo de porco. A principal fungdo destas proteinas é a de fornecer
aminoacidos ou nitrogénio para as plantulas (Pernollet e Mossé, 1983).

As proteinas de reserva normalmente se encontram depositadas em organelas

celulares denominadas corpos protéicos. Em geral, esses corpos se modificam logo



O tamanho dos corpos lipidicos de vérias oleaginosas ¢ espécie-dependente e
o contetdo relativo de triacilglicerdis, fosfolipidios e proteinas esta relacionado com
esse tamanho. Com o aumento de didmetro, ocorre aumento no conteudo de
triacilglicerol e uma correspondente diminuigdo no conteuido de proteinas e
fosfolipidios (Tzen, et al., 1993).

Os lipidios se tomam disponiveis apo6s sua hidrolise, fornecendo material
lipidico para o desenvolvimento da plantula ou, através da gluconeogénese, como
fonte de carbono, apés a B-oxidagdo de acidos graxos, durante a germinagdo. E
sabido que os lipidios hidrofébicos contidos nos corpos lipidicos estdo ligados a
hemicamada da membrana celular voltada para seu interior e sua interagdo com
proteinas origina compostos genericamente chamados de oleosinas (Yatsu e Jacks,
apud Dyas e Goad, 1994). Entretanto, a ontogenia dos corpos lipidicos € discutivel
havendo divergéncias quanto a sua origem a partir do reticulo endoplasmatico
(Stobart et al., 1986; Murphy e Cummins, 1989).

Embora na maioria dos corpos lipidicos de sementes o principal lipidio
presente seja o triacilglicerol, pequenas quantidades de diacilglicer6is e acidos
graxos livres foram detectadas (Huang, 1992).

A fase inicial da hidrdlise de lipidios ¢ catalisada pelas lipases presentes nos
corpos lipidicos, originando gliceréis e acidos graxos. Em alguns tipos de sementes,
como por exemplo milho, mamona e nabo silvestre, as lipases estariam sempre
associadas com a membrana dos corpos lipidicos. Em outras sementes como soja,
girassol € amendoim por exemplo, as lipases aparecem somente apds ter inicio a
germinagdo(Huang, 1985).

A atividade das lipases presentes nos corpos lipidicos, aumenta concomitante
ao decréscimo dos lipidios de reserva durante a germinagdo e seria também
proporcional ao conteudo de lipidios da semente (Wang, et al., 1984). Apéds a
hidrélise dos lipidios, as membranas remanescentes dos corpos lipidicos podem

fundir-se para formar parte do vacuolo central (Huang, 1992).
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Em amendoim, a membrana remanescente pode ser reutilizada ap6s a redugio
lipidica, para a répida produgdo de novo reticulo endoplasmatico (RE) no inicio da
germinagdo, desde que este RE contenha polipeptideos de baixo peso molecular,
similares aqueles das membranas dos corpos lipidicos os quais coincidentemente,
desaparecem neste periodo (Jacks, et al., 1990).

Ferreira et al. (1979), analisaram a composigdo do embrido e gametofito de
Araucaria angustifolia durante a germinagdo e as fases iniciais do crescimento e
sugeriram que a degradagdo das reservas se inicia a0 mesmo tempo no embrido e
gametofito. Como a maior degradag@o do amido do gametdfito ocorre tardiamente,
sugeriram que o embrido tem seus mecanismos proprios de suprir energia para as
fases iniciais de germinag3o.

McFadden (1963), sugeriu que a composi¢do quimica das sementes pode ser
um importante fator na determinagdo do vigor da plantula, quando sementes do
mesmo cultivar sdo obtidas de diferentes fontes.

Lowe e Ries (1973), estudaram o efeito de conteudo protéico do endosperma,
no crescimento de plantulas de trigo. Concluiram que endospermas ricos em
proteinas produzem plintulas vigorosas, independentemente do tipo de embrifo,
mostrando que o fator responsavel pelo maior crescimento destas, estd no
endosperma.

Na fase inicial do crescimento, o embrido é completamente dependente das
reservas da semente, as quais s#3o degradadas pelas enzimas hidroliticas e
translocadas dos orgdos de reserva para o embrido em crescimento. Entretanto, a
simples degradagdo pode ser questionada, ante a possibilidade dessas reservas, como
proteinas, poderem ser transportadas pelo sistema vascular existente no cotilédone
para a radicula, desde o inicio da germinagdo, sem degradagdo enzimatica, pelo
menos em sua totalidade (Cortelazzo e Vidal, 1991).

Durante a germinagio observam-se alteragSes nos corpos protéicos de células

cotiledonares, que podem ser detectadas pela modificagdo da reatividade protéica. A
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descompactagio ou desagregagdo dessas moléculas e seu aparecimento em estruturas
vasculares para o seu transporte, pode entdo ser visualizado pela ocorréncia nestes,
de material com reagles positivas para proteinas (Vidal e Pimentel, 1985). A
degradagd@o da reserva protéica pode ser observada no tecido da plantula ou semente
que tenha sido quimicamente fixado, incluido e seccionado (Lott, 1980). Em soja,
nos primeiros dias de germinagdo foram detectadas "in situ” alteragSes morfologicas
e quantitativas no conteiido protéico de suas células cotiledonares. Durante esse
periodo, foi encontrado material protéico no interior das células dos vasos, enquanto
esse contetido diminuia nas demais células do cotilédone, sugerindo um transporte
da reserva protéica na forma de polipeptideos (Cortelazzo e Vidal, 1991), que teriam
seu ponto isoelétrico aparente diminuido durante o processo (Cortelazzo e Vidal,
1989).

Assim sendo, a pesquisa mais detalhada das modificagdes estruturais
cotiledonares na fase de germinagdo e do desenvolvimento de um sistema de
condugdo implicado no transporte de substancias de reserva para o eixo embrionario,
poderiam elucidar em parte esta relagdo.

O eixo embrionario ¢ geralmente reconhecido como sitio de sintese de
horménios. Em diversos cereais, a degradagdo do amido pela o-amilase no
endosperma, € dependente da sintese de giberelina que ocorre no embrido
(Chrispeels e Vamer, 1967). Do mesmo modo, em cotilédones de sementes de
ervilha, durante a germinago, a hidrélise de proteinas € controlada pelo eixo (Muntz
et al., 1985). Em diversas outras espécies, a formagdo e a atividade de enzimas
hidroliticas dependeria da presenga do eixo (Halmer, 1985). Entretanto, a influéncia
do embridio na degradagdo das reservas cotiledonares e dessa forma, seu controle na
sua mobilizagdo, é ainda discutivel uma vez que ha muitos exemplos de plantas cuja
remogdo do eixo provoca pouco ou nenhum efeito na atividade enzimatica (Mayer e
Poljakoff-Mayber, 1989).



12

Uma outra maneira pela qual o embrido poderia regular a degradagdo das
reservas cotiledonares seria através de sua prépria atuagdo como fonte de consumo.
Isto implica que o tecido de reserva deva ser autosuficiente, tendo a capacidade de
sintetizar todas as enzimas necessarias para a sua degradagio, sem a requisi¢io de
nenhum fator proveniente do eixo embrionario. O controle do embrido seria
simplesmente através da incorporagdo dos produtos da hidrélise do tecido de
reserva, mantendo as concentragdes abaixo de um nivel critico. Evidéncias para esta
hipétese foram encontradas em trabalhos de Yomo e Vamer (1973) com ervilha,
onde foi demonstrado que a atividade proteolitica da semente diminuiu quando as
plantas receberam fornecimento de aminoacidos exdgenos. Oaks (1965), observou
os mesmos resultados em milho.

Portanto, o papel do embrido no controle da degradagdo de reservas é ainda
indefinido. Provavelmente, a caracteristica do padrdo de crescimento do eixo se deve
a alteragSes metabolicas que ocorrem durante a germinagio, as quais também podem
ser dependentes ou controladas pelo desenvolvimento do embrido.

A literatura mostra poucos trabalhos a respeito da fisiologia da germinagio de
plantas de cerrado e principalmente estudos de laboratorio, uma vez que as primeiras
dessas constatagdes na natureza, tiveram inicio na década de sessenta (Labouriau et
al., 1963; 1964; Melhem, 1975; Felippe, 1984; Felippe, 1990). Os estudos
realizados, além de determinarem as condigdes de germingdo para as sementes de
espécies de cerrado, analisaram aspectos de seu crescimento em determinada fase de
desenvolvimento inicial (Felippe e Dale, 1990; Godoy e Felippe, 1992a,b; Sassaki e
Felippe, 1992; Paulilo et al., 1993).

Diante da possibilidade de ampliar o conhecimento sobre aspectos
germinativos € do crescimento inicial de uma espécie de cerrado, o presente estudo
se fez com Dalbergia miscolobium Bentham (1860).

Essa espécie também denominada D. violacea ou D. dolichopetala, pertence

a familia das leguminosas, apresenta porte arbéreo € tem importincia econdmica
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como madeira e planta omamental. E popularmente conhecida como "cabiiina do
cerrado” ou "jacarandid do cerrado”, devido ao seu potencial madeireiro ser
semelhante ao de D. nigrans, o "jacaranda da bahia" (Rizzini, 1971).

O seu desenvolvimento no geral é considerado do tipo lento, porém o
crescimento da raiz principal é muito rapido, produzindo orgdos subterrdneos
capazes de multiplicagdo vegetativa e denominados raizes geminiferas plagiotropicas
(Rizzini e Heringer, 1962). Seus frutos sdo indeiscentes, oblongos, planos,
membranosos e retos, em forma de foice, com sementes reniformes, achatadas, com
rostelo e em nimero de uma ou duas por fruto (Ferri, 1969).

A analise de frutos jovens de D. miscolobium, formados a partir de flores
polinizadas manualmente, mostra que ¢ uma espécie xendgama, que apresenta
sistema de auto-incompatibilidade de ag8o tardia, ou seja, com a autopolinizago,
teria inicio a formagdo do embriio que no entanto, € logo abortado. Verificou-se
também que o aumento do tamanho dos frutos leva 4 maior frequéncia de embrides
na posigdo apical e que a ocorréncia de abortos se da preferencialmente com os
embrides em posigio basal, proximo ao pediinculo (Sassaki e Felippe, 1995).

D. miscolobium floresce de janeiro a fevereiro, produzindo frutos maduros
entre maio € junho, quando ocorre a sua dispersdo pelo vento. Assim, eles sdo
dispersos na estagdo seca. A fase de emergéncia das plantulas no entanto, depende
das condig¢des hidricas, ocorrendo ao ar livie em setembro, quando do periodo de
chuvas, sendo que as sementes permanecem viaveis dentro dos frutos pelo menos
quatro meses, até o inicio do periodo chuvoso (Sassaki e Felippe, 1995).

Apesar de sua grande ocorréncia em cerrados D. miscolobium, foi classificada
como planta ndo acumuladora tolerante ao aluminio, apresentando quantidades deste
elemento em torno de 250mg/K em suas folhas (Haridasan, 1982).

Considerando as condigdes ambientais peculiares dos cerrados, a abordagem
que tem sido feita nos estudos com espécies dessa formagdo, analisam seus aspectos

adaptativos e consequentemente, em estdgios normalmente avangados de
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desenvolvimento. Portanto, hd necessidade de maiores informagSes para ampliar o
conhecimento sobre a fase inicial da germinagdo e. crescimento de suas espécies
formadoras. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos principais:

- Determinar um padrdo de crescimento para o eixo embrionario em termos
de massa fresca e massa seca;

- Caracterizar citoquimicamente o padrio de crescimento inicial e a
composi¢ao das principais reservas do eixo embrionario e cotilédones;

- Detectar citoquimica e bioquimicamente as alteragSes nos contetidos das
reservas das sementes, bem como a sua mobilizagdo;

- Estabelecer um parimetro que permita analisar precisamente o padrdo de

desenvolvimento e crescimento inicial da plantula para essa espécie.
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Material e Métodos:

1. Material

Foram utilizadas na primeira etapa do trabalho, sementes de Dalbergia
miscolobium Benth (cabiuna), fornecidas por M.S.J.C.S.Silva do CPAC-Embrapa,
Brasilia. Numa segunda etapa, foram utilizadas sementes provenientes do Cerrado
de Itirapina, SP.

Para a éaracterizag:ﬁo inicial do material, foram utilizadas sementes
quiescentes intactas (tegumento, cotilédones e eixo embrionario) e para o estudo do
padrio de crescimento do eixo embrionario e determinacdo das substincias de

reserva, foram utilizados, separadamente, cotilédones e eixos.

2. Métodos

2.1. Germinagdo

Os testes de germinagdo, para o material de Brasilia, foram feitos colocando-
se as sementes para germinar em placas de Petri com 9 cm de didmetro, forradas
duplamente com papel de filtro embebido em 10 ml de agua destilada. Essas placas
permaneceram na luz fluorescente branca em camaras de crescimento tipo "Forma
Scientific", modelo 24, a temperatura de 25°C, durante o periodo de realizagdo do

experimento. Foram utilizadas 40 sementes por placa, com cinco repeti¢des.
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Para o material de Itirapina, as sementes foram colocadas para germinar em
placas de Petri com 15 cm de didmetro, forradas duplamente com papel de filtro
embebido com 15 ml de agua destilada. Estas placas foram mantidas sob as mesmas
condi¢gdes descritas acima. Quando necessario, foi aplicada solugdo anti-fungica,
utilizando-se Micostatin (100 unidades/ml), aplicada diretamente nos papéis de
filtro, em substituigdo 4 agua destilada. Foram utilizadas 25 sementes por placa, com

quatro repetigdes.

2.2. Padronizag¢do do aspecto das sementes

Foram realizados testes de germinacdo com sementes de diferentes aspectos,
baseados na cor € na contaminagdo aparente do material por fungos. Assim sendo,
foram definidos dois tipos de sementes: o primeiro, representado por sementes
"claras" (coloragdo castanho-clara), sem contaminagdo aparente por fungos € no
segundo, sementes "escuras" (castanho-escuras e pretas) e/ou aparentemente
contaminadas por fungos. Essa selegdo foi feita a partir da porcentagem de
ocorréncia dos dois tipos em 1000 sementes, separadas em 10 amostras de 100

sementes cada.

2.3. Padronizacdo da massa da semente e do eixo embriondrio

Com a finalidade de se estabelecer um padrdo para o estudo da mobilizagao
de reservas, foi determinada uma faixa de massa para as sementes a serem utilizadas.
A escolha dessa faixa foi feita tomando-se ao acaso 1000 sementes de Dalbergia,
verificando-se a distribuigdo normal e a frequéncia absoluta das classes de massa

encontradas na amostragem. As sementes utilizadas foram as de massa
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correspondente as da parte média da curva de distribuigdo. A padronizagdo da massa
do eixo embrionério foi feita pelo mesmo tipo de determinagdo, numa amostragem

de 50 eixos de sementes de massa padronizada.

2.4. Teste de embebigio

Sementes padronizadas foram colocadas para embeber em béqueres de 50 ml
contendo 30 ml de agua destilada. Esses recipientes permaneceram na luz
fluorescente branca, a 25°C, em cdmaras de crescimento, conforme descrito em 2.1.
As medidas de massa foram feitas em balanga de torgdo DLMZ com sensibilidade de
0,0001g, em intervalos de 1 hora, por um periodo de 6 horas. A partir deste periodo,

as medidas foram feitas a cada 6 horas, até totalizar 48 horas de embebigdo.

2.5. Determinacio da massa fresca e massa seca do eixo embrionirio e

cotilédones

Para o estudo do padrdo de crescimento do eixo embrionario do material de
Brasilia, sementes padronizadas foram colocadas para embeber por periodos de
tempo que variaram de zero hora a 21 dias. As determinagdes foram feitas a cada 60
minutos para as primeiras 6 horas de embebigdo; a cada 6 horas, para o intervalo
entre 0 e 3 dias de embebigio e finalmente, a cada 72 horas, para o intervalo de 0 a
21 dias. As sementes foram colocadas para embeber em placas de Petri com 5 cm de
didmetro, forradas duplamente com papel de filtro embebido em 5ml de agua
destilada. Essas placas permaneceram em luz fluorescente branca ou no escuro, em

cdmaras de crescimento a temperatura de 25°C. Nos experimentos realizados no
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escuro, as placas foram recobertas com 3 sacos plasticos pretos. Foram utilizadas 5
sementes por placa, com cinco repetigdes.

Com o material proveniente de Itirapina, a metodologia para a embebigdo foi
a descrita no item 2.1. e as determinagdes de massa realizadas por periodos de tempo
que variaram de zero hora até 12 dias. As determinagdes foram feitas em intervalos
de 24 horas.

As determinag¢des de massa fresca dos eixos embrionarios e dos cotilédones,
foram feitas em balanga de torgio DLLM2, com sensibilidade de 0,0001g. A massa
seca foi obtida utilizando-se 0 mesmo tipo de balanga ap6s secagem do material por
48 horas, em estufa a 80°C. Foram feitas trés repetigSes com 5 amostras cada, para

cada intervalo de tempo.

2.6. Caracterizacdo citoquimica das sementes

Para o estudo citoquimico do material proveniente de Brasilia, foram
utilizados cotilédones e eixos embrionarios de sementes padronizadas quiescentes e
com 24, 48 e 72 horas de embebigdo, nas condigdes ja anteriormente especificadas.

As sementes provenientes de Itirapina foram caracterizadas citoquimicamente
a partir da coleta de amostras diarias num periodo de zero a 12 dias a partir do inicio
da embebigdo. Esta caracterizagdo também foi feita em materiais selecionados com
base no crescimento do eixo embrionario, por ocasido da protrusdo da radicula e

com 5, 10, 20, 30 ¢ 50 mm de comprimento do eixo hipocétilo-radicular.



19

2.6.1. Fixacao

Os cotilédones e eixos foram submetidos a trés tipos de fixagdo, conforme o
método de coloragdo a ser posteriormente realizado.

Para as coloragdes com Hematoxilina e Eosina, Azul de Toluidina e Xylidine
ponceau, os materiais foram fixados em solugdo de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2,5%, em tampdo fosfato 0,IM a pH 7,4, durante 48 horas, a 5°C
(Kierman, 1981).

Para o método do PAS (4cido periédico, seguido do Reativo de Schiff), os
materiais foram fixados em etanol a 100% durante 24 horas, a 5°C (Lison, 1963).

Para a caracterizagdo de lipidios, os materiais foram fixados em solugio
aquosa de formaldeido a 10% durante 24 horas a 5°C e lavados em agua corrente

por 24 horas (Maia, 1979).
2.6.2. Inclusdo e microtomia

Apos a fixagdo em paraformaldeido tamponado, os materiais foram
desidratados em concentragdes crescentes de etanol (de 70% até 100%). A seguir,
esses materiais e aqueles fixados em etanol a 100%, foram diafanizados em xilol
durante 30 minutos e posteriormente deixados em 6leo de cedro, por 15 dias, para
término da diafanizagéio (Policard et al., 1957). Os materiais assim processados
foram incluidos em parafina, seccionados em micrétomo R. Jung-Heidelberg, em
cortes com 8 pm de espessura, seguindo-se desparaﬁnizagﬁo em xilol e reidratagdo
em concentragdes decrescentes de etanol (Lison, 1963).

Os materiais fixados em formol a 10% foram seccionados em cortes com 24 m de
espessura, em micrétomo de congelagdo. Os cortes assim obtidos foram coletados

diretamente em laminas e deixados secar ao ar.
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2.6.3. Coloracdes

2.6.3.1. Hematoxilina - eosina (HE)

Para uma visualizacio geral, os cortes foram corados em solugdo de
Hematoxilina por 6 minutos, lavados em agua destilada durante 12 minutos, imersos
em solug@o de eosina 0,5% em etanol 95% durante 10 minutos e lavados com 2

banhos de etanol absoluto. A secagem foi feita ao ar e a montagem das liminas em

balsamo do Canada, com indice de refragdo np = 1,54) (Maia, 1979).

2.6.3.2. Xylidine ponceau (XP)

A detecgdo de radicais catibnicos totais "in situ" foi feita através da coloragio
dos cortes pelo Xylidine ponceau a 0,1% em acido acético a 3%, pH 2,5, durante 15
minutos. Em seguida foi feito um banho em écido acético a 2% por 30 minutos e
uma rapida desidratagdo em etanol 95% e 100%. A diafanizagdo foi feita em xilol e

a montagem das laminas em balsamo do Canada (Cortelazzo, 1992).

2.6.3.3. Azul de Toluidina (AT)

Para a visualizagdo dos radicais ani6nicos totais "in situ” foi utilizado Azul de
Toluidina 0,025% em tampdo Mcllvaine (4cido citrico e fosfato dibasico de s6dio) a
pH 4,0. Os materiais foram corados durante 15 minutos, rapidamente lavados em

agua destilada, secados ao ar € montados em balsamo do Canada (Vidal, 1977).
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2.6.3.4. Sudan black

Para a detecgdo de grupamentos hidrofobicos, os materiais fixados em
solugdo aquosa de formaldeido a 10% foram corados com Sudan Black, a 0,7%, em
etanol 70%, durante 20 minutos e lavados varias vezes em etanol 70% até a remogio
do excesso do corante. A montagem das laminas foi feita com agua destilada (Maia,

1979).
2.6.3.5. Método do PAS

Como forma de evidenciar os polissacarideos neutros, parte do material
fixado em etanol absoluto foi submetido ao método do PAS, a partir da oxidagdo em
acido periédico a 0,5% durante 10 minutos. A seguir os cortes foram lavados em
agua destilada, secos ao ar e colocados em reativo de Schiff (Lillie, 1954) durante 8
minutos no escuro. Apés a coloragdo foram submetidos a 3 banhos consecutivos de
3 minutos cada em agua sulfurosa (18 partes de agua destilada, 1 parte de HCl IN e
1 parte de metabissulfito de sédio 10%), seguidos de uma rapida desidratagdo em
etanol 95 e 100% e montagem em balsamo do Canada (Cortelazzo, 1992).

2.6.4. Andlise das preparagdes

Os materiais processados e corados conforme descrito anteriormente, foram
observados em microscopio fotdnico Zeiss ou em microscopio Polzeiss com o
analisador e polarizador cruzados. Apés a analise, os materiais selecionados foram

fotografadds.



22

2.7. Determinacio das substincias de reserva das sementes provenientes de

Brasilia

Para esse estudo foi utilizado o método de extragdo fracionada visando
inicialmente a obten¢do de duas fragSes: uma contendo os lipidios € a outra,
proteinas e carboidratos, a partir das solubilizagdes desses compostos em solventes

organicos. Foram realizadas analises a partir do material extraido a fresco ou seco.

2.7.1. Extracdo de lipidios totais

A partir do material fresco, foi utilizado o método descrito por Leung et al.
(1981), no qual as amostras de cotilédones e eixos embrionérios intactos
(aproximadamente 50 mg) de sementes quiescentes foram colocados inicialmente em
isopropanol a frio para inibigdo de lipases. Essas amostras permaneceram nesta
solugdo por cerca de uma hora, apés o que, foram submetidas a vérias extragdes de
24 horas em solugdo de cloroféormio-metanol 2:1 (v/v), a temperatura ambiente
(Folch et al., 1957). Foram feitas 6 extragdes para os cotilédones e 3 para os eixos
até a remogdo total dos lipidios. A determinagdo do conteido de lipidios foi feita
através de método gravimétrico ap6s filtragdo e evaporagdo da solugdo a baixa
pressdo, em evaporador rotatério, a 37°C.

Com o material seco, foram utilizados os mesmos processos de extragdo e
determinagdo com excegdo do isopropanol que ndo foi empregado. As amostras
foram obtidas apods secagem do material (eixos embrionarios e cotilédones), em
estufa a 80°C, por 24 horas e sua respectiva homogeneizagdo em po, através de
moinho de malha (cotilédones) ou maceragdo em almofariz (eixos embrionarios). As
amostras foram definidas em 100 mg para cotilédones e 50 mg para eixos

embrionarios. Foram feitas 3 repetigdes para cada material.
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2.7.2. Extracio de carboidratos soltiveis

Apds a remogdo dos lipidios, as amostras foram submetidas a extragdo em
etanol 80% a 80°C, por 10 minutos, sendo o sobrenadante obtido ap6s centrifugag¢do
a 2.500 x g. Foram realizadas pelo menos, 4 extragdes para cotilédones e eixos. Os
extratos contendo carboidratos livres soliveis em etanol, foram submetidos a analise
de aglicares totais pelo método do fenol-sulfurico, segundo Dubois et al. (1956) e
agticares redutores, segundo Somogyi (1945), utilizando-se glicose como padrio.

Esse procedimento foi aplicado tanto para o material fresco como para o seco,

com 3 repetig¢des para cada material.

2.8. Determinacgio das substincias de reserva das sementes provenientes de

Itirapina

Para as extragdes e dosagens de lipidios, acidos graxos, amido, aglicares
livies e proteinas, foram utilizados cotilédones de sementes nos estadios de

crescimento estabelecidos pelas caracterizagdes citoquimicas.

2.8.1. Extracio e determinacgfo de lipidios totais:

Para as determinagdes do contetido de lipidios totais foram utilizados
materiais frescos de eixos embrionarios e cotilédones nos diferentes estadios de
crescimento estabelecidos. As amostras foram coletadas em triplicata sendo que a
massa fresca foi em torno de 0,2 g para eixos e 1,0 g para cotilédones por amostra.

Foi utilizado o método descrito por Leung et al. (1981), conforme descrito no
item 2.7.1 de material e métodos. A determinagfio do contetdo de lipidios foi feita

através de método gravimétrico apés filtragem e evaporagdo da solugio em
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evaporador rotatério a 37°C . Os resultados foram expressos em mg de lipidio por
grama de matéria fresca ou seca dos materiais. Para cada amostra foram feitas 3
repetigdes.

Quando necessario, o material foi estocado em isopropanol e mantido a -20 C.
2.8.2. Contetido de dcidos graxos

Foram utilizados 0,2 g de eixos embrionarios e 1,0 g para cotilédones por
amostra. A extra¢do dos lipidios foi feita segundo o método de Bligh & Dyer (1959).

O O6leo foi saponificado e esterificado para a obtengfo dos metil-ésteres,
segundo Hartman & Lago (1973). A separagdo dos ésteres metilicos foi feita a partir
da injegdo de 1 pl dos écidos graxos metilados em cromatdgrafo a gas CG-37
acoplado a um integrador processador CG mod.200, com coluna de metal com
2.500 mm X 3,17 mm, contendo como fase estacionaria FFAP (poli-etilenoglicol
acido nitrotereftalico) a 10% e como suporte, chromosorb W-silica. A temperatura
de analise variou de 200 a 230°C a uma velocidade programada de 2°C/min,
permanecendo por mais 45 min a 230°C. A velocidade do papel foi de 1 mm/min;
dos gases N2 e Hp foi de 0,5 ml/s e do ar sintético, 3,3 ml/s.

Os acidos graxos foram identificados comparando-se 05 cromatogramas
obtidos com padrdes existentes, baseados nos tempos de retengdo de varios acidos

graxos conhecidos (Sigma).
2.8.2. Extracio e dosagem de proteinas

Para a extragdo de proteinas, as amostras foram submetidas a 5 lavagens com
MCA (metanol, cloroférmio, agua, 12:5:3 v/v/v), seguidas de centrifugagdes a 3.000 x g
durante 15 min. Os precipitados obtidos foram deixados em 10 m! de NaOH 0,1 M por
24 horas a 5°C. A seguir, foi feita centrifuga¢éo durante 15 minutos a 3.000 x g. Os
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precipitados foram ressolubilizados e centrifugados mais duas vezes. Aos
sobrenadantes foi adicionado acido perclorico (PCA) de forma a ser obtida uma
concentrag@o final de 5% de PCA.. Essas solugdes foram colocadas em banho-maria
a 90°C durante 15 minutos e novamente centrifugadas durante 15 minutos a 3.000 x
g. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados solubilizados em 5 ml de
NaOH 0,1 N.

As dosagens de proteinas foram feitas pelo método do Coomassie Blue
(Bradford, 1976). O reativo de Bradford foi preparado a partir da dissolugdo de
100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-B-1131) em 50 ml de etanol a
95%. A esta solugdo foram acrescentados 100 ml de acido ortofosforico a 85%
completando-se o volume para um litro com é4gua destilada, seguindo-se filtragdo.
Aliquotas de 0,1 ml foram retiradas dos extratos € a elas foram adicionados 1 ml do
reagente, sendo feitas 3 repetigdes para cada amostra. A curva padrdo foi feita a
partir de soroalbumina bovina (BSA) nas concentracdes 5, 10, 20, 30 e 40 pg/ml.
As diluigdes necessarias foram feitas com NaOH 0,1 N e as leituras realizadas em

absorbancia de 595 nm.

2.8.3. Eletroforese

A extragdo de proteinas para a eletroforese foi feita com 1 ml de tampdo
redutor Tris HCl 62 mM, pH 6,8, 2-Mercaptoetanol 0,2%, Azul de Bromofenol
0,01%, SDS 2,7% ¢ EDTA 5.10-4 M, ou com 1ml de tampdo nfo redutor (sem 2-
Mercaptoetanol), seguido de incubagdo a 37°C, durante 16 horas. Apds esse periodo
as amostras foram fervidas durante 10 minutos e centrifugadas a 13.000 x g por 10
minutos. Foram utilizadas amostras com 10,0 mg de material cotiledonar seco, nos
estadios estabelecidos. Foram aplicados 30ul por amostra em cada pogo.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (10,0%) com SDS foi feita segundo
Zingales (1984). O tampio utilizado na eletroforese foi Tris 25 mM, glicina 190 mM e
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SDS 0,1%. Para cada placa foram aplicados 25 mA durante 3 horas. Padr3es de peso
molecular (Pharmacia Fine Chemicals-Uppasala, Sweden), foram sempre analisados
em paralelo e continham B fosforilase (94.000), soroalbumina bovina (67.000), sub-
unidade da catalase (60.000), ovoalbumina (43.000), sub-unidade da lactato
desidrogenase (36.000) e anidrase carbdnica (30.000). A coloragdo foi feita pelo
Coomassie Blue R 250 a 0,2% em acido acético 10% e metanol 50% durante uma

hora e meia, e descoloragdo em metanol 50% e acido acético 10%.
2.8.4. Extracdo e dosagem de amido e agiicares soluveis

Para a extragio de amido e agucares soliveis, as amostras foram colocadas
em 10 ml de uma mistura de metanol cloroférmio e agua (MCA) na proporgdo de
12:5:3 v/v/v segundo adaptagdo de Shannon (1968). Apds homogeneizagdo,
procedeu-se a centrifugagdo durante 10 minutos a 3000 rpm. Foram feitas 3
extragdes e apos as centrifugagdes, para cada quatro volumes dos sobrenadantes, foi
acrescentado um volume de metanol e um volume e meio de agua destilada. As
solugdes foram colocadas em funil de decantagdo, agitadas e deixadas em repouso
durante 24 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as fases inferiores
foram descartadas e as fases superiores recolhidas ‘e reservadas para a dosagem de
agucares livres.

O precipitado das extragdes com MCA foi ressuspendido com 4cido
perclorico a 30% (PCA), segundo método de McCready et al.(1950). Foram feitas 3
extragdes com 5 ml de PCA. ;

As dosagens de amido e agticares livres foram realizadas utilizando-se o reagente
de antrona, obtido a partir da mistura de 200 mg de antrona (Sigma) em 100 ml de acido
sulfiirico a 95% (McCready et al.1950). Aliquotas de 1,0 ml de cada extrato foram
acrescidas de 2 ml do reagente de antrona. Apds agitagéo, os tubos foram aquecidos
e mantidos durante 5 minutos em agua fervente (Scott & Melvin, 1953). Para as
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dilui¢gBes necessarias utilizou-se dgua destilada. As leituras das absorbancias foram
feitas a 620 nm. Foram feitas 3 repetigdes por amostra.

Os calculos para as dosagens foram feitos utilizando-se curva padrio obtida a
partir de solugdes aquosas com 10, 30, 50 e 70 pg de glicose por mililitro. Para o
amido, os valores foram multiplicados pelo fator 0,9, segundo McCready et al.
(1950).

2.9. Anilise estatistica

Em todos os resultados foram realizadas andlises estatisticas pelo teste F,
sendo calculada a diferenca minima significativa (DMS) a 5% pela tabela Tukey,
quando F foi significativo (Snedecor, 1962). Por isso todas as diferengas citadas sdo
estatisticamente significativas. Os dados de porcentagem de germinagdo, foram
transformados em valor angular, que corresponde ao arco seno da raiz quadrada da
porcentagem. As leituras obtidas das extragdes feitas foram relacionadas com as
leituras dos seus respectivos padrdes pelo calculo de correlagdo e regressdo. Nesses
resultados considerou-se a massa fresca ou seca inicial das amostras e as dilui¢des
ocorridas durante o processo de extragdo. Os dados foram expressos em mg por
massa e porcentagem por massa. Os tempos de embebi¢do foram definidos como

tratamento.
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Resultados

1. Germinacdo de sementes ndo padronizadas

O objetivo desse experimento foi o de testar a germinagdo de sementes nio
padronizadas, evitando-se porém, aquelas que apresentavam contaminagdo aparente
por fungos. Pela figura 1 pode ser observado que algumas das sementes de D.
miscolobium provenientes de Brasilia, germinaram ap6s 24h de embebigédo. A partir
do 49 dia, mais de 50% das sementes ja haviam germinado e ao redor do 72 dia de
embebigdo, a germinagdo atingiu o seu maximo. Em termos gerais, houve uma alta
porcentagem final de germinagdo que atingiu mais de 90% ja a partir do 62 dia
(Figura 1).

2. Germinacio de sementes padronizadas quanto a cor

Esse experimento teve como objetivo verificar a relagdo entre a cor das
sementes ndo padronizadas e seu poder de germinagdo. Além disto, observou-se a
freqiiéncia de ocorréncia e a contaminagdo aparente por fungos dos tipos de
sementes. Entre as 1.000 sementes (ndo padronizadas), a maior parte (cerca de
89%), foi de sementes claras e o restante de sementes escuras (cerca de 11%). Entre
as sementes claras, 25,6% estavam aparentemente contaminadas.

Nos testes de germinagdo, a porcentagem de germinagdo das sementes claras

foi maior do que a de sementes escuras (Figura 2).
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Figura 1 - Porcentagem média cumulativa da germinagdo (valor angular) de
sementes ndo padronizadas de Dalbergia miscolobium, procedentes de Brasilia
- DF, na luz, a 25° C. Cada ponto representa a média de 5 repeti¢Bes. As
comparagdes das médias foram feitas através do calculo da DMS 5% (Tukey).
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Figura 2 - Porcentagem média cumulativa da germinagio (valor angular) de
sementes de Dalbergia miscolobium, selecionadas segundo critério de cor, na
luz, a 25° C. Cada ponto representa a média de 5 repetigdes. As comparagdes
das médias foram feitas através do calculo da DMS 5% (Tukey).
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3. Padronizacio da massa das sementes e dos eixos embriondrios

Os resultados da padronizagdo da massa das sementes claras provenientes de
Brasilia, revelou que o maior nimero de individuos pertence as classes de 60 até
105 mg, que apresentaram 845 exemplares em 1.000 (Figura 3). Para os eixos
embrionarios, verificou-se que as suas massas se situam entre 2 até 3,5 mg para a
maior parte dos 50 individuos analisados dentre as sementes selecionadas com
massa padronizada (Figura 4).

Para as sementes provenientes de Itirapina, verificou-se que o maior ntimero
de sementes pertence as classes de 90 até 145 mg, que apresentaram 726 exemplares
em 1.000 (Figura 5). Para os eixos embrionarios verificou-se que a maior parte dos
individuos apresentou a mesma faixa de massa daquela obtida para as sementes
provenientes de Brasilia, ou seja, de 2,0 até 3,5 mg nas sementes de massa

padronizada (Figura 6).

4. Germinacio de sementes padronizadas quanto a massa

As sementes padronizadas de Brasilia, comegaram a germinar com 2 dias de
embebi¢do. Apoés esse periodo, houve um rapido aumento na porcentagem de
germinagdo e apoés o 52 dia de embebigdo, mais de 90% das sementes haviam
germinado. O méximo de germinagdo foi de 99%, atingido a partir do 62 dia de
embebicdo (Figura 7).

No caso das sementes de Itirapina, verificou-se um padrio mais lento de
germinagdo, quando comparado dquele apresentado pelas sementes de Brasilia. As
primeiras sementes comegaram a germinar no 42 dia de embebigdo atingindo a

marca dos 50% no 62 dia e uma germinagdo maior do que 90% apds o 102 dia. Os



Figura 3 - Distribuigiio e freqii€ncia absoluta das classes de massa fresca
das sementes de Dalbergia miscolobium procedentes de Brasilia - DF.
Amostragem em 1000 sementes.
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Figura 4 - Distribuigfo e freqiiéncia absoluta das classes de massa fresca de
eixo embrionario de sementes com massa padronizada de Dalbergia
miscolobium, procedentes de Brasilia - DF. Amostragem em 50 sementes.
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Figura 5 - Distribuigdo e freqiiéncia absoluta das classes de massa fresca

das sementes de Dalbergia miscolobium, procedentes de Itirapina - SP.

Amostragem em 1000 sementes.

E 681-581
y8i-08}
B 6Li6ll
Ba pLL-0L)
EiEn 691-99l

R vol09)

B 68165l
e vel0sl
i ovl-svl

ri-Ovl

4 6€1-GEL

3 vEL-OEL

iz ey, 8L1GTL
e 3 vZ1-0Ci

e e
e v

T 2 601601

5 8 ¢ A o

ejnjosqe epuanbaiy

100

Classes{mg)

Massa média = 116,4 mg

19,9 %
0,73

cv

€p




35

s

Figura 6 - Distribuigdo e freqii€ncia absoluta das classes de massa fresca de
eixos embriondrios de sementes com massa padronizada de Dalbergia
miscolobium, procedentes de Itirapina - SP. Amostragem em 50 sementes.
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Figura 7 - Porcentagem média cumulativa da germinagfo (valor angular) de
sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium, procedentes de
Brasilia - DF, na luz, a 25° C. Cada ponto representa a média de 5 repetigdes.
As comparagdes das médias foram feitas através do célculo da DMS 5%

(Tukey).
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maiores valores foram obtidos com 12 dias do inicio da embebigdo (Figura 8).

5. Embebigdo de sementes padronizadas

Os resultados da curva de embebigdo das sementes de Brasilia encontram-se
na Figura 9. Pode ser observado que apds 5 horas de embebigiio, as sementes
apresentaram, em média, massas duas vezes e meia maiores do que sua massa fresca
inicial. Esses valores se mantiveram constantes (sem diferengas significativas) até o
final do experimento, apds 48h de embebigio.

Sementes provenientes de Itirapina também atingem valores de massa fresca
bastante superiores aos iniciais (cerca de 3 vezes) apés 5 horas de embebigdo.
Depois desse tempo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as
massas das sementes (Figura 10).

Pode ser observado um maior acimulo de agua nas sementes de Itirapina
quando comparadas aquelas de Brasilia: enquanto as primeiras triplicam sua massa
fresca inicial devido & entrada de &gua, as segundas tém um aumento um pouco

menor, com incremento da ordem de 2,5 vezes (Figuras 9 e 10).

6. Determinacio da massa fresca e massa seca do eixo embrionério e cotilédones

As determinages das massas frescas e secas de eixos embrionarios e

cotilédones, referem-se as sementes provenientes de Brasilia, nos itens 6.1 a 6.3 ¢

aquelas provenientes de Itirapina, no itens 6.4 ¢ 6.5.
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Figura 8 - Porcentagem média cumulativa da germinagdo (valor angular) de
sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium, procedentes de
Itirapina - SP, na luz, a 25° C. Cada ponto representa a média de 3 repetigdes.
As comparagdes das médias foram feitas através do calculo da DMS 5%

(Tukey).
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Figura 9 - Embebigdo de sementes com massa padronizada de Dalbergia
miscolobium, procedentes de Brasilia - DF, na luz, a 25° C.
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Valores acompanhados da mesma letra nas colunas ndo apresentam diferengas
significativas em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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Figura 10 - Embebi¢do de sementes com massa padronizada de Dalbergia
miscolobium, procedentes de Itirapina - SP, na luz, a 25° C.
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6.1. No periodo de 0 até 6 horas de embebi¢do

N&ao foram observadas diferengas significativas nos valores de massa seca
para eixos embrionarios durante esse periodo. Em termos de matéria fresca, apenas
entre 0 e 1 hora houve um incremento significativo, sendo que a seguir, apesar de
ser notada uma tendéncia ao aumento, ndo foram observadas diferengas
significativas até a 63 hora de embebigéo (Tabela 1).

Para os cotilédones, também n&o foram observadas diferengas significativas
na massa seca durante esse periodo. Entretanto, quanto a massa fresca foi verificado
um aumento significativo crescente até 3-4 horas de embebig¢do apds o que houve

- uma estabilizag@o (Tabela 1).

6.2. No periodo de 0 horas até 72 horas de embebigdo

Quando se mediu a massa fresca dos eixos embrionarios a cada 6 horas, entre
0 e 72 horas, observou-se que ocorrem diferengas devidas a embebigdo logo no
inicio do experimento, entre 0 e 6 horas, como demonstrado no item anterior. Apos
esse tempo, uma nova diferenga significativa entre os valores obtidos ocorreu entre
48 e 54h e entre 66 ¢ 72h de embebi¢do. Em relagdo a massa seca, apenas apds 48
horas foi notada alguma diferenga significativa (Tabela 2). Nos cotilédones, a massa
fresca, nos diferentes tempos de embebigdo, também apresentou diferengas
significativas entre 0 e 6h e ap6s 36-48h de embebigdo . Com relagdo a massa seca
dos cotilédones, ndo foi encontrada nenhuma diferenga significativa no periodo
analisado (Tabela 2).
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Tabela 1 - Determinagio da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo na luz, a 25° C, até 6 horas. Sementes procedentes de
Brasilia - DF. Os dados representam a média de 25 repetigdes. N. S.
corresponde a resultados estatisticamente nfo significativos.

Tempo Massa fresca (mg) Massa seca (mg)

(horas) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
0 2,50 A 83,46 A 231 a 79,84 a
1 463 B 126,09 B 2,52 a 78,03 a
2 4828 159,00C 243 a 79,83 a
3 5,20 B 169,30 CD 235a 76,74 a
4 5438 179,61 CD 2,46 a 78,93 a
5 547 B 18946 D 2,29 a 80,64 a
6 489B 184,12 D 227 a 74,97 a

cv (%) 13,10 7,50 13,50 6,10

DMS 1,24 23,35 N.S. N.S.

Valores acompanhados da mesma letra néo apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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Tabela 2 - Determinago da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo na luz, a 25° C, de 0 até 72 horas. Sementes procedentes
de Brasilia - DF. Os dados representam a média de 25 repetigdes. N. S.

corresponde a resultados estatisticamente n#o significativos.

Tempo Massa fresca (mg) Massa seca {mg)
{horas) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
0 2,56 A 82,27 A 2,36 abc 77,09 a
6 452 AB 184828 2,40 abc 76,25 a
12 4,47 AB 199,93 BCD 2,82 ab 72,26 a
18 4,74 AB 197,27 BC 2,37 abc 74,54 a
24 4,73 AB 200,72 BCD 2,41 abc 7464 a
30 4,87 AB 207,18 CDEF 2,29 ab 73,18 a
36 5498B 204,71 BCDE 225 a 70,28 a
42 6,63 B 229,56 F 2,38 abc 7746 a
48 6,78 B 205,85 BCDEF 2,27 ab 75,22 a
54 1169 C 226,94 EF 3,16 d 75,07 a
60 1142C 220,15 CDEF 2,80 bed 73,50 a
66 12,02C 221,93 DEF 2,83 cd 71,82 a
72 15,06 D 222,08 DEF 3,06 d 74,35 a
cv (%) 17,40 5,40 9,70 4,90
DMS 2,79 23,76 0,54 N.S.

Valores acompanhados da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas

em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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6.3. No periodo de 3 dias até 21 dias de embebigciio

Nos experimentos realizados sob luz constante, a massa fresca de eixos
embriondrios, aumentou entre 0 32 e o 62 dias de embebigdo. Apds esse tempo,
houve nova diferenga significativa apés o 92 dia e ap6s o 152 dia de embebigdo. No
intervalo estudado, houve um incremento de cerca de 12 vezes na matéria fresca dos
eixos embrionarios (Tabela 3). Para a massa seca, houve aumento significativo apés
062,99 e 159 dias de embebigio (Tabela 3).

Nos cotilédones, a massa fresca aumentou a partir do 62 dia de tratamento,
sendo que apds esse periodo, ndo foram encontradas diferengas significativas até o
212 dia de embebigdo (Tabela 3). Com relagdo & matéria seca dessa estrutura,
somente apos o 152 dia ocorreu uma diminuigio significativa (Tabela 3).

A partir do 62 dia de embebigdo na luz os cotilédones e a parte aérea dos
eixos embrionarios em estagios mais adiantados de crescimento, tornaram-se verdes.

No experimento feito no escuro, verificou-se que a massa fresca € a massa
seca do eixo € dos cotilédones apresentaram diferengas significativas. A massa
fresca do eixo apresentou aumentos significativos apds 6, 9 e 15 dias de embebigo,
o mesmo ocorrendo para a massa seca (Tabela 4). Para os cotilédones, em relagio a
massa fresca as diferengas foram significativas depois de 6 e 15 dias de embebigio.
Quanto a massa seca, observou-se uma diminuig#o significativa a partir do 122 dia
(Tabela 4).

6.4. No periodo de 0 até 6 dias de embebigio

Em relagdo 4 massa fresca dos eixos embrionarios das sementes de Itirapina

nesse periodo, foram obtidos valores diferentes estatisticamente a partir de 24h de
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Tabela 3 - Determinag#o da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo na luz, a 25° C, num periodo de 3 a 21 dias.. Sementes
procedentes de Brasilia - DF. Os dados representam a média de 25
repetigdes.

Tempo Massa fresca {(mg) Massa seca (mg)
{dias) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
3 6,19 A 21569 A 2,55 a 76,00 a
6 18,04 B 229,36 AB 337 a 73,60 a
9 24988 273,04 B 434 b 72,12 a
12 43,70 C 300,895 B 6,96 c 67,81 a
15 38,52 C 292,17 B 6,31 ¢ 66,96 a
21 7422 D 293,38 B. 12,19 d 5493 b
cv (%) 35,90 9,20 14,70 6,90
DMS 11,71 48,06 1,71 . 9,25

Valores acompanhados da mesma letra n3o apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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Tabela 4 - Determinagdo da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo no escuro, a 25° C, num periodo de 3 a 21 dias..
Sementes procedentes de Brasilia - DF. Os dados representam a média de

25 repetigles.
Tempo Massa fresca {mg) Massa seca (mg)
{dias) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
3 6,08 A 227,66 A 223 3 7269 a
6 12,09 AB 238,64 AB 2,89 ab 72,60 a
9 35478 284 43 BC 478 b 66,54 ab
12 67,98 C 350,28 C 763 ¢ 61,40 ab
15 7278 C 362,15 C 820 ¢ 56,86 b
21 124,29 D 460,17 D 1317 d 55,79 b
cv (%) 22,70 12,71 19,30 8,60
DMS 23,56 66,57 2,45 11,33

Valores acompanhados da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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embebigdo. ApOs esse periodo, observou-se uma variagdo acentuada somente no 49
dia de embebigdo. Ndo foram observadas diferengas significativas na massa seca
desse 6rgdo (Tabela 5). Para cotilédones verificou-se um aumento na massa fresca
com 24 horas de embebi¢do, ndo havendo diferengas significativas apos esse
periodo. Na massa seca, observou-se uma tendéncia a diminuigdo a partir do 20 dia

de embebigdo, que atingiu seu valor minimo no 62 dia (Tabela 5).

6.5. No periodo de 0 até 12 dias de embebicio

Nesse periodo observou-se para o eixo, diferengas significativas em termos
de massa fresca e massa seca. Na massa fresca, os aumentos foram significativos a
partir do 32 dia verificando-se alteragdes com 4, 5, 7, 9 e 12 dias. Quanto & massa
seca, obteve-se diferengas significativas a partir do 62 dia de embebigdo (Tabela 6).

Para os cotilédones, s6 foram obtidas diferengas significativas em termos de
massa fresca. Essas diferengas ocorreram no 29, 70 e 129 dias de embebigio
(Tabela 6).

7. Caracterizagéo citoquimica de cotilédones e eixos embriondrios

Os resultados das analises citoquimicas estdo subdivididos segundo a origem

das sementes, em dois sub-itens: O primeiro, para as sementes provenientes de

Brasilia e o segundo, para aquelas provenientes de Itirapina.
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Tabela S - Determinagio da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo na luz, a 25° C, até 6 dias.. Sementes procedentes de
Itirapina - SP. Os dados representam a média de 15 repetigdes.

Tempo Massa fresca (mg) Massa seca {img)
{dias) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
0 295 A 112,356 A 2,73 ab 102,81 a
1 6658 263,378 2,67 ab 98,51 a
2 7,63 CB 268,09 B 2,86 a 96,16 ab
3 6548 - 265,398 2400 90,31 be
4 10,05 DC 269,35 B 2,77 ab 95,08 ab
5 1424 E 264658 290 a 90,46 be
6 12,07 ED 259,22 B 2,86 a 86,97 ¢
cvV (%) 32,40 9,20 14,60 7,70
DMS 3,07 24,79 0,44 7,96

Valores acompanhados da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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Tabela 6 - Determinagdo da massa fresca e massa seca de eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium,
durante embebigdo na luz, a 25° C, até 12 dias.. Sementes procedentes de

Itirapina - SP. Os dados representam a média de 15 repetigdes.

Tempo Massa fresca (mg) Massa seca (mg)
{dias) Eixo Cotilédones Eixo Cotilédones
0 243 A 103,52 A 2,59 a 100,87 a
2 578 A 269,77 B 2,86 a 98,93 a
3 6,32 AB 281,89 BC 2,85 a 99,85 a
4 11,85 B 277,25 BC 3,23 ab 97,89 a
5 21,34 C 27344 8B 3,71 ab 96,11 a
6 21,83 ¢C 306,17 BCD 4,20 ¢b 103,05 a
7 31,18 D 323,16 CD 5,24 cd 94,99 a
8 34,04 DE 345,39 DE 578d 95,89 a
9 3929 E 333,74 D 713 e 89,88 a
12 52,02 F 381 45E 13,01 ¢ 89,99 a
cv (%) 22,1 13,6 219 12,1
DMS 5,87 46,64 1,31 13,75

Valores acompanhados da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas

em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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7.1. Sementes provenientes de Brasilia

Foram realizadas analises em cortes provenientes de sementes quiescentes,
ou ap6s 24, 48 e 72 horas de embebigdo.

Apds as coloragbes, os citoplasmas das células do parénquima dos cotilédones e
eixos embrionaérios, mostraram a presenga de corpos globulares. Esse padro se manteve
nas primeiras 72 horas de embebigdo. O tamanho desses corpos diminuiu 4 medida que
os mesmos faziam parte de células mais proximas do floema cotiledonar.

Um problema enfrentado na caracterizagio citoquimica do material, foi o de,
em muitos casos, os resultados do material com 72 horas ter sido semelhante ao

obtido em c€lulas com 48 horas ou até mesmo com 24 horas de embebigao.

7.1.1. Hematoxilina eosina (HE)

Com o uso desses corantes, em todos os tempos analisados, as paredes das
células cotiledonares puderam ser detectadas em roxo devido a sua coloragdo pela
hematoxilina (Figuras 11-12). Nos cortes de cotilédones, foram identificadas células
parenquimaticas e feixes de floema formando os tecidos dessas partes da semente.

No interior das células do parénquima e dos vasos, observou-se a presenga dé
inimeros  corpisculos globulares corados pela eosina (Figuras 11-12).
Aparentemente, a quantidade desses corpusculos ndo sofreu alteragdo durante os
periodos de embebigdo analisados.

Para os eixos embrionarios, verificou-se 0 mesmo padrdo de coloragdo obtido
para os cotilédones, ou seja, paredes celulares hematoxilina-positivas, € um
conteudo citoplasmatico globular e eosinéfilo (Figura 13). Verificou-se ainda nos cortes
dos eixos embrionarios examinados, a presenga de micleos e nucléolos fortemente

corados € um padrio mais difuso dos caracteres observados nos cotilédones, sendo
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Fig.11-12: Cortes de cotilédones submetidos a coloragdo pela hematoxilina e
eosina. Podem ser notadas as paredes celulares coradas em roxo pela hematoxilina e
um contetdo citoplasmético globular e eosina-positivo. No interior dos feixes de
floema, pode ser notada a presenga de material corado pela eosina (1) Aumento:
400 X. Fig.11: Semente quiescente. O material citoplasmatico encontra-se mais
agregado e pode ainda ser notada a expansdo das paredes celulares ocorridas
durante o processo de fixagdo. Fig.12: Sementes ap6s 3 dias de embebigdo. Nota-se

uma desagregag@o dos globulos citoplasmaticos.
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Fig.13-14: Cortes de eixos embrionarios submetidos a coloragdo pela hematoxilina
e eosina. O padrdo de coloragdo foi semelhante aos cotilédones, com as paredes
hematoxilina-positivas e o citoplasma eosindéfilo. Aumento: 400 X. Fig.13: Eixo
embriondrio de semente apds 1 dia de embebigdo, onde pode ser visualizado o
aspecto globular do material citoplasmético. Fig.14: Eixo embrionério apds 3 dias
de embebigdo. As cé€lulas do sistema vascular apresentam-se mais coradas e podem

ser notados niicleos € nucléolos (1) corados intensamente pela eosina.
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que as células do sistema vascular apresentaram-se mais intensamente coradas
(Figura 14).

7.1.2. Xylidine ponceau (XP) a pH 2,5

As células cotiledonares tiveram suas paredes menos coradas por esse método,
quando comparadas aos resultados obtidos pela hematoxilina. Entretanto, o contetido
citoplasmatico globular, ja descrito para o método da HE, foi intensamente corado pelo
XP (Figuras 15-16). No interior das células do floema pdde ser observada uma grande
quantidade de material globular XP positivo. Em cortes da porgdo abaxial de
cotilédones com 72 horas de embebigdo verificou-se um acentuado desarranjo no
padrio globular observado nos demais tempos e regides (Figura 16).

Nos eixos embriondrios verificou-se a manutengdo do padrio globular
observado anteriormente através do emprego de HE (Figura 17). Eixos embrionérios
corados pelo XP apresentaram tamb&m um aspecto mais difuso do padrio globular e
a presenca de substincias XP positivas no interior dos vasos (Figura 18). O padrio
de distribuigdo bem como a morfologia do material corado, diferiu bastante a partir

do tempo zero até 3 dias de embebig&o.
7.1.3. Azul de Toluidina (AT) a pH 4,0

Por esse método as paredes das células cotiledonares apresentaram-se
metacromaticas (arroxeadas). O mesmo padrio globular do contetido citoplasmatico
pode ser observado com esse corante, sendo que o interior dos glébulos mostrou-se
esverdeado (ortocromatico) e a regido periférica mostrou-se azul, sugerindo a
presenga de materiais com diferenga de afinidade pelo corante (Figuras 19-20). Foi
ainda notada a presenga de material globular no interior dos vasos, como nos

métodos anteriores (Figura 21).
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Fig.15-16: Cortes de cotilédones corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5. Paredes
celulares sio coradas menos intensamente do que os corpos protéicos presentes no
citoplasma das células. Aumento: 400 X. Fig.15: Cotilédone de semente com 1 dia
de embebig#io. Nota-se a presenga de material XP-positivo no interior das células do
floema. (T). Fig.16: Material com 3 dias de embebiclio, apresentando os corpos

protéicos com um aspecto mais difuso em relagio ao material anterior.
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Fig.17-18: Cortes de eixos embrionarios corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5.

Destaca-se © formato globular do material protéico corado. Aumento: 400 X.
Fig.17: Material ap<6s 1 dia de embebigdo. Fig.18: Material apés 3 dias de
embebigio. Nota-se «que o material globular diminuiu drasticamente seu didmetro
durante esse periodo». Nas células vasculares, destaca-se a presenga de material
intensamente corado 1)
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Fig.19-20: Cortes de cotilédones corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Sdo
visualizados os corpos protéicos corados em verde e as paredes celulares azul-
arroxeadas. Aumento: 400 X. Fig.19: Material com 1 dia de embebigfo. Nota-se
uma série de glébulos no interior dos feixes de floema. Fig.20: Material ap6s 3 dias
de embebigdo. Os corpos protéicos, estdio aparentemente corados em verde mais

claro



57

Fig.21: Detalhe de corte longitudinal de cotilédone apés 1 dia de embebigio e
corado pelo azul de toluidina a pH 4,0. Pode ser notada a metacromasia das paredes
celulares e a ortocromasia dos corpos protéicos. Nota-se ainda a presenga de

material ortocromético globular no interior dos feixes de floema. Aumento: 1000 X.
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As células do eixo embriondrio apresentaram suas paredes mais
metacromaticas do que as células dos cotilédones (Figura 22) mantendo a
ortocromasia dos glébulos que aparecem em abundincia. No material com 3 dias de
embebig¢do, foi possivel detectar a presenga de niicleos e nucléolos intensamente

corados em azul € um material citoplasmatico com aparéncia granular (Figura 23).
7.1.4. Sudan-black (SB)

Os resultados indicaram uma grande quantidade de de reserva lipidica, tanto
nas células de cotilédones quanto nas do eixo embrionario nos diferentes tempos de

embebigdo, merecendo portanto atengio especial (dados ndo apresentados).
7.1.5. Microscopia de polarizacio

O uso do microscdpio de polarizagdo com polarizador e analisador cruzados,
permitiu a observagio de uma forte birrefringéncia nas paredes celulares de maneira
geral (cotilédones e eixo) e a detecgdio intracelular de grios de amido, que

apareceram em pequena quantidade (dados ndo apresentados).

7.2 Sementes provenientes de Itirapina

Os resultados indicaram haver, apesar da padronizagio das sementes, uma
variagdo consideravel na velocidade de germinagdo e crescimento, confirmando os
resultados obtidos com as sementes provenientes de Brasilia. Aos 6 dias de
embebigdo por exemplo, foi possivel a observagdo de 5 estadios de crescimento do

eixo hipocoétilo-radicular, apesar da germinag#o ter tido inicio por volta do 49 dia de
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Fig.11-12: Cortes de cotilédones submetidos a coloragdo pela hematoxilina e
eosina. Podem ser notadas as paredes celulares coradas em roxo pela hematoxilina e
um contetdo citoplasmético globular e eosina-positivo. No interior dos feixes de
floema, pode ser notada a presenga de material corado pela eosina (1) Aumento:
400 X. Fig.11: Semente quiescente. O material citoplasmatico encontra-se mais
agregado e pode ainda ser notada a expansdo das paredes celulares ocorridas
durante o processo de fixagdo. Fig.12: Sementes ap6s 3 dias de embebigdo. Nota-se

uma desagregag@o dos globulos citoplasmaticos.
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Fig.13-14: Cortes de eixos embrionarios submetidos a coloragdo pela hematoxilina
e eosina. O padrdo de coloragdo foi semelhante aos cotilédones, com as paredes
hematoxilina-positivas e o citoplasma eosindéfilo. Aumento: 400 X. Fig.13: Eixo
embriondrio de semente apds 1 dia de embebigdo, onde pode ser visualizado o
aspecto globular do material citoplasmético. Fig.14: Eixo embrionério apds 3 dias
de embebigdo. As cé€lulas do sistema vascular apresentam-se mais coradas e podem

ser notados niicleos € nucléolos (1) corados intensamente pela eosina.
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que as células do sistema vascular apresentaram-se mais intensamente coradas
(Figura 14).

7.1.2. Xylidine ponceau (XP) a pH 2,5

As células cotiledonares tiveram suas paredes menos coradas por esse método,
quando comparadas aos resultados obtidos pela hematoxilina. Entretanto, o contetido
citoplasmatico globular, ja descrito para o método da HE, foi intensamente corado pelo
XP (Figuras 15-16). No interior das células do floema pdde ser observada uma grande
quantidade de material globular XP positivo. Em cortes da porgdo abaxial de
cotilédones com 72 horas de embebigdo verificou-se um acentuado desarranjo no
padrio globular observado nos demais tempos e regides (Figura 16).

Nos eixos embriondrios verificou-se a manutengdo do padrio globular
observado anteriormente através do emprego de HE (Figura 17). Eixos embrionérios
corados pelo XP apresentaram tamb&m um aspecto mais difuso do padrio globular e
a presenca de substincias XP positivas no interior dos vasos (Figura 18). O padrio
de distribuigdo bem como a morfologia do material corado, diferiu bastante a partir

do tempo zero até 3 dias de embebig&o.
7.1.3. Azul de Toluidina (AT) a pH 4,0

Por esse método as paredes das células cotiledonares apresentaram-se
metacromaticas (arroxeadas). O mesmo padrio globular do contetido citoplasmatico
pode ser observado com esse corante, sendo que o interior dos glébulos mostrou-se
esverdeado (ortocromatico) e a regido periférica mostrou-se azul, sugerindo a
presenga de materiais com diferenga de afinidade pelo corante (Figuras 19-20). Foi
ainda notada a presenga de material globular no interior dos vasos, como nos

métodos anteriores (Figura 21).



54

Fig.15-16: Cortes de cotilédones corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5. Paredes
celulares sio coradas menos intensamente do que os corpos protéicos presentes no
citoplasma das células. Aumento: 400 X. Fig.15: Cotilédone de semente com 1 dia
de embebig#io. Nota-se a presenga de material XP-positivo no interior das células do
floema. (T). Fig.16: Material com 3 dias de embebiclio, apresentando os corpos

protéicos com um aspecto mais difuso em relagio ao material anterior.
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Fig.17-18: Cortes de eixos embrionarios corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5.

Destaca-se © formato globular do material protéico corado. Aumento: 400 X.
Fig.17: Material ap<6s 1 dia de embebigdo. Fig.18: Material apés 3 dias de
embebigio. Nota-se «que o material globular diminuiu drasticamente seu didmetro
durante esse periodo». Nas células vasculares, destaca-se a presenga de material
intensamente corado 1)
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Fig.19-20: Cortes de cotilédones corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Sdo
visualizados os corpos protéicos corados em verde e as paredes celulares azul-
arroxeadas. Aumento: 400 X. Fig.19: Material com 1 dia de embebigfo. Nota-se
uma série de glébulos no interior dos feixes de floema. Fig.20: Material ap6s 3 dias
de embebigdo. Os corpos protéicos, estdio aparentemente corados em verde mais

claro
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Fig.21: Detalhe de corte longitudinal de cotilédone apés 1 dia de embebigio e
corado pelo azul de toluidina a pH 4,0. Pode ser notada a metacromasia das paredes
celulares e a ortocromasia dos corpos protéicos. Nota-se ainda a presenga de

material ortocromético globular no interior dos feixes de floema. Aumento: 1000 X.
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As células do eixo embriondrio apresentaram suas paredes mais
metacromaticas do que as células dos cotilédones (Figura 22) mantendo a
ortocromasia dos glébulos que aparecem em abundincia. No material com 3 dias de
embebig¢do, foi possivel detectar a presenga de niicleos e nucléolos intensamente

corados em azul € um material citoplasmatico com aparéncia granular (Figura 23).
7.1.4. Sudan-black (SB)

Os resultados indicaram uma grande quantidade de de reserva lipidica, tanto
nas células de cotilédones quanto nas do eixo embrionario nos diferentes tempos de

embebigdo, merecendo portanto atengio especial (dados ndo apresentados).
7.1.5. Microscopia de polarizacio

O uso do microscdpio de polarizagdo com polarizador e analisador cruzados,
permitiu a observagio de uma forte birrefringéncia nas paredes celulares de maneira
geral (cotilédones e eixo) e a detecgdio intracelular de grios de amido, que

apareceram em pequena quantidade (dados ndo apresentados).

7.2 Sementes provenientes de Itirapina

Os resultados indicaram haver, apesar da padronizagio das sementes, uma
variagdo consideravel na velocidade de germinagdo e crescimento, confirmando os
resultados obtidos com as sementes provenientes de Brasilia. Aos 6 dias de
embebigdo por exemplo, foi possivel a observagdo de 5 estadios de crescimento do

eixo hipocoétilo-radicular, apesar da germinag#o ter tido inicio por volta do 49 dia de
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Fig.22-23: Cortes de €ixos embrionérios corados pelo azul de toluidina a pH 4,0.

Pode ser notada a metaacromasia das paredes celulares coradas em roxo e o contetido
globular do citoplasma. Fig.22: Material com 1 dia de embebigdo. Os corpos
protéicos apresentam-s€ bem globulares e ortocromaticos. Aumento: 400 X. Fig.23:
Material ap6s 3 dias e embebiglio. Nota-se a forte metacromasia das paredes, o
material citoplasmitico granular ¢ a coloragfio dos micleos e nucléolos em azul(1).
Aumento: 1000 X.
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embebigdo. Para ilustrar a relativa independéncia do padrdo morfolégico e do tempo
de embebigdo das sementes, sdo mostradas as Figuras 24 a 27, onde pode ser notado
o mesmo padrdo morfolégico dos corpos protéicos para células cotiledonares com 2,
4 e 6 dias de embebigdo (Figuras 24-26) e diferentes padrdes para material com o
mesmo tempo de embebigdo (Figuras 25 e 27).

Em nivel citoquimico, foram observadas diferengas no padrio morfoldgico
dos materiais de reserva, ja a partir de 48 horas de embebigfo, seguindo-se um
periodo varidvel em termos de tempo, mas sem modifica¢des muito evidentes, até a
protrusio da radicula.

Assim, foi selecionado material baseado em estadios estabelecidos com base no
padrdo de crescimento, a cada 5 mm, desde a protrusdo e até 50 mm de comprimento do
eixo hipocétilo-radicular. Nesse material, ndo foram verificadas diferengas marcantes
até¢ 20 e entre 20 e 50 mm. Assim, dos estadios inicialmente estabelecidos, foram
selecionados cinco: sementes quiescentes (S0); sementes com 48 horas de embebigio
(S1); protrusdo da radicula (S2); eixo hipocétilo-radicular com até 20 mm (S3) e com
até 50 mm (S4) de comprimento. Para cotilédones e eixos embrionarios foram mantidos

os mesmos indices, de 0 a 4, alterando-se para C ou E a letra correspondente.
7.2.1. Azul de Toluidina (AT) a pH 4,0

Nos cortes de cotilédones corados pelo azul de toluidina (Figuras 28 a 35) as
células apresentaram suas paredes fortemente metacromaticas (arroxeadas, Ay ax=
580-590 nm) em contraste com a ortocromasia do conteudo citoplasmatico
(esverdeado, Apax= 620-630 nm).

Nos cotilédones de sementes quiescentes (C0), o contetido citoplasmatico se
apresentou uniforme em todas as células do parénquima, com um aspecto globular e
agregado. Delimitando esses globulos pode ser notado um envoltorio corado em



Fig.24-27: Cortes de cotilédones com diferentes periodos de embebigdo corados
pelo xylidine ponceau a pH 2,5, mostrando padrdes semelhantes para diferentes
tempos de embebigdo, ou padrdes diferentes para um mesmo tempo de embebigdo.
Podem ser notados os corpos protéicos intensamente corados e, mais discretamente,
as paredes celulares. Aumento: 400 X. Fig.24: Material com 2 dias de embebig#o.
Fig.25: Material com 4 dias de embebigdo. Fig.26: Material com 6 dias de
embebigdo. Fig.27: Material com 4 dias de embebigdo, apresentando corpos

protéicos de menor tamanho.
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Fig.28-31: Cortes de cotilédones de sementes com diferentes tempos de embebigio,
corados pelo azul de toluidina a pH 4,0. Pode ser notada a metacromasia das paredes
celulares e um conteudo citoplasmatico ortocromatico. Aumento: 400X. Fig.28:
Material proveniente de semente quiescente (C0). Os corpos protéicos,
ortocromaticos s@o delimitados por membrana corada em azul. Fig.29: Material ap6s
48 h de embebigdo (C1). Podem ser notados materiais AT-positivos no interior dos
vasos. Apesar de pequenas, ocorrem diferengas ja apds 48 horas de embebigio.
Fig.30: Material com o eixo hipocétilo radicular menor do que 20 mm. Os corpos
protéicos em sua maior parte ja se encontram individualizados. Fig.31: Material com
o eixo hipocoétilo-radicular com 40 mm. As paredes celulares tornam-se mais

metacromaticas
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Fig.32-35: Cortes de eixos embrionarios corados pelo azul de toluidina a pH 4,0.
Podem ser notadas as paredes celulares coradas em roxo (metacromaticas) em
contraste com o material citoplasmatico corado em verde (ortocromético). Aumento:

400 X. Fig.32: EO Fig.33: El Fig.34: E3 Fig.35: E4.
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azul. Os feixes do floema apresentaram suas paredes celulares mais metacromaticas
quando comparadas com as células do parénquima (Figura 28). A partir de 48 horas
embebigdo (C1) ja pdde ser observada uma separag@io dos globulos citoplasmaticos,
principalmente nas células da regifio central dos cotilédones (Figura 29). Essa
desagregagdo se acentuou (Figura 30) nos estadios C2 e C3 e no estadio C4 estes
globulos se apresentaram maiores, em menor quantidade, com um formato circular bem
definido € um aparente aumento na ortocromasia (Figura 31). Nas paredes celulares
pdde ser observado um aumento da metacromasia de CO até C4 (Figuras 28-31).

Nos eixos embrionarios, a metacromasia das paredes celulares foi intensa
desde EO e nd3o sofreu alteragdes evidentes até E4. No citoplasma o padrio
observado foi semelhante aquele obtido nos cotilédones, mas as mudangas se
processaram mais rapidamente e a redug@o do namero de glébulos corados foi mais

drastica (Figuras 32-34).

7.2.2. Xylidine ponceau (XP) a pH 2,5

Nos cortes corados pelo XP a pH 2,5 o material citoplasmatico globular das
células do parénquima dos cotilédones foi intensa e homogeneamente corado em CO
(Figura 36), tornando-se mais descompactado com o avango dos estadios (Figuras
37-39). O padrdo morfologico desses granulos se tornou cada vez mais regular e
esférico, a medida que o desenvolvimento da plantula avangou. Assim, em C1 foram
observados granulos um pouco mais evidentes do que em CO (Figura 37). O
tamanho desses granulos aumenta e sua quantidade diminui no interior das células,
confirmando assim os resultados obtidos pelas coloragdes com AT.

Nos eixos embrionarios também se observou a mesma variagdo do padrio
morfoldgico encontrado nos cotilédones. Do mesmo modo, também foi observada uma

maior velocidade na diminuiggdo do numero de globulos, fazendo com que



Fig.36-39:Cortes de cotilédones corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5. Os corpos
protéicos sdo bem corados pelo método, mesmo no interior de vasos do floema, em
contraste com a menor coloragdo das paredes celulares. Fig.36: CO. Fig.37: C1.
Fig.38: C3. Fig.39: C4, onde os glébulos se apresentam maiores € em menor

quantidade.






66

células de eixos embrionarios de um determinado estadio, indicassem o padrdo
morfologico do estadio seguinte para as células cotiledonares (Figuras 40-43).

O tratamento pela pepsina, seguido de coloragdo pelo XP, removeu
praticamente todo o conteudo citoplasmatico XP-positivo, restando apenas as
paredes celulares fracamente coradas (Figura 44). A agdo da tripsina foi menos
drastica mas removeu grande parte do material corado pelo XP (Figura 45). Esse
padrdo foi idéntico para todos os estadios, tanto para cotilédones quanto para eixos

embrionarios.

7.2.3. Sudan-black (SB)

Os cortes corados pelo Sudan black revelaram uma grande quantidade de
material hidrofobico, principalmente nas células dos cotilédones de sementes
quiescentes (Figura 46). Apos 48 horas de embebigdo pdde ser notado que esse
material diminuiu, revelando a presega dos globulos corados pelo XP mas que ndo
foram corados pelo Sudan black (Figura 47). A partir desse estadio, continuou
havendo diminui¢do gradativa do material com afinidade ao corante e em C4 essa
redugdo se tornou mais evidente (Figuras 48-49).

Nos eixos embrionarios o comportamento foi semelhante, podendo ser
notada uma redugfo gradativa do material hidrofobico a partir de EO até E4 (Figuras
50 e 51). As paredes celulares de cotilédones ou eixos embrionarios em todos os

estadios analisados nio foram coradas pelo Sudan black (Figuras 46-51).

7.2.4. Médodo do PAS

O material tratado apenas pelo Reativo de Schiff ndo revelou nenhuma

coloragdo (Figura 52). Entretanto, quando os mesmos foram previamente oxidados



Fig.40-43: Cortes de eixos embrionarios corados pelo xylidine ponceau a pH 2,5.
Pode ser notada uma grande quantidade de material XP-positivo, com natureza
globular. Aumento: 400 x. Fig.40: EO. Fig.41: E1. Fig.42: E2. Fig.43: E4.
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Fig.44-45: Cortes de cotilédones apds digestio enzimitica e coloragdo pelo xylidine

ponceau a pH 2,5. Aumento: 400 X. Fig.44: Digestio pela pepsina. Praticamente
todo o material citoplasmatico foi removido, restando apenas uma fraca coloragio
nas paredes celulares (T). Fig.45: Digestdo pela tipsina. Nota-se uma menor
remogdo do material citoplasmatico em relagdo ao corte anterior. As paredes
celulares permanecem mais coradas e as proteinas nucleares (1) parecem mais

resistentes & extragdo por essa enzima.



Fig.46-49: Cortes de cotilédones corados pelo Sudan black. Nota-se a grande
quantidade de material positivo ao corante. Em C0 (Fig.46), os lipidios recobrem
todo o contetdo citoplasmatico, chegando a camuflar a presenga das proteinas. A
partir de C1 (Fig.47) podem ser vistos 0s corpos protéicos ndo corados, circundados

de material fortemente SB-positivo. Fig.48: C2. Fig.49: C4.
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Fig.50-51: Cortes de= eixos embrionérios corados pelo Sudan black. Pode ser notado

o grande contetido «de material hidrofobico presente nas células de forma geral.
Aumento: 400 X. B<ig.50: Eixo embriondrio de semente quiescente. O material
lipidico envolve os corpos protéicos presentes messa estrutura. No interior dos
vasos, houve uma Treagdo fortemente positiva ao SB. Fig.S1: Eixo hipocétilo
radicular com 40mren de comprimento. Pode ser notada uma menor quantidade de

material hidrofébico- quando comparado ao material de sementes quiescentes.



n

Fig.52: Controle do Método do P.A.S.. Corte de cotilédone submetido & coloragio
pelo Reativo de Schiff, sem prévia oxidag#io pelo dcido periédico. Nota-se que ndo

hé resposta positiva ao corante.
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pelo acido peridédico (reagdo do PAS), as paredes celulares foram evidenciadas na
cor magenta (Figuras 53-56). Em células cotiledonares de sementes em CO (Figura
53), foram notados alguns grinulos PAS-positivos no interior das células. Esses
granulos aumentaram de tamanho e quantidade a partir de C1 e em C4 puderam ser
observados em todas as células (Figura 54). Nos eixos embrionarios o resultado foi
inverso, sendo que em EO puderam ser observados inimeros granulos PAS-positivos

(Figura 55) que vdo diminuindo em tamanho e quantidade até E4 (Figura 56).
7.2.5. Microscopia de polarizacdo

Os cortes observados em microscopio de polarizagio mostraram a
birrefringéncia das paredes celulares e dos grios de amido. A quantidade de grios
birrefringentes em CO (Figura 57) foi pequena e nos estddios subseqiientes foi
notado o aparecimento de material granular e birrefringente em maior quantidade
(Figura 58). Nos eixos embrionéarios o comportamento foi oposto pois as células do
EO apresentaram um contetiddo maior de material granular birrefringente (Figura 59)

que vai diminuindo até o estadio E4 (Figura 60).
8. Determinaciio do conteiido de lipidios e acticares soltveis
- Sementes de Brasilia
8.1 Contetido de lipidios
Sementes quiescentes provenientes de Brasilia, apresentaram um alto teor de

lipidios totais. Verificou-se que essa reserva representa quase 60% da matéria seca do

eixo embrionario e 40% do cotilédone, para os experimentos realizados a partir do
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Fig.53-54: Cortes de cotilédones submetidos & Reagdo do P.A.S. Pode ser notada a

coloragdo das paredes celulares e dos griios de amido. Fig.53: Cotilédone de
semente quiescente (C0). Poucos grios de amido de pequeno tamanho, estio
presentes no interior das células cotiledonares (1). Fig.54: Cotilédone de semente
em C4 onde podem ser notados inimeros grios de amido maiores do que em CO e

bem corados pelo método (1).
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Fig.55-56: Cortes de eixos embriondrios submetidos & Reagdo do P.A.S. Podem ser

notadas as paredes celulares e os grios de amido corados pelo Reativo de Schiff.
Aumento: 400 X. Fig.55: Eixo embrionirio em EO (semente quiescente). Os gréos
de amido apresentam-se em quantidade distribuidos pelss células do parénquima
dessas estruturas (T). Fig.56: Eixo embrionério em E4. Pode ser observada uma
menor quantidade de grios de amido M.
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Fig.57-58: Cortes de cotilédones observados ao microscopio de polarizagio, com

analisador e polarizador cruzados. Aumento: 400 X. Fig.57: Cotilédones em C0. Ha
uma pequena quantidade de grios birrefringentes presentes nas células cotiledonares
neste estddio. Fig.58: Cotilédones em C4. Nota-se um sumento na quantidade de
granulos birrefringentes com a caracteristica forma em cruz de malta (T).
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Fig.59-60: Cortes de eixos embriondrios observados em microscépio de

polarizagdo, com anaXisador e polarizador cruzados. Aumento: 400 X. Fig.71: Eixos
embrionirios em IEO. Pode ser notada uma grande quantidade de gréios
birrefringentes com a forma caracteristica de cruz de malta. Fig.72: Eixos
embriondrios em E4_. Uma pequena quantidade de grinulos é ainda notada, mas

muito menor do que em EO .
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processamento de material fresco, foram obtidos os valores de 37% e 21%

respectivamente (Tabela 7).

8.2 Conteudo de agiicares soliiveis em etanol

A maior parte das reservas de carboidratos soliiveis em etanol das sementes
analisadas € constituida de agicares redutores. Quando a extragfo foi realizada a partir
do material fresco, foram obtidos cerca de 100-110 mg/g, de aglicares totais em
cotilédones ou eixos embrionarios. Desse total, 75,6 mg/g nos eixos embrionarios e 70,2
mg/g nos cotilédones eram agucares redutores (Tabela 7). Quando a extragio partiu do
material seco, a eficiéncia do método foi a mesma daquela obtida para o material fresco
nos cotilédones, obtendo-se valores ao redor de 96 mg/g de agticares totais e 70 mg/g de
agucares redutores. Nos eixos embriondrios, a extragdo e dosagem, a partir da massa
seca, de agucares totais foi de apenas 51,3 mg/g e 43,6 mg/g para os agticares redutores
(Tabela 7). Portanto, a eficiéncia da extragdo parece ter sido maior a partir do material

fresco pelo menos nos eixos embrionarios.

9. Determinaciio do conteido de agiicares, proteinas e lipidios

- Sementes de Itirapina

9.1. Conteudo de lipidios totais

As sementes quiescentes (SO) de D. miscolobium provenientes de Itirapina
apresentaram, como as de Brasilia, um alto contetido de lipidios totais tanto no eixo
embrionario quanto nos cotilédones. Nos eixos embrionarios (E), foram obtidos

valores da ordem de 35% da matéria fresca e 39% da matéria seca. Para os
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Tabela 7 - Determinagfo do conteudo de lipidios, agicar total e agicar redutor
em eixo embriondrio e cotilédones de sementes com massa padronizada
quiescentes de Dalbergia miscolobium. Sementes procedentes de Brasilia -
DF. Os dados representam a média de 3 repeticdes. Os valores entre
parénteses correspondem aos coeficientes de variagdo.

Extraldo da massa seca {mg/g de massa seca)

Orgdo lipidios {cv %) aglcar total (cv %) agtcar redutor {cv %)
eixo 591,33 (2,60) 51,27 (31,72) 43,55 (17,80)
cotilédones 396,67 (4,50) 95,93 (7,03) 69,74 (16,80)

Extraldo da massa fresca (mg/g de massa fresca)

Orgdo lipidios (cv %) aglcar total {cv %) aglcar redutor {cv %)

eixo 368,29 (20,40) 110,68 (7.70) 75,61 . (7,50)
cotilédones 211,76 (14,47) 101,99 (4,20) 70,20 (21,20)
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cotilédones (C), esses valores foram de 30% e 32% com relagdo a4 matéria fresca e
seca, respectivamente (Tabela 8).

A partir de 48 horas (E1), devido ao processo de embebigdo, os valores
relativos a massa fresca sofreram uma redugfo drastica, mantendo-se sem diferengas
significativas até¢ E2 (protrusdo da radicula). A seguir, ocorreu uma nova redugio
quando do alongamento do eixo hipocdtilo-radicular (E3 e E4), que apresentaram
valores ao redor de 50 mg/g de matéria fresca (Tabela 8). Com relagdo & matéria
seca, os valores obtidos para os eixos embrionarios de sementes quiescentes ndo
apresentaram diferengas significativas até E2. A partir desse estadio, verificou-se
uma redugdo no contetido lipidico relativo, que passou a apresentar valores ao redor
de 25% da matéria seca em E4 (Tabela 8).

Nos cotilédones observou-se 0 mesmo comportamento quando considerada a
matéria fresca, com uma forte redugio entre CO e C1. Entretanto, ap0s esse estadio,
os resultados se mantiveram constantes até C4 (Tabela 8). Com relagdo & matéria
seca, os contetidos de lipidio ndo se alteraram significativamente até C3. Apenas no
ultimo estadio analisado, os valores obtidos foram significativamente menores,

correspondendo a 23% da matéria seca (Tabela 8).

9.2. Composi¢ao de acidos graxos

A composigdo dos acidos graxos feita por GLC revelou a presenga
significativa dos acidos linoléico, linolénico, estearico+oléico e palmitico nos eixos
embrionarios (Tabela 9). A ocorréncia desses acidos foi detectada em todos os
estadios analisados e notou-se um aumento aparente no contetido de acido palmitico

a partir de EO até E4.
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Tabela 8 - Determinagéo do contetido de lipidios totais em eixo embrionario e
cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium
por gravimetria, em diferentes estadios de desenvolvimento. Sementes
procedentes de Itirapina - SP. Os dados representam a média de 9
repetiges. Extragdes feitas a partir de matéria fresca.

Expresso em mg/g de massa fresca

Estadios
Orgéo 0 1 2 3 4
eixo 34281 a 158,72 b 89,41 be 59,37 ¢ 4831 ¢
cotilédones 298,96 a 122,12 b 11884 b 108,90 b 86,06 b

Expresso em mg/g de massa seca

Estadios
Orgéo 0 1 2 3 4
eixo 39251 a 39672 a 44706 a 29683 b 24156 b
cotilédones 32250 a 330,06 a 32388 a 20432 a 23259 b

Valores acompanhados da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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Tabela 9 - Composigdo relativa de acidos graxos totais em eixos embrionarios
e cotilédones de sementes com massa padronizada de Dalbergia miscolobium
por GLC. Sementes procedentes de Itirapina - SP. Dados obtidos a partir de
2 repetigdes dos cromatogramas.

Eixos embrionérios (E)

Composigéo de Estéadios
acidos graxos (%) EO E1 E2 E3 E4
&c. laurico - - 1,23 0,98 -
&c. mirfstico - - 0,46 0,59 0,21
&c. palmitico 7,50 10,60 12,75 14,60 21,40
ac. estedrico + oleico 6,90 12,23 11,72 12,64 10,33
&c. linoleico 42,06 64,64 56,74 52,03 38,90
&c. linolénico 40,82 12,53 13,79 16,69 29,14
&c. araquldico - - 1,51 - -
Cotilédones (C)
Composigdo de Estadios
acidos graxos (%) Co Ct C2 C3 C4
éc. laurico - 0,40 0,43 0,24 0,31
&c. miristico - 0,19 0,26 0,14 0,23
ac. palmitico 11,77 12,86 12,82 12,39 11,50
&c. estearico + oleico 14,92 12,84 17,09 11,73 13,08
&c. linoleico 69,16 71,69 61,66 70,07 69,80
&c. linolénico - - 1,71 - -
ac. araquidico — 0,36 1,37 1,62 0,83

&c. decosahexandico - - 1,97 1,39 1,60
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Em cotilédones de sementes quiescentes, foram detectadas quantidades
mensuraveis de écido palmitico, estearico-oléico e linoléico. Destes, o acido
linoléico representou 69% da composigdo lipidica total do érgdo. Durante a
germinagdo, apesar da diminuigdo do conteiido lipidico, a proporgdo desses acidos
praticamente nfo se alterou nos cotilédones. Tanto em CO quanto em C4 ndo foi

detectada a presenga de acido linolénico (Tabela 9).

9.3. Contetido de proteinas

As dosagens de proteinas em todos os estadios analisados encontram-se
descritas na Tabela 10. Os cotilédones de sementes quiescentes apresentaram uma
quantidade de proteinas em torno de 15% de sua massa fresca. Esse valor, diminui
em C1 para cerca de 9%, mantendo-se inalterado até C4 (Tabela 10).

Com relagdo a matéria seca, foram obtidos valores da ordem de 16% de
proteinas para os cotilédones de sementes quiescentes. Esse valor sofre um aumento
significativo em C1, mantendo-se sem diferengas significativas até C4. Pode-se
entretanto verificar, uma tendéncia a diminui¢do dessa reserva a partir de Cl
(Tabela 10).

9.4. Contetido de amido

As determinagdes do conteido de amido, revelaram uma diminuigio desse
composto entre CO e C1 . A partir desse estadio, os valores permanecem inalterados,
sofrendo um aumento significativo a partir de C3, culminando com valores em

média iguais a 17,3 mg de amido/grama de tecido fresco em C4 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Determinago do contetido de proteinas, amido € aglicares soluveis
em cotilédones de sementes cam massa padronizada de Dalbergia miscolobium
procedentes de Itirapina - SP. Dados correspondem & média de 9 repetigdes.

Extragdes feitas a partir de matéria seca.

mg/g de massa fresca

Estadios Protelnas Amido Agucares livres
co 148,80 a 2190 a 7340 a
C1 9320 b 13,00 bc 2460 b
Cc2 8740 b 11,00 ¢ 2560 b
C3 8790 b 1460 cd 19,80 bc
C4 86,70 b 17,30 d 1530 ¢

mgl/g de massa seca

Estadios Proteinas Amido Agucares livres
co 160,00 a 2350 a 7890 a
c1 25190 b 35,20 be 66,60 ab
c2 23640 b 29,70 b 6920 ab
c3 23750 b 3940 ¢ 53,60 bc
C4 23430 b 4680 d 4140 ¢

Valores acompanhados da mesma letra n3o apresentam diferengas significativas
em nivel de P = 0,05 (Tukey).
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O conteddo de amido em relagdo & massa seca, foi igual a 23,5 mg/g nos
cotilédones de sementes quiescentes. Esse valor aumentou, mantendo-se constante
nos estadios C1-3, tendo em seguida ocorrido novo aumento em C4 que apresentou

valores proximos a 5% (Tabela 10).

9.5. Conteudo de aglicares soliiveis

O conteildo de agucares soluveis sofreu uma redugio entre CO e C4 tanto
quando considerada a matéria fresca quanto seca (Tabela 10). No primeiro caso,
além da redugdo drastica entre CO e C1, pode ser observada uma diminuigo desses
agtcares a partir de C3. Com relagdo a matéria seca, os valores apresentaram-se
praticamente constantes até C3, tendo sido detectada uma redugéo significativa em
C4 quando esses compostos apresentaram praticamente a metade dos valores

obtidos nos cotilédones das sementes quiescentes (Tabela 10).

10. Eletroforese

As amostras analisadas em SDS-PAGE na presenga ou auséncia de 2-
Mercaptoetanol (2-Me) apresentaram poucas diferengas. Nas amostras sem 2-Me foi
possivel verificar a presenga de material protéico com massa molecular aparente
(Mr) acima de 200 Kg/mol, que nfo conseguiram penetrar no gel. No entahto,
ocotreu o aparecimento de varias proteinas nas faixas entre 94 e 67 Kg/mol e 60 e
36 Kg/mol. Na auséncia ou presenga de 2-Me detectaram-se proteinas com Mr entre
60 e 52 Kg/mol. Proteinas com 91, 71, 63, 52, 24.5 e 19 Kg/mol apareceram com €

sem 2-Me. Analisando os estadios, proteinas com 91, 87 e 80 Kg/mol ficaram mais
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evidentes nos estidios 0, 1 e 2. Isso n&o ocorreu entretanto para as proteinas com 71

e 63 Kg/mol que apresentaram bandas bem evidentes em todos os estadios (Fig.61).
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Fig.61: SDS-PAGE (10% de poliacrilamida) das amostras de CO a C4 tratadas com
e sem 2-Mercaptoetanol. Condigdes: 25mA durante 4 horas. Coloragdo: Coomassie
Blue. Padrio de peso molecular: 94000 (fosforilase b), 67000 (albumina bovina),
60000 (sub-unidades da catalase), 43000 (ovalbumina), 36000 (sub-unidade de
lactato desidrogenase) e 30000 (anidrase carbénica).
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Discussao

1. Aspectos fisiolégicos da germinagfo e crescimento inicial

Uma das grandes problematicas em se trabalhar com espécies selvagens, é a
dificuldade encontrada para a comprovagio estatistica dos dados obtidos, devido a
grande variagdo dos mesmos. Quase todos os trabalhos realizados com as espécies
de cerrado apontam esse problema (Arasaki, 1988; Godoy & Felippe, 1992a;
Sassaki, 1991). Teoricamente, altos graus de variabilidade seriam essenciais para
garantir a sobrevivénvia e perpetuagdo de uma populagdo (Allard, 1965). Segundo o
modelo "balanceado” de estrutura genética em populagdes, ndo existe um tipo unico
de alelo selvagem e sim um "pool" genético na populagio, distribuido dentro da
maioria dos alelos em frequéncias moderadas. Assim, a combinagdo dos mesmos
genes de maneira diferente, associada as condigdes ambientais, poderiam conduzir
diferentes respostas fenotipicas nos individuos dentro de uma populagio e
conseqiientemente, uma grande variabilidade genética nas populagdes naturais
(Dobzhansky et al., 1977; Solbrig, 1980).

Arasaki (1988), em seu estudo sobre o crescimento inicial de Kielmeyera
coriacea, encontrou coeficientes de variagio de até 47,39% para altura, de até
63,52% para massa fresca e de até 83,59% para massa seca nas medidas para raiz e
parte aérea. Essas variagbes segundo o autor poderiam ser explicadas tanto pela
variabilidade genética como por plasticidade fenotipica. Tal problema s6 poderia ser
contornado diante da utilizagdo de um nimero grande de amostras o que muitas
vezes torna impraticavel a determinagdo pretendida. Ainda segundo o autor, os

valores altos dos coeficientes encontrados seriam devidos também as grandes
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variagdes ambientais que ocorrem dentro dos cerrados. Esta variabilidade genética é
considerada uma estratégia utilizada pelas populagdes para garantir a sobrevivéncia
da espécie ¢ torna-se um problema consideravel quando se procura estudar processos
fisiologicos dentro de populagdes naturais.

No presente estudo com D. miscolobium, pode-se verificar a ocorréncia dessa
variabilidade na medida em que as determina¢Ses de massa fresca e massa seca
iniciais apresentaram grandes variagdes. Isso ocorreu tanto para as sementes
provenientes de Brasilia, quanto para aquelas provenientes de Itirapina.

A comparagdo enfre sementes de diferentes procedéncias no presente
trabalho, foi possivel devido a termos encontrado em determinada fase do mesmo,
maiores dificuldades para a obtengdo de material de Brasilia-DF, ndo sé pela
diminui¢do da produgdo de sementes no periodo, mas também porque o cerrado de
Itirapina, sendo em S#o Paulo, facilitarou a obtengfo de material para a continuidade
dos estudos. Assim sendo, as analises feitas com as sementes procedentes de
Brasilia-DF, nos serviram de base para as investigagdes citoquimicas e bioquimicas
posteriormente feitas com as sementes de Itirapina-SP.

Os fisiologistas que trabalham com sementes , definem germinagdo como um
evento que tem inicio com a embebigdo e termina quando a radicula alonga ou
emerge através do tegumento (Bewley & Black, 1985; Mayer & Poljakoff-Mayber,
1989).

Uma semente pode, mesmo sendo viavel, ndo germinar ou crescer devido a
varios fatores. Estes podem ser de carater tanto interno quanto externo. Uma
condigdo interna por exemplo, é a maturidade morfoldgica do embriio que o torna
capaz de germinar. A germinagdo de sementes de plantas de espécies selvagens (ndo
cultivadas) ¢ freqiientemente limitada por essa ou alguma outra condigfio interna,
enquanto que, nas chamadas espécies domésticas ou cultivadas, a limitagdo se
restringe, muito mais a auséncia de umidade e/ou temperatura inadequada. A

distingdo entre essas duas situagdes se faz através da denominagio das sementes em
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dormentes (primeiro caso) e quiescentes (segundo caso). Assim, sementes
quiescentes sdo aquelas que ndo germinam quando da auséncia das condigdes
normalmente requeridas e sementes dormentes, aquelas que ndo germinam devido
tanto a condi¢es internas, quanto a exigéncias de condigdes externas especificas
(Salisbury & Ross, 1992).

Morfologicamente, a germinagéo ¢ a transformagdo de um embrido em uma
plantula. Fisiologicamente, a germinagdo ¢ a retomada do metabolismo e
crescimento. Bioquimicamente, a germinagdo ¢ a diferenciagdo seqiiencial de vias
sintéticas e oxidativas. Essencialmente, a germinacio € o retorno do eixo
embrionério de um estado temporariamente suspenso durante a quiescéncia ou
dorméncia envolvendo eventos anatdmicos ou morfoldgicos, genéticos, metabolicos
¢ hormonais (Jann & Amen, 1977).

Nos nossos experimentos de germinagdo verificamos que Dalbergia
miscolobium ndoapresenta qualquer tipo de dorméncia e apresenta um alto poder de
germinag3o, o que revela que as condicdes de germinagédo utilizadas neste trabalho,
foram adequadas para essa espécie. Isso corrobora a opinido de Ferri (1960) de que
o poder germinativo de plantas do cerrado € evidente na natureza e altissimo,em
laboratério, chegando até a 100% em certas amostras. Além disso, também estio de
acordo com os resultados obtidos para a mesma espécie, e nas mesmas condigdes,
em trabalhos anteriores (Arasaki e Felippe, 1987; Sassaki e Felippe, 1992).

O processo de embebigdo da semente é o primeiro passo para que ocorra a
germinag@o. Na maioria das sementes ele apresenta trés fases. A primeira, se
caracteriza pela rapida absorgdo da 4gua e depende principalmente das condigdes
ambientais e da composigdo quimica da semente; na segunda ndo ocorre aumento na
massa fresca pois a semente estd em equilibrio osmético com 0 meio; na terceira
fase se da a absorgdo metabdlica da agua que coincide com a protrus3o da radicula
(Bewley & Black, 1985).
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Quanto 4 embebigdo, verificou-se que a absor¢fo inicial de agua nessa
espécie compreende as primeiras 5-6 horas, tanto para as sementes de Brasilia-DF
como para as de Itirapina-SP. Apds esse periodo, houve uma estabilizagdo que durou
cerca de 36 a 48 horas, quando no caso das sementes de Brasilia-DF ja havia
ocorrido o inicio da protrusio radicular. Esses resultados confirmaram aqueles
obtidos por Arasaki & Felippe (1987) para sementes desta espécie e com a mesma
procedéncia. No entanto, com as sementes de Itirapina observou-se que, apesar das
sementes j4 estarem completamente embebidas, a germinagfo sb ocorreu por volta
do quarto dia de embebigdo. Verificou-se com isso que ambas as sementes, desde
que em condigdes favoraveis, ndo apresentaram nenhuma restrigio ao processo de
embebigdo, sendo relativamente mais rdpido o comportamento germinativo das
sementes de Brasilia-DF. Possivelmente essa diferenga no padrdo de germinagio se
deva, em alguns casos, a necessidade de um tempo maior nas sementes da duragdo
da terceira fase da embebigdo quando se tem a absor¢do metabolica da dgua. Isto
pode estar condicionado a alguma exigéncia ou perfil de atividade metabélica
adquirido devido as condigdes ambientais durante a maturagio da semente, e/ou de
alguma estratégia ap6s dispersdo do fruto para garantir a sobrevivéncia da espécie.
Uma hipétese interessante decorrente do presente estudo é que esse comportamento
pode estar relacionado 4 quantidade de lipidios presentes na semente. Sementes
provenientes de Brasilia apresentam um contetido maior dessa reserva, o que pode
significar a necessidade de uma menor quantidade de 4gua metabolicamente
absorvida para ativar as vias metabodlicas necessarias para a germinagio.

O tamanho e a forma das sementes em geral, sio extremamente variaveis.
Eles dependem da forma do ovario, das condigSes sob as quais a "planta mie"
cresceu durante a formacdo da semente e obviamente da espécie em questdo. Outros
fatores que determinam o tamanho e a forma das sementes sio o tamanho do
embrido, a quantidade de endosperma presente e do quanto outros tecidos participam

da estrutura da semente. A variabilidade na forma existe dentro de uma mesma
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espécie e & referida como polimorfismo. Uma caracteristica de sementes
polimérficas é que elas diferem ndo apenas na forma ou na cor, mas também em seu
comportamento na germinagdo ou dorméncia (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989).

A determinagdo da massa de sementes quiescentes de D. miscolobium de
ambas as procedéncias e suas respectivas curvas de distribuigdo revelaram uma
grande faixa de variago para este pardmetro. Diferengas se verificaram no sentido
de que as sementes de Brasilia-DF apresentaram, de maneira geral, valores menores
de massa fresca (média ao redor de 85 mg), ao passo que nas sementes de Itirapina-
SP este valor foi maior (116 mg). Sementes da mesma espécie mas provenientes do
cerrado de Piragununga-SP, apresentaram valores de massa fresca em torno de 120
mg (Mayworm, 1994), indicando entfo um padrio de massa médio diferente para a
espécie, dependendo de sua procedéncia.

Um elemento importante da estratégia reprodutiva de uma planta ou espécie,
consiste na partigio entre a produgéo de muitas sementes pequenas, que dependeria
das exigéncias para a dispersdo, ou poucas sementes grandes, que estaria
condicionada aos requerimentos para o estabelecimento da plantula. Uma das mais
efetivas adaptagBes para o sucesso no estabelecimento das plantulas de uma espécie,
seria possuir uma semente grande que a proveria com maiores quantidades de
compostos de reserva, armazenados nos seus tecidos. Muitos estudos demonstram
que plantulas originadas de sementes grandes, seguramente mantém uma certa
vantagem sobre as plantulas de sementes menores, principalmente em condigSes
desfavoraveis (Fenner, 1985).

Com a finalidade de se evitar um possivel efeito da quantidade de reservas e
do aspecto (cor), devido & grande variagdo que foi detectada nas sementes de D.
miscolobium, estabeleceu-se um padrio de massa e cor para as mesmas. Pelo estudo
de germinagfo realizado, verificou-se que ndo houve influéncia da massa ou cor na
germinagdo das sementes de Brasilia-DF ou de Itirapina-SP. A caracteristica da

semente ser clara ou escura ¢ comum entre as varias espécies do cerrado e em
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algumas delas estaria associada a ocorréncia de dorméncia por impermeabilidade na
casca (Felippe, 1990; Godoy e Felippe, 1992b). Portanto, a padronizagio, limitou-se
a estabelecer uma faixa de massa na qual foi centrada a sele¢do de sementes para o
estudo do metabolismo das reservas.

Pelos resultados obtidos, foi estabelecida uma faixa de massa que abrangesse
o maior namero de sementes por amostragem, o que facilitou a obtengo de material
suficiente para o estudo. Com a padronizagdo da massa do eixo embrionario,
verificou-se que ocorre uma pequena variagdo, e que os resultados foram
semelhantes para os dois lotes de sementes, significando que independentemente da
origem e do tamanho dos cotilédones, foi possivel estabelecer-se um padrdo médio
de massa para os embrides, ao redor de 2,6 mg.

Portanto, as variagdes no conteido de reservas da semente estdo,
provavelmente, na dependéncia do tamanho dos cotilédones. Assim sendo, para a
faixa de massa definida, as variagSes encontradas seriam as variagdes de massa dos
cotilédones, que ficariam restritas ao padrdo estabelecido. Além disso, a
padronizagdo da massa do eixo embrionario visou também o estudo do seu modelo
de crescimento.

Em experimentos realizados em algumas espécies como cevada, ervilha e
feijdo, foi possivel estabelecer-se teoricamente um modelo de crescimento bifasico
do eixo embrionario, com base nas alteragdes na massa seca, massa fresca e
comprimento desta estrutura (Brown, 1972; Paulilo, 1980).

Para a cevada, a primeira fase da germinagfo ocupa as 48 horas iniciais, onde
ndo ocorre aumento na massa seca do eixo, mas onde a massa fresca aumenta
exponencialmente. A taxa de aceleragfio para a massa fresca na segunda fase seria
um pouco maior que na primeira. Para a ervilha, nas primeiras 24 horas de
embebigdo ndo existe alteragdo aparente na massa seca, mas apOs esse periodo ela
aumenta rapida e exponencialmente. O comprimento do eixo aumenta

exponencialmente nas duas fases, porém a taxa de aceleragdo é maior durante a
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segunda. Em ambos os casos, a primeira fase € completada antes que a translocagéo
de nutrientes para o eixo se inicie. Assim, pareceria claro que as diferengas no
desenvolvimento do eixo seriam uma consequéncia de alteragdes nas condigdes
ambientais. Foi sugerido que a acelerago verificada na segunda fase é devida a uma
acelerag@o no suprimento de nutrientes a partir do tecido de reserva (Brown, 1972).
Recentemente, foi observado o crescimento do embrido em termos de massa seca,
durante as primeiras 48 horas de embebigdo em sementes de feijdo. Verificou-se que
nas primeiras 20 horas ndo houve aumento de massa seca do embrido. Apos esse
periodo, foi observada uma mudanga marcante no crescimento do mesmo, que teve
sua massa seca aumentada exponencialmente. Durante esse tempo os cotilédones
apresentaram apenas uma ligeira diminuig@o na massa, indicando que a hidrélise das
reservas ainda estava se iniciando (Paulilo, 1980).

Os estudos com D. miscolobium mostraram que apesar de também ser uma
leguminosa, esta espécie ndo apresenta esse padrio de crescimento para seu €ixo
embrionéario, pelo menos no mesmo periodo, tanto no material proveniente de
Brasilia-DF, quanto no de ltirapina-SP. No material procedente de Brasilia-DF,
foram verificadas altera¢Ses na massa fresca. Porém, o aumento observado ndo foi
acompanhado pelo aumento de massa seca até as 72 horas de embebig¢do. Aumentos
significativos verificados na massa fresca até esse periodo provavelmente foram
devidos ao simples alongamento celular acarretado pela entrada de agua.

Segundo Jann & Amen (1977), estudos sobre as alteragdes na germinagdo em
embrides de sementes quiescentes de dicotiledoneas, revelaram que as células do
eixo embriondrio, durante as primeiras horas de embebig¢do, assemelham-se as
células de embrides imaturos em desenvolvimento mais do que as de plantulas em
crescimento ativo.

A iniciagdo da divisdo celular do embriio em sementes quiescentes em
germinagdo € variavel. A divisdo celular algumas vezes comega antes da emergéncia

da radicula, como por exemplo, em Phaseolus vulgaris, enquanto que em outras
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espécies, como por exemplo Raphanus sativa, o alongamento celular ¢ suficiente
para que a radicula rompa a casca da semente, comegando apenas mais tarde a
divisio celular. Em Francinus ornus a divisdo celular do embrifo, alongamento e
toda a diferenciagdo acompanham a germinag@o e crescimento em tdo estreito
intervalo, que ¢ dificil determinar sua contribuigdo independente (Jann & Amen,
1977). Resultados semellhantes foram observados para Pinus thumbergii, Pinus
lambertiana, Zea mays e cevada (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989).

Em nossos estudos com as sementes de Brasilia-DF, somente ap6s 72 horas
de embebigao, foi possivel observar o aumento da massa seca do eixo embrionario,
acompanhando o aumento de massa fresca, tanto na luz quanto no escuro. Esse fato
ndo foi acompanhado pela diminuigdo da massa seca dos cotilédones até o 152 dia
de germinagdo na luz e até o 12Q dia de germinag@o no escuro. Portanto, ndo foi
possivel associar o inicio das alteragbes de massa seca do eixo com o inicio da
mobilizagdo de reservas de nutrientes dos cotilédones, pelo menos até o periodo
citado. Possivelmente, pequenas alteragdes na massa seca dos cotilédones possam
ndo ter sido detectadas quando do inicio do aumento da massa seca do eixo, devido
as grandes diferengas proporcionais de massa entre estes dois orgdos. Pequenos
incrementos na massa seca do eixo seriam mais significativos do que pequenas
diminui¢Ses na massa seca dos cotilédones.

Quanto a fotossintese, verificou-se que a sua interferéncia na variagdo de
massa do embrido é pequena, ou quase nenhuma, visto que os resultados na luz e
escuro ndo mostraram diferengas marcantes entre os dois tratamentos, pois os
incrementos de massa seca ocorreram praticamente com os mesmos intervalos (3
dias) a partir de seis dias de embebigdo e até o 152 dia. Logo, até 6 dias de
embebigdo, os aumentos de massa fresca de eixo e cotilédones, sdo devidos
principalmente a absorgfo de 4gua e ao alongamento celular. No entanto, poderiam
estar ocorrendo alteragdes metaboOlicas intrinsecas ao proprio eixo, sem que

pudessem ser detectadas alteragSes na sua massa seca.
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Os resultados obtidos com as sementes de Itirapina-SP, mostraram no periodo
de 0 a 12 dias, um maior nimero de incrementos de massa fresca para o eixo
embriondrio e com menores tempos de embebigdo. Os aumentos na massa seca
ocorreram acompanhando a massa fresca também a partir do 62 dia de embebigéo,
ou seja, dois dias apds a germinagdo. Isso ocorreu, sem ter sido no entanto,
acompanhado de diminuigdo na massa seca dos cotilédones, 0 que no mesmo
periodo e condigdes também se verificou com o material procedente de Brasilia. Isso
poderia demonstrar uma certa autonomia inicial do eixo em relagdo aos cotilédones,
em termos do consumo de suas reservas nos primeiros dias de embebigdo. No
entanto, existe a possibilidade das diferengas proporcionais nas massas ndo
permitirem detecgdes quantitativas notaveis, uma vez que, sementes de Ifirapina-SP
apresentaram massa cotiledonar 50 vezes maior em média, do que a massa do eixo
embrionéario e nas de Brasilia-DF, cerca de 40 vezes.

Embora exista variagdo de espécie para espécie quanto ao comportamento dos
cotilédones durante o desenvolvimento, parece comum as espécies arbéreas do
cerrado manterem seus cotilédones por um longo periodo, chegando até varios meses
apds a germinagdo. Isso pode sugerir uma dependéncia maior das plantulas dessas
espécies em relagio a esses orgdos, principalmente no periodo de seu
estabelecimento (Melhem, 1975; Godoy & Felippe, 1992a; Paulilo & Felippe,
1994). Segundo Sassaky & Felippe (1992) em estudo feito com D. miscolobium,
mais do que 6rgdos fotossintetizantes, os cotilédones nesta espécie sdo importantes
orgdos de reserva que mantém essa fungdo até a queda. Entretanto, eles parecem ndo
ser vitais para as plantulas apés a idade de 4 dias (embebigdo em placa), ja que elas
sobrevivem, apesar de quase ndo acumularem matéria seca, quando os cotilédones
sdo totalmente removidos nesta idade. Por outro lado, véarios trabalhos com
leguminosas cultivadas, como feijdo e soja, tém demonstrado que os cotilédones sdo
importantes fontes de reserva, pela redugdo no crescimento do eixo quando da

remogdo dos mesmos nessas plantulas (Pereira, 1981; Carelli & Magalhdes, 1981).
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Portanto, a relativa autonomia que parece apresentar o eixo embrionario de D.
miscolobium, em relagdo a4 sua fonte de reservas, indicaria mais uma vez 0
controvertido papel dos cotilédones como tinica fonte de reservas para o crescimento
inicial do eixo, durante a germinacg#o. Assim, o estudo da mobilizagdo e
identificagdo das principais reservas, durante a germinagdo nessa espécie, se deu em
sua fase inicial, ou seja, no periodo em que o eixo ainda nfo apresentava mudangas
na massa seca e no periodo subseqiiente, quando havia um aumento em sua massa
seca, sem contudo haver perdas detectaveis de massa pelos cotilédones.

Quando da realizagio das detecgdes citoquimicas com o material proveniente
de Brasilia-DF, foram estabelecidos tempos de embebigdo para a obtengdo das
amostras € ja nessas primeiras observagdes, pdde-se verificar que, em muitos casos,
os padrSes morfologicos ndo apresentavam diferengas que permitissem distinguir
tecidos com diferentes idades ou tempos de embebigdo, mesmo ja havendo a
protrusdo da radicula. No material procedente de Itirapina-SP, pdde-se constatar
mais uma vez que, apesar da padronizagio das sementes, os individuos nos
diferentes tempos de embebigdo estabelecidos apresentavam eixo hipocdtilo-
radicular com tamanhos diferentes, mas tempos de embebigdo iguais. Isso
provavelmente devido a variagSes na velocidade de germinagfo, como também a
diferengas na velocidade de crescimento entre as sementes do mesmo lote, apesar da
germinagfo ter tido inicio por volta do 42 dia de embebigdo. Além disso, as
caracterizagdes citoquimicas, como aconteceu com o material de Brasilia-DF, nfo
permitiam correlacionar precisamente um padrio morfologico para determinado
tempo de embebigfo, pois, o mesmo tempo de embebigdo apresentava padrdes
morfolégicos diferentes ou ainda amostras com tempos de embebigdo diferentes o
mesmo padrido morfolégico. Essas observagdes, nos levaram a conclusdo, de que o
padrio morfolégico demonstrou ser relativamente independente do tempo de
embebigdo, apresentando diferengas nos materiais de reserva, ja a partir de 48 horas

de embebigio.
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Diante disso, resolveu-se abandonar o tempo de embebigdo como pardmetro
de idade, adotando-se o estadio de crescimento do eixo hipocoétilo-radicular. Logo
ap0s, foram feitas caracterizagbes citoquimicas preliminares e diante dos resultados
foram estabelecidos cinco estadios: semente quiescente (estadio SO), semente com
48 horas de embebigdo (estadio S1), protrusdo da radicula (estadio S2), eixo
hipocétilo-radicular com até 20mm (estadio S3) e eixo hipocétilo-radicular com até
50mm (estadio S4). Feita a selegdo, deu-se inicio entdo &s andlises citoquimicas e

bioquimicas dos estadios.

2. Aspectos morfolégicos e biequimicos

A metodologia empregada no presente trabalho para a caracterizagio
microscopica dos eixos embrionarios e cotilédones, se baseia na interagfo entre as
moléculas dos corantes com um dado substrato bioldgico e portanto, é dependente
apenas da estrutura molecular do substrato, nio sendo importante a sua origem
(Vidal, 1987). Além disso, sdo poucos os trabalhos encontrados na literatura que
utilizam a analise microscépica com um objetivo mais fisiolégico e, quando isso
acontece, o maior enfoque é dado aos aspectos bioquimicos do processo. (Tombs;
1967; Catsimpoolas et al,, 1968; Ashcroff & Murray, 1979; Vidal & Pimentel,
1985).

A fixagdo dos tecidos para a sua observagdo microscopica ¢ uma etapa
extremamente importante, uma vez que um fixador inadequado pode originar
resultados alterados ou até mesmo errdneos. O uso de solugdo tamponada para a
fixagdo, impede, principalmente em sementes, que o fitato presente possa alterar o
pH do meio e assim danificar estruturas importantes a serem visualizadas e distorga
os resultados obtidos. Paraformaldeido e Glutaraldeido sdo fixadores extremamente

utilizados pois formam, junto ao material protéico, pontes de metileno que
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estabilizam as estruturas a serem preservadas. Entretanto, para métodos em que a
presenga de radicais aldeidicos ex6genos pudesse ser um problema, como o método
do PAS por exemplo, esse fixador foi evitado, perdendo-se assim um pouco de
eficiéncia na preservagdo dos tecidos, mas evitando-se a obtengdo de resultados
errdneos (Lison, 1963).

No presente trabalho, a utilizagdo de hematoxilina-eosina possibilitou uma
caracterizagdo morfoldgica geral de cotilédones e eixos embrionarios de sementes de
D. miscolobium, provenientes de Brasilia-DF ou de Itirapina-SP. Por esse método,
foi possivel verificar a morfologia geral dos materiais analisados, com paredes
celulares, nucleos e nucléolos fortemente corados pela hematoxilina, normalmente
usada para a detecgdo dessas estruturas (Lison, 1963). Do mesmo modo, o conteido
citoplasmatico globular, inclusive nas células do floema, foi evidenciado pela
eosina, corante &cido normalmente usado para visualizar o citoplasma (Lillie, 1969).
Esses corantes ndo tém carater citoquimico uma vez que ndo existe uma relagdo

estequiométrica entre eles e o substrato corado (Lison, 1963).

2.1. Paredes celulares

A celulose forma o material basico das paredes celulares nas plantas
superiores, sendo um dos seus principais constituintes juntamente com o0s
xiloglicanos e as substincias pécticas (Fry, 1988).

Em termos citoquimicos, as paredes celulares podem ser evidenciadas pela
utilizagdo do método do PAS. Esse método se baseia na oxidagdo dos grupos
hidroxila de carbonos vicinais pelo acido periédico. A reagdo se processa
rapidamente, formando dois grupamentos aldeidicos nas hidroxilas dos agficares
(Pearse, 1961).

Ap6s a oxidagdo, adiciona-se o reativo de Schiff. Esse reativo é preparado a



99

partir da fucsina basica, que é um corante magenta. A adigfo de radicais sulfito em
meio acido (pH 2-3), destrdi o grupo cromoforico inicial, tornando a solugdo cor de
palha ou até incolor, segundo a qualidade do corante. Essa solugfio tem afinidade por
radicais carbonila, formados pela oxidag8o dos grupos hidroxila, aos quais as
moléculas formadas se ligam de forma covalente, restabelecendo o grupo
cromoférico do corante, ou seja, a cor magenta (Mello e Vidal, 1978; Cortelazzo et
al., 1983; Vidal, 1987). De todo 0 modo, ¢ feito sempre um controle em paralelo que
ndo é oxidado pelo &cido periddico € cujo resultado, normalmente negativo, mostra
os grupos carbonila ja presentes nos tecidos.

Dessa maneira, os radicais carbonila formados pela oxidagdo promovida pelo
4cido periddico reagem e ddo a cor caracteristica do método. Ele € usado geralmente
para a detecgdo de glicanas neutras e, no caso especifico de vegetais, para a
identificagdo de celulose, hemicelulose e amido. Este método foi utilizado apenas no
material procedente de Itirapina, € em todos os estiddios analisados ndo foram
detectadas alteragGes no aspecto das paredes das células de eixos embrionarios ou de
cotilédones. Portanto, celuloses € hemiceluloses ndo sofrem modificagdes que
possam ser visualizadas microscopicamente por esse procedimento, durante os
processos de mobilizagdo e crescimento, ao menos no periodo de estudo
estabelecido.

As paredes celulares de todos os materiais analisados apresentaram-se
birrefringentes, quando observadas sob luz polarizada, com analisador e polarizador
cruzados. A ocorréncia de birrefringéncia de cor branca de 12 ordem apresentada
pelas paredes celulares, revela uma alta organizagiio molecular dessa estrutura,
devido a disposicdo ordenada de seus biopolimeros formadores, com destaque para a
celulose (Frey-Wissling e Muhlethaler, 1965)

A presenga de radicais anidnicos nas substincias pécticas, faz com que as
paredes celulares sejam coradas em tom arroxeado pelo AT a pH 4,0. O azul de

toluidina é um corante basico, portador do radical NH3*, ligando-se portanto a
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grupos anidnicos, destacando-se grupos fosfato, carboxila e sulfato. A pH 4,0,
poucos radicais carboxila presentes nas proteinas dos tecidos encontram-se na forma
ani6nica. Entretanto, os radicais fosfato, presentes nos acidos nucléicos e os radicais
sulfato e carboxila presentes em polissacarideos acidos sio corados (Lison, 1963;
Pearse, 1961, Vidal, 1977).

Um aumento na disponibilidade de radicais anionicos convenientemente
proximos possibilita, em nivel celular, a interagdo entre as moléculas planares do
AT. Isso faz com que a energia necesséaria para a excitagdo dos elétrons pertencentes
aos grupos cromoforicos dessas moléculas seja maior, diminuindo assim o pico de
absor¢do de 625 nm, para comprimentos de ondas menores, que podem atingir 550
nm ou menos. Esse fenomeno, denominado de metacromasia, é comum a inimeros
corantes basicos e pode revelar, mesmo sem a utilizagdo de medidas
absorciométricas, um aumento na disponibilidade de radicais anibénicos em
diferentes estagios fisioldgicos de um mesmo tecido, ou de tecidos diferentes. Essa
constatagdo pode ser feita pela simples visualizagdo da cor obtida, que em fungdo
dessas interagdes, passa do verde, onde basicamente s6 existem moléculas isoladas e
distantes umas das outras, para o azul, azul-arroxeado e réseo, consegiiéncia do
empilhamento das moléculas do AT (Vidal, 1987). A cor verde pode receber o0 nome
de ortocromatica, segundo alguns autores, em oposigdo a roseo-arroxeada, que seria
metacromatica (Lison, 1963).

O processo de alongamento celular € altamente complexo e controlado por
horménios vegetais como as auxinas, giberelinas e citocininas. Fatores como o
transporte de 4gua, diferenga de potencial osmético e de turgescéncia e
extensibilidade da parede celular também controlam o alongamento celular. Segundo
a "teoria acida" do crescimento celular (Hall et al., 1984), é necessario um
abaixamento do pH, provocado a principio pela influéncia de auxinas, o que causaria
um afrouxamento da parede celular através do rompimento de certas ligagdes

quimicas entre os polimeros presentes nessa estrutura. Este evento poderia favorecer
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a liberagdo de radicais anidnicos proximos, aumentando assim a metacromasia da
coloragio pelo AT. Essa caracteristica ja foi anteriormente descrita e pode ser
demonstrada "in situ" através da coloraggo pelo AT a pH 4,0, em paredes de células
rizoidais de esporos de Cyathea delgadii durante o desenvolvimento do gamet6fito
(Randi, 1987) e em paredes celulares de cotilédones de soja através de medigSes do
indice metacromatico das paredes (Cortelazzo, 1995).

A metacromasia poderia entdo ser associada a atividades metabodlicas e/ou
fisiologicas, como a mobilizagdo € o transporte de reservas durante a germinagao.
Em cotilédones de D. miscolobium, procedentes de Brasilia-DF, a metacromasia
observada na parede celular denotou uma grande disponibilidade de radicais
anibnicos nessas estruturas, devido a presenga de substdncias pécticas, o que
possibilita um empilhamento das moléculas do corante resultando na coloragdo
arroxeada dessa estrutura. Nos tempos e regides analisados, ndo foi nitidamente
visualizado um aumento da metacromasia nessas estruturas. Entretanto, para os
cortes de eixos embrionarios observados, a metacromasia das paredes foi maior do
que as das células dos cotilédones.

No material proveniente de Itirapina, a ocorréncia de metacromasia nas
paredes celulares denota também, uma grande disponibilidade de radicais anidnicos
nessas estruturas. Nos cotilédones o aumento da metacromasia observado com o
decorrer dos sucessivos estddios do desenvolvimento comprova uma maior
disponibilidade desses radicais durante o periodo analisado. Essa possivel liberagdo
de radicais e/ou aumento da quantidade de pectatos, demonstra a ocorréncia de
alteragdes na polarizabilidade da parede celular. Essas alteragdes estariam
associadas as atividades de mobilizagdo, uma vez que isso poderia facilitar o
transporte de reservas de célula para célula até os feixes de floema dos cotilédones,
que apresentaram inclusive as suas paredes mais metacromaticas do que as das
células do parémquima. Resultados semelhantes foram obtidos ém células

parenquiaticas de cotilédones de soja, onde o indice metacromatico (As555/A625)
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triplicou nas primeiras 144h de embebigdo. Simultaneamente foi observada nessa
espécie, uma diminui¢do na ordem molecular das paredes celulares o que poderia
reforgar a idéia de que estejam ocorrendo alteragSGes que venham facilitar o
transporte de célula a célula (Cortelazzo, 1995). Nos eixos embrionéarios de D.
miscolobium a metacromasia ja foi intensa desde a semente quiescente, 0 que pode
indicar um estagio mais avangado desses processos em relagdo aos cotilédones.
Nesse caso as alteragdes observadas podem estar relacionadas ndo s6 a mobilizagédo
de reservas mas também as atividades de crescimento. Valores de massa fresca e
massa seca, para o mesmo periodo estudado podem sustentar essas observagdes, uma
vez que aumentos significativos foram detectados.

O aumento da metacromasia nos eixos embrionarios pode significar que
neles, existe uma maior disponibilidade de grupamentos negativos disponiveis nas
pectinas, seja pela maior quantidade das mesmas nessas paredes celulares, seja por
uma maior disponibilidade desses grupamentos. Normalmente os pectatos sdo
polimeros altamente metilados (Kauss e Hassid, 1967); uma hipdtese atraente seria a
de que, com a agfio da enzima pectina-metilesterase localizada nas paredes celulares,
mais grupos negativos seriam expostos e isso de uma certa forma fragilizaria a malha
de pectatos da parede, tornando-a mais susceptivel ao alongamento (Carpita e
Gibeaut, 1993; Cortelazzo, 1995).

Paredes celulares jovens sdo ricas em pectinas e ha pouca celulose. Também
contém uma glicoproteina rica em hidroxiprolina. Atualmente sabe-se que um dos
maiores constituintes protéicos das paredes celulares sdo as extensinas,
caracterizadas pela sequéncia repetitiva do pentapeptidio Ser(Hyp)s. Essas
glicoproteinas também sdo ricas em lisina o que lhes confere um ponto isoelétrico
(pl) proximo a 10 (Showalter, 1993). Devido a presenga desse constituinte, paredes
celulares podem apresentar reagdes positivas a corantes catidnicos como XP
(xylidine ponceau). Entretanto, paredes celulares de cotilédones e eixos

embrionarios de D. Miscolobium apresentaram-se fracamente coradas, indicando a
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presenga de pouco material protéico. Além disso, existe a possibilidade de que a
maior parte dos radicais amino das lisinas, poderiam estar interagindo com as
substincias pécticas presentes (Keller, 1993). Vérios outros materiais vegetais
revelaram o0 mesmo comportamento quando da utilizagdo desse método, como feijdo
jacatupé, guandu, mucuna, lab-lab e soja (Vidal e Pimentel, 1985; Cortelazzo e
Vidal, 1991; Seno, 1993).

2.2. Material lipidico

Os lipidios sdo virtualmente sintetizados em todos os tecidos das plantas,
sendo que observa-se atividade de sintese, principalmente de triacilgliceréis, nas
sementes em maturagdo e atividade de degradagdo em sementes durante a
germinagdo. A maioria dos estudos sobre a biossintese de lipidios sdo realizados
com material foliar e, curiosamente, durante o processo de germinagdo. S#o
relativamente poucos os estudos realizados durante a formagdo e desenvolvimento
de sementes. Bioquimicamente, os lipidios podem ser utilizados como compostos de
reserva (presentes nos corpos lipidicos), como componentes estruturais nas
membranas celulares e como intermediarios biossintéticos (Slabas et al., 1988). As
sementes, portanto, podem ser os Orgdos mais ricos em lipidios, que estariam
armazenados nos cotilédones ou no endosperma e teriam um papel de reserva para o
embrido (Esau, 1986).

Em sementes de oleaginosas como repolho, girassol e papoula, as proteinas e
lipidios representam respectivamente 20% e 40% estando os carboidratos presentes
em menor proporgdo (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989).

Os resultados preliminares das determinagdes de lipidios e carboidratos
soliveis em sementes quiescentes sem casca, de D. miscolobium procedentes de

Brasilia-DF, revelaram que o contetido de lipidios variava de 20% a 40% da massa
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fresca e seca, respectivamente. A maior parte dessa reserva foi detectada nos
cotilédones, porém proporcionalmente o eixo apresentou uma grande quantidade de
lipidios em relacdo a sua massa. Portanto, pelos resultados obtidos pudemos concluir
que D. miscolobium é uma leguminosa com semente oleaginosa.

N#o sfo encontrados facilmente, dados sobre a composi¢do lipidica do eixo
ou embrifdo. A maioria dos trabalhos concentra-se no contetido total da semente ou
do 6rgdo de reserva e na influéncia do embrifio ou eixo na mobilizagdo a partir
dessses 6rgdos de reserva (Marcus e Felly, 1964; Scala et al., 1969; Muto e Beevers,
1974; Marriot e Northcote, 1975; Bewley e Black, 1978; Paulilo, 1980). Entretanto,
o presente trabalho sugere que as reservas lipidicas do eixo poderiam desempenhar
um papel importante no inicio da germinagio das sementes oleaginosas de D.
miscolobium.

Os resultados obtidos nas detec¢des "in situ”, através da coloragdo pelo Sudan
black, confirmaram as analises prévias realizadas com as sementes de Brasilia-DF,
apontando também um alto teor de lipidios nas sementes quiescentes de D.
miscolobium procedentes de Itirapina-SP, revelando que os lipidios estdo presentes
em grandes quantidades nessa espécie. A redugdo gradativa dos lipidios de reserva
nos estadios mais avangados, demonstrou a sua mobilizagdo durante o periodo
estudado, principalmente no eixo embrionario. Essa grande quantidade lipidica,
devido a espessura dos cortes, forrma uma massa unica, que camufla o conteudo
protéico, também elevado nessa espécie. Nas regides cotiledonares proximas a
vasos, pOde-se distinguir nitidamente a presenga de material hidrofébico
circundando o material protéico globular, mesmo no interior de vasos. A partir de 48
horas de embebigdo notou-se uma diminuigdo do material corado, o que possibilitou
distinguir os globulos protéicos, evidenciados através de outros métodos
citoquimicos como o XP. Assim, no decorrer dos estadios, puderam ser distinguidos
com maior nitidez, os globulos protéicos circundados por material de natureza
hidrofébica.
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Por essas caracteristicas pode-se concluir que as sementes de D. miscolobium
apresentam além de lipidios, uma grande quantidade de proteinas. Isso corrobora os
dados de que as oleaginosas apresentam uma quantidade apreciavel de proteinas,
além de poucos carboidratos de reserva como € o caso de girassol e soja por
exemplo (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989).

Sementes de leguminosas como soja e amendoim sdo amplamente conhecidas
e utilizadas como oleaginosas. Apesar desses excepcionais exemplos, sementes de
leguminosas geralmente apresentam pouco conteudo de lipidios. Entre as diversas
espécies estudadas, a maior parte revelou conteudo de lipidios ao redor de 5,5%.
Com algumas excegdes, as sementes de leguminosas com baixo teor de 6leo (menos
que 2,7%), acumulam mais amido. Em contrapartida, o aumento no teor de lipidios
acompanha a diminuig@o do conteddo de amido. Dessa forma uma grande parte das
sementes com baixos teores de amido apresenta altos teores de lipidios e proteinas
(Wolff e Kwolek, 1971).

Muitas sementes maduras apresentam alta concentragdo de lipidios, os quais
durante o processo de germinagdo fornecem para o embrido, subsidios energéticos
na forma de ATP e carbono, através dos processos de hidrolise dos ésteres de
trigliceridios e de sua B-oxidagdo. Assim, analises feitas ao longo desses processos
indicam uma variagdo nfio s6 no teor de lipidios mas também na composi¢do de
acidos graxos do material de reserva da semente (Mayer e Poljakoff Mayber, 1989;
Huang e Grunwold, 1990; Pomeroy et al., 1991).

A maioria das espécies vegetais apresenta predominio do 4cido oléico ou do
acido linoléico, mas algumas familias, se caracterizam pelo acumulo de outros
acidos graxos. Com a diversidade de distribuigdo de acidos graxos entre as espécies,
as vezes ¢ possivel distinguir familias préximas, através dessa caracteristica quimica.
Em nivel de género, a distribuigdo de acidos graxos pode fornecer contribui¢des

taxonOmicas importantissimas (Wolff e Kwolek, 1971; Mayworm, 1994).
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As sementes provenientes de Brasilia-DF apresentaram um contetdo lipidiéo
significativamente maior do que aquelas provenientes de Itirapina-SP, com valores
de quase 60% para os eixos embrionarios contra 40% dessa ultima. Nos cotilédones
essa diferenga foi menor, com 40% e 32% respectivamente. Desse contetido, no caso
das sementes de Itirapina-SP, 42% (eixos) e 70% (cotilédones) se constituiu de acido
linoléico, sendo que apenas nos eixos embrionarios foi detectada a presenca de acido
linolénico com valores proximos a 4 1%. Identificou-se ainda nas duas estruturas, a
presenga dos 4acidos palmitico (7,5% e 12%, respectivamente), e dos acidos
estearico+oléico com 7% nos eixos embrionarios e 15% nos cotilédones.

Estudos realizados por Mayworm (1994) apresentam os teores e a
composigao de acidos graxos dos lipidios das sementes de 28 espécies de 21 familias
de plantas do cerrado de Piragununga-SP. Entre elas, da familia Fabaceae foram
estudadas duas espécies, sendo uma delas D. miscolobium, que apresentou teor de
lipidios ao redor de 22,9%, valor um pouco menor que os encontrados em nosso
estudo com sementes das plantas do cerrado de lItirapina-SP e Brasilia-DF. Apesar
disso esta espécie foi incluida entre as que mereciam destaque no teor lipidico, ou
seja, as que apresentavam um contetado na faixa de 17% a 25%, o mesmo intervalo
observado para as diversas variedades de soja comercialmente utilizadas. Sob esse
prisma destaca-se a diferenga do teor lipidico encontrado no presente trabalho nas
sementes coletadas em Brasilia-DF e Itirapina-SP.

Quanto a composigdo de acidos graxos das espécies analisadas por Mayworm
(1994), os lipidios das sementes de maneira geral, apresentavam maiores teores dos
acidos palmitico, oléico e linoléico, o que ndo difere muito dos nossos resultados.
Cabe ainda salientar que, como no nosso estudo, nio foi detectada por esse autor, a
ocorréncia de acido linolénico nas sementes de D. miscolobium. Pode-se admitir que
em termos proporcionais, a alta porcentagem desse acido determinada em nosso
trabalho nos eixos embrionarios, embora alta para a massa dessa estrutura, nio afeta

significativamente a quantidade para a semente como um todo, uma vez que sua
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massa € determinada pela massa dos cotilédones, nos quais ndo se detectou a
presenga desse &cido graxo.

Dados citados no trabalho de tese de Mayworm (1994), ainda nos permitem a
comparagdo com outras duas espécies do mesmo género: Dalbergia melanoxylon e
D. paniculata. De maneira geral, as trés espécies apresentam o mesmo perfil no que
diz respeito a presenga dos acidos palmitico, linoléico e linolénico, sendo que D.
melanoxylon apresenta os maiores teores de acido linoléico (49,8%) como as de
nosso estudo, diferindo portanto de D. paniculata que apresentou um valor de 22,5%
para este acido. D. paniculata, no entanto, apresenta uma alta porcentagem de acido
oléico (48,2%), o que ndo foi verificado para as outras duas espécies. Quanto aos
teores de lipidios, tanto D. melanoxylum quanto D. paniculata, mostraram valores
menores € ao redor de 13,4% e 7,4% respectivamente. Talvez as diferengas
encontradas se devam a particularidades dos respectivos habitats, uma vez que
sementes de leguminosas de regides de clima tropical tendem a ser mais oleaginosas
do que as de clima temperado ou mesmo sub-tropical. Algumas vezes as diferengas
na composigdo de acidos graxos dentro do mesmo género e igualmente dentro das
espécies, podem ser atribuidas mais a efeitos ambientais do que a fatores genéticos
(Wolff e Kwolek, 1971), o que reforgaria a hipdtese levantada de que em Brasilia-
DF, uma maior temperatura ¢ uma menor umidade relativa do ar em relagdo a
Itirapina-SP, poderiam ser os fatores determinantes para um maior acamulo de

lipidios como material de reserva nas sementes de D. miscolobium.

2.3. Material protéico

As proteinas sdo estocadas nas sementes em organelas tipicas denominadas

corpos protéicos, que podem ser encontrados em tecidos hapléides, dipldides ou

triploides e sdo envolvidos por uma membrana simples. Em algumas plantas, eles
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exibem inclusdes (globdides ou cristaléides), mas em endospermas de gramineas e
cotilédones de leguminosas isso normalmente ndo ocorre. Sdo formados
principalmente por proteinas e acido fitico, mas também estio presentes enzimas
hidroliticas (proteases e fitases), cations e acido ribonucléico. Outros constituintes,
tais como carboidratos (exceto amido) e lipidios aparecem em pequenas
quantidades. Na literatura, muitos termos sdo usados para designar essas organelas,
tais como, grios de aleurona, proteoplastos e outros, sendo corpos protéicos a
denominagdo preferida, pois este termo seria mais genérico e ndo implicaria na sua
precisa localizag@o ou na origem especifica de seu material de reserva (Pernollet,
1978).

O material protéico foi detectado "in situ", pelo XP, que € um corante acido.
Suas moléculas possuem dois grupos sulfato que se encontram desprotonados a
partir de pH préximo a 1,0. Tem sido usado para a caracterizagdo de cations totais,
presentes nos tecidos (Vidal, 1987). A pH 2,5 os radicais amino das proteinas, em
geral, encontram-se protonados e reagem com o XP através de ligagdes
eletrostaticas, o que possibilita sua visualizagdo (Cortelazzo e Vidal, 1991).

Com o emprego desse método, pdde ser confirmado o padrdo globular das
estruturas presentes nas células e vasos de cotilédones e eixos embrionarios, obtidos
- com hematoxilina-eosina.

A partir dos resultados das coloragdes com XP pode-se afirmar que os
constituintes dos corpos globulares tém natureza protéica, dado que pode ser
confirmado a partir da utilizagdo de enzimas proteoliticas para a digestdo do
material. A esse respeito, a maior eficiéncia da digestdo pela pepsina pode ser devida
a maior gama de ligagSes peptidicas hidrolisadas por esta enzima, que agiria nas
porgdes amina de fenilalanina, triptofano e tirosina, em contraste com a agfo da
tripsina, que quebra as porgbes carboxila da arginina e lisina (Lehninger et al.,
1993). Resultados contrarios foram obtidos em soja por Cortelazzo e Vidal (1991),

mostrando assim que nessas sementes, hd uma maior riqueza dos amino &cidos
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hidrolizados pela tripsina. O aparente desarranjo do padrio globular na regifo
adjacente a vasos, € a presenga de corpos globulares no interior dos mesmos, podem
sugerir que essas estruturas sofrem uma certa desagregagdo e/ou modificagSes
estruturais, que estdo possivelmente relacionadas com o seu transporte do cotilédone
para o interior dos eixos embrionarios, o que esta de acordo com o que foi observado
para Glycine max durante a germinag@o (Cortelazzo e Vidal,, 1991).

Sabe-se que proteinas neutras ou bésicas praticamente ndo se coram pelo AT
a pH 4,0. Portanto, a ortocromasia apresentada pelos corpos protéicos quando do uso
deste corante a pH 4,0 revela a natureza acida desse material, possivelmente devido
a presenca de acido glutdmico e acido aspértico, como constituintes da molécula, o
que permite a ligagdo do corante de forma espagada, resultando a cor esverdeada
detectada (Vidal, 1977). Em cotilédones de soja durante a germinagdo, o ponto
isoelétrico aparente das proteinas presentes nos corpos protéicos, foi igual a 4,2
(Cortelazzo e Vidal, 1989), reforgando assim essa hipétese.

O eixo embrionario contém todos os componentes necessarios para a sintese
protéica, incluindo um nivel extremammnente alto de ribossomos. Porém, a auséncia de
polirribossomos em extratos de material seco, indica que a sintese ndo ocorre de
maneira consideravel até a embebigdo do eixo. Dois processos sdo importantes para
o rapido aumento no contetido de proteinas: a ligagdo dos ribossomos com 0 RNAm
e a formagdo de grandes quantidades de ATP. A anilise da sintese de RNA em
embrides de trigo, soja e rabanete em germinagdo, demonstrou que a sintese teria
inicio entre a primeira e a quinta hora de embebigdo, e que o0 processo se aceleraria
consideravelmente nos estagios finais da segunda fase da germinagdo (Mayer e
Poljakoff-Mayber, 1989).

No caso do material de Brasilia-DF, ndo foi possivel para o periodo de
embebigdo analisado, detectar visualrmente modificagdes quantitativas que permitam
conclusdes mais definitivas sobre o transporte e mobilizagdo de proteinas de reserva

nos orgdos observados. Entretanto, foi possivel nas células de eixos embrionarios, a
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visualizag#@o de nucleos e nucléolos bem corados indicando uma alta sintese de RNA
ribossomal, com consequente acimulo de &cidos nucléicos (RNA) no citoplasma e
sintese protéica. Esses fatos apontaram para a necessidade de um estudo mais
detalhado, incluindo a utilizagdo de tempos maiores de embebigdo das sementes e de
métodos de quantificagdo das substidncias ou estruturas detectadas.

As alteragdes sofridas pelo material protéico das sementes provenientes de
Itirapina-SP e corado pelo AT e XP indicam que no periodo analisado, durante o
decorrer dos estadios, houve metabolizagdo dessa reserva no cotilédone, uma vez
que se observaram alteragdes no padrdo morfolégico dos corpos protéicos, que, com
o avango dos estadios, assumiram um padrio mais regular e esférico, sugerindo uma
fusdo dos mesmos. A utilizagdo desses métodos possibilitou também a verificagdo de
diferengas no contetido protéico entre células presentes na regido central do
cotilédone e aquelas localizadas mais préximas ao tegumento das sementes. As
primeiras apresentaram-se com um aspecto globular, o que poderia indicar que a
- mobilizagdo se inicia nessa regido do cotilédone, que apresenta corpos protéicos ja
agrupados em glébulos maiores € em menor nimero (Pernollet, 1982). Esse fato
pbde entdo ser confirmado durante o acompanhamento "in situ" do material protéico
no decorrer dos estadios, uma vez que as diminuigdes em seu contetdo sdo
primeiramente notadas nas regides centrais dos cotilédones.

Nos eixos embrionarios, os dois métodos revelaram um alto conteudo
protéico, ocupando todo o espago celular em EO. Isso indica a estocagem de material
protéico também no eixo embrionario, que com a germinag#o seria transportado para
as partes da plantula em crescimento, levando a uma menor quantidade de material
corado nas radiculas ap6s a germinagdo. Além disso, as observagdes demonstraram
que houve fusdo dos corpos protéicos durante a metabolizagfo, pois os mesmos se
tornam maiores € com formato mais definido, diminuindo em numero. Essa
diminui¢do continuou com o avangar dos estidios e foi mais rapida nos eixos

embrionarios, quando comparada aquela verificada nos cotilédones, sugerindo que
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as atividades metabdlicas se iniciam primeiro nesta estrutura. Dessa forma, as
células de eixos embrionirios de um determinado estadio, indicavam o padrio
- morfoldgico do estadio seguinte para as células cotiledonares.

A degradagio e fusdo dos corpos protéicos ja foi observada em sementes de
Phaseolus vulgaris e Senna reticulata submetidas ao envelhecimento acelerado com
altas temperaturas e umidade relativa (Begnami, 1991).

Na verdade, as detecgdes "in situ" dos corpos protéicos, sdo instantaneos de
momentos fisiologicos do processo continuo de germinagdio e crescimento.
Inicialmente, um alto teor protéico se encontra estocado nas células distantes do
sistema vascular. Nas células adjacentes a vasos, o teor protéico ¢ semelhante ao das
células do sistema vascular que por sua vez ¢ semelhante ao contetido existente no
embrifio, como se essas células, tivessem, durante a maturagdo da semente, atingido
um grau méximo de estocagem de proteinas. Com o inicio do processo de
germinagdo, a ativagdo e hidratagdo do material enzimatico (fase 1 da respiragéo) faz
com que, gradativamente o conteido de proteinas se altere (Bewley e Black, 1985;
Cortelazzo e Vidal, 1991).

As dosagens de materiais protéicos mostraram haver, nos cotilédones, um
contetdo inicial (CO) ao redor de 16% que aumenta em C1 para 25%, mantendo-se
contudo sem altera¢es nos estaddios subsequentes. Assim, as alteragdes ‘detectadas
no tecido se devem, provavelmente, apenas ao rearranjo e maior solubilizagdo do
material protéico para a mobilizagdo, precedida ou ndo de hidrélise. No eixo, a
mobilizagdo ocorreu primeiro, 0 que estaria de acordo com a possibilidade do
embrifo agir como sua propria fonte de consumo, com relativa independéncia do
cotilédone ou o6rgdo de reserva (Oaks, 1965; Yomo e Varner, 1973). Segundo
Sassaki e Felippe (1992), as plantulas de D. miscolobium permanecem com o0s
cotilédones por pelo menos dois meses e meio, sugerindo uma grande dependéncia
das plantulas em relag@o a estes orgdos, durante o desenvolvimento inicial. Porém,

os cotilédones ndo parecem ser vitais para as plantulas apds quatro dias de
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embebi¢gfo, ji que elas sobrevivem, apesar de quase ndo acumularem matéria,
quando os cotilédones sdo removidos nesta idade.

As globulinas e albuminas, bem como um pequeno grupo caracteristico de
proteinas denominado lectinas, sdo as principais proteinas em leguminosas. As
globulinas sdo as proteinas mais abundantes e¢ sdo subdivididas em leguminas ¢
vicilinas. Leguminas apresentam em geral Mr entre 300 e 400 kg/mol. Sdo formadas
normalmente por seis sub-unidades acidas (entre 27 e 37 kg/mol) e seis basicas
(entre 20 e 24 kg/mol). Possuem menos de 1% de aglcares, na sua maioria neutros.
Sdo ricas em acido aspartico-asparagina, acido glutdmico-glutamina e arginina.
Vicilinas s3o mais semellhantes entre as diversas espécies € contém
proporcionalmente mais carboidratos que as leguminas. Suas sub-unidades
apresentam em geral Mr entre 20 e 35 Kg/mol (Derbyshire et al., 1976). Durante a
embebi¢do da semente, os RNAm residuais das proteinas de reserva sdo degradados.
Um novo conjunto de RNAm € necessario para a germinagdo, incluindo os RNAm
das enzimas proteoliticas que v@o atuar nesse processo. As principais enzimas
envolvidas na hidrolise das proteinas de reserva sdo as exopeptidases e
endopeptidases. Pela agdo das endopeptidases, sdo expostas seqii€ncias carboxi-
terminais nas quais agem as exopeptidases quebrando os amino acidos terminais das
cadeias polipeptidicas (Bewley & Greenwood, 1990). Na germinagdo, o crescimento
do embrido depende do suprimento de amino acidos para a sua sintese protéica,
sendo que as proteinas de reserva sdo as principais fontes de amino acidos.

Niao foi possivel utilizar neste trabalho a analise do material protéico, por
métodos convencionais para vegetais. As amostras ndo puderam ser analisadas em
SDS-PAGE pois estavam dissolvidas em NaOH 0,1 M o que interferiu no padréo
eletroforético das proteinas da amostra. Desse modo optou-se pela utilizagdo do
proprio tampéo que solubiliza as amostras para a eletroforese. Neste tampédo, como

descrito em materiais ¢ métodos, foi possivel obter melhor resultado apés incubagéo
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e fervura. A andlic em SDS-PAGE mostrou que muitas proteinas se solubilizaram no
mesmo.

Os resultados obtidos em SDS-PAGE revelaram que na semente quiescente
de D. miscolobium ocorrre o aparecimento de um padrio de proteinas semelhantes
na presenga ou auséncia do 2-Me como composto redutor. Em sementes de outras
leguminosas como Lab lab e Mucuna, proteinas com 68 e 60 Kg/mol estdo presentes
(Seno et al., 1995). Assim, nas amostras analisadas neste trabalho ficou demonstrado
que estas proteinas estdo presentes, e parecem ser caracteristicas para leguminosas.
Essas proteinas permaneceram nos estadios de germinagio estudados (C1 a C4). Um
padrido semelhante de proteinas foi encontrado em P. vulgaris, espécie da mesma
sub-familia que D. miscolobium (Begnami, 1991; Martin, 1994). No entanto, o0 Mr
foi diferente, sendo que nessa espécie varia de 50 a 45 Kg/mol. Uma proteina com
24,5 Kg/mol, presente com e sem mercaptoetanol em D. miscolobium, ndo parece
corresponder a uma das subunidades da legumina onde s6 apareceu na presenga do
agente redutor. No entanto, duas outras proteinas com 38 e 28,5 Kg/mol podem
representar subunidades acidas de leguminas que estdo presentes apenas na presenga
do redutor. Por outro lado, nas amostras sem redutor, muito material protéico
permaneceu sem entrar no gel confirmando a presenga das proteinas com Mr acima
de 200 Kg/mol.

Outra classe de globulinas presentes em leguminosas sdo as vicilinas. No
entanto, nas amostras deste trabalho ndo pdde ser identificada nenhuma subunidade
desta proteina na presenca de 2-Me. A presenga de uma proteina com 57 Kg/mol na
auséncia do redutor € em estadio avangado da germinagfo (C4) poderia sugerir uma
proteina com pontes S-S € o aparecimento de novas proteinas para o crescimento e
desenvolvimento da plantula. Os dados apresentados mostram o padrio de algumas
proteinas presentes nos estadios iniciais do desenvolvimento de D. miscolobium.

Entretanto, uma purificagio e uma caracterizagdo destas proteinas deverdo ser
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realizadas, a fim de que seja estabelecido um padrdo mais completo do contetido

protéico para essa espécie.

2.4, Carboidratos

As principais reservas de carboidratos sdo o amido, oligo e polissacarideos
das pareredes celulares e agicares soltiveis. Amido € a principal forma de reserva de
polissacarideos presente em cereais como trigo ou milho. O amido ap6s sua
hidrélise, atua como fonte de glicose, em sementes durante a germinagdo. As
sementes geralmente contém amilose e amilopectina organizadas em grios de amido,
sendo que a agdo da a-amilase se inicia pela amilopectina resultando no final da
hidrélise em uma mistura de dextrinas-limite, maltose e glicose. Em leguminosas
como a ervilha, a hidrélise do amido envolve um aumento no conteido de suas
enzimas hidroliticas, que ja pode ser detectado no 22 dia de embebigdo da semente.
Em sementes de feijdo durante a germinagdo, a atividade hidrolitica se torna alta nos
cotilédones e decai no eixo embrionario (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989).

Sementes endospérmicas de leguminosas, nio apresentam o amido como
principal reserva polissacaridica. Nelas, os galactomananos e xiloglicanos sdo os
polissacarideos de reserva mais importantes, encontrados no endosperma e nos
cotilédones respectivamente, como componentes da parede celular. Em sementes de
Trigonella foenum-grecum, a mobilizagdo de galactomananos e da maior parte das
reservas insolaveis do endosperma ¢ um fenémeno estritamente poés-germinativo. A
hidrélise dos galactomananos, pelas enzimas hidroliticas (a-galactosidase e -
mananase, por exemplo) resulta em galactose e manose, que sdo translocadas para o
embrifo e aparentemente, uma parte destes monossacarideos seria temporariamente

transformada em amido ou sacarose (Meier ¢ Reid, 1982; Bewley et al., 1993).
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Muitas das enzimas envolvidas na hidrélise e interconversdo dos carboidratos
tornam-se ativas durante a germinag@o. A maior parte delas € sintetizada de novo, e
as outras por ativagdo ou liberagio (Mayer ¢ Poljakoff-Mayber, 1989).

Através do método do PAS, além da parede celular, pode-se também
evidenciar a presenga de grios de amido e outros polissacarideos neutros, uma vez
que o acido periédico oxida hidroxilas de carbonos vicinais, rompendo a ligagdo
entre os mesmos, e produzindo dois radicais carbonila no local (Pearse, 1961). Esses
radicais, se ligardo ao reativo de Schiff através de ligagdes covalentes (Mello e
Vidal, 1978). Como controle desse método, o material ¢ tratado pelo reativo de
Schiff sem oxidag@o prévia pelo acido periddico, demonstrando assim, que a agéo
desse acido € a responsavel pela formagfo dos radicais carbonila que se ligam ao
reativo de Schiff.

Os resultados citoquimicos e bioquimicos do presente trabalho demonstraram
uma pequena quantidade de amido na espécie estudada. Além disso, o método do
PAS evidenciou a presenca dessa reserva na semente quiescente, principalmente nos
eixos embrionarios.

Outro fator que comprovou a composi¢do quimica dos granulos PAS-
positivos foi a sua anélise em microscopia de polarizagdo. Sabe-se que esse material
de reserva € estocado de forma que as diversas moléculas de amilose e amilopectina
se disponham circularmente a partir de um centro de nucleagéo. Essa disposi¢do faz
com que €sses gfﬁnulos sejam birrefringentes e apresentem um aspecto caracteristico
em cruz de malta, sempre observado nesse tipo de reserva (Cortelazzo, 1992).

Os resultados das determinagdes de carboidratos soliveis em etanol, em
sementes quiescentes de D. miscolobium procedentes de Brasilia-DF, revelaram um
contetido ao redor de 10% da massa fresca ou seca, tanto para eixos embrionarios
quanto para cotilédones, sendo que desse total, cerca de 72% eram de agticares
redutores. Isso pode ser também verificado nas sementes de Itirapina-SP, onde o

conteido de agicares soliveis em metanol-dgua, nos cotilédones de sementes
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quiescentes, foi de 7,6%. Esses resultados corroboram aqueles obtidos por
Buckeridge e Dietrich (1990), para a mesma espécie, que apresentou niveis de
agucares soliveis menores do que 10%. A diminui¢do do contetido de amido nos
eixos embrionarios poderia estar relacionada a sua degradago para a produgdo de
glicose como fonte de energia para as diversas reagdes metabolicas em curso durante
o desenvolvimento do eixo hipocétilo-radicular e também como fonte de glicose
para a biossintese de celulose. Esses eventos seriam também supridos pela
degradagdo dos lipidios presentes em quantidade nessas estruturas nas sementes
quiescentes e que, durante o processo de germinagdo e desenvolvimento inicial da
plantula, seriam oxidados.

As determinagdes do contetdo de amido nos cotilédones, mostrou que de.
fato, em estadios mais avangados de crescimento, houve um aumento significativo
dessa reserva, que de 2% na semente quiescente chegou aos 5% da massa seca nesse
orgdo em C4. Do mesmo modo, o0 método do PAS e a microscopia de polarizagio
revelaram, estranhamente, um aumento na quantidade dessa reserva nos cotilédones.
Isso poderia ser explicado pela ocorréncia de alguma atividade fotossintética , uma
vez que os cotilédones se encontravam verdes em C3-4. Segundo Sassaki e Felippe
(1992), os cotilédones de D. miscolobium, parecem ser importantes orgdos de
reserva com alto conteildo de amido e alguma taxa fotossintética, pelo menos até os
vinte dias de idade, quando entdo comega a maior expansdo foliar. Outra
possibilidade seria a degradagdo do material lipidico que pode ser metabolizado a
carboidratos, numa série de reagdes que envolvem a B-oxidagdo e o ciclo do
glioxilato, que produzem succinato nos glioxissomos. Isso possibilita um posterior
acumulo de malato, ativando a neoglicogénese (Berkallof et al., 1981; Alberts et al.,
1994). A diminuigdo no conteido de lipidios durante o periodo, reforgaria essa

hipétese.
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CONCLUSOES

01. Sementes de D. miscolobium provenientes de Brasilia-DF germinam mais rapido
do que as sementes procedentes de Itirapina-SP, apesar de apresentarem o

mesmo periodo de embebigio.

02. As analises citoquimicas revelaram que nfo existe uma relagdo nitida entre o
periodo de embebigdo e o padrdo morfologico das reservas presentes nas
sementes, justificando assim a escolha de estidios de crescimento do eixo

hipocétilo-radicular como padrdo de analise.

03. Com o decorrer dos sucessivos estadios, ha um aumento na disponibilidade de
radicais anidnicos das paredes das células dos cotilédones e eixos
embrionarios, o que demonstra a ocorréncia de alteragdes na polarizabilidade

da parede celular, com consequente aumento na metacromasia.

04. D. miscolobium, ¢ uma leguminosa com semente oleaginosa, com
proporcionalmente maior contetiddo dessa reserva nos eixos embrionarios. Isso
sugere, que as reservas lipidicas do eixo podem desempenhar um papel
importante no inicio da germinag@o de sementes dessa espécie. A redugdo
gradativa dos lipidios de reserva nos estadios mais avangados, demonstra a sua

mobilizagdo, durante o periodo estudado, principalmente no eixo embrionario.

05. A composigdo de acidos graxos, das sementes dessa espécie apresentam maiores

teores dos acidos palmitico, oléico e linoléico, nio sendo detectada a



118

ocorréncia de acido linolénico, que € uma caracteristica comum nos lipidios de

reserva.

06. As sementes de D. miscolobium apresentam, além de lipidios, uma grande
quantidade de proteinas, detectadas pelo xylidine ponceau. Isso foi confirmado
a partir da digestio do material por enzimas hidroliticas. A maior eficiéncia da
digestdo foi pela pepsina o que corrobora a natureza acida do material

demonstrada pelo azul de toluidina.

07. Com o decorrer da germinagdo verifica-se a fusdo dos corpos protéicos, que ¢
mais rapida nos eixos, 0 que sugere que as atividades metabélicas se iniciam
primeiro nesta estrutura. Dessa forma, as células de eixos embrionarios de um
determinado estadio indicam o padrdo morfoldgico do estadio seguinte para as

células cotiledonares.

08. A analise em SDS-PAGE mostra que muitas proteinas presentes nessa espécie se
solubilizam no tampdo de aplicagdo das amostras para a eletroforese. Com

destaque para a proteina com massa molecular relativa de 63Kg/mol.

09. As sementes de D. miscolobium, apresentam baixo conteudo de carboidratos
solaveis e de amido. A diminuig@o aparente dos grios de amido presentes no
eixo embrionario sugere sua utilizagdo como fonte de energia para o
desenvolvimento deste 6rgdo e também como fonte de glicose para a

biossintese de celulose.

10. O aumento do conteido e do nimero de grios de amido nos cotilédones, no

decorrer dos estadios, pode ser explicado tanto pela ocorréncia de alguma
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atividade fotossintética, quanto pela degradagdo do material lipidico nos

glioxissomos com posterior ocorréncia da neoglicogénese.
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RESUMO

O presente trabalho, foi realizado com sementes de D. miscolobium, uma
espécie arbérea dos cerrados, de importincia econdmica como madeira e conhecida
como cabiuna do cerrado. Como objetivos principais teve: verificar aspectos
fisiologicos da germinagdo das sementes dessa espécie, determinar o padrio de
crescimento para o eixo embrionario , detectar as alteragdes nos conteidos das
principais reservas da semente € sua mobilizagdo e estabelecer parimetros que
permitissem analisar o padrio de desenvolvimento e crescimento da plantula, na
fase inicial da germinagdo. Para atingir esses objetivos foram feitas determinagdes
de massa fresca e massa seca de eixos e cotilédones, caracterizagdes e detecgdes
citoquimicas e quantificagdes bioquimicas.

Os resultados demonstraram o alto poder germinativo das sementes dessa
espécie independentemente da procedéncia, tamanho ou cor de suas sementes.
Entretanto, apesar da padronizagdo das sementes, verificou-se uma variagdo
consideravel na velocidade de germinagdo e crescimento, que pode ser ilustrada
pelas determinagdes de massa, indicando a grande variabilidade que se pode
encontrar em estudos com espécies selvagens. Por isso, procurou-se caracterizar
citoquimicamente um padrdo morfoldgico de crescimento e desenvolvimento que
permitisse uma visualizagdo mais clara destes processos. Foi possivel observar
diferengas no padrido morfologico dos compostos de reserva, ja a partir de 48 horas
de embebigdo, seguindo-se um periodo variavel de tempo sem modificagdes muito
evidentes, até a protrusdo da radicula. Selecionaram-se assim, 7 estidios de
crescimento com base no comprimento do eixo hipocétilo-radicular. Nesse material

ndo foram verificadas diferengas citoquimicas marcantes até 20 mm de
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comprimento, o mesmo ocorrendo no intervalo de 20 ¢ 50 mm. Dessa forma, dos 7
estadios inicialmente estabelecidos foram selecionados S5, a saber: sementes
quiescentes (EO); sementes com 48 horas de embebigdo (E1); protrusdo da radicula
(E2); eixo hipocoétilo-radicular até¢ 20 mm (E3) € 50 mm (E4).

Nos diferentes métodos de coloragdo utilizados no estudo citoquimico, pode-
se observar em EO, a uniformidade do contetido citoplasmatico, com um aspecto
globular e agregado. A partir de 48 horas de embebigdo (E1) ja pode ser observada
uma separagdo dos globulos citoplasmaticos principalmente nas células da regido
central dos cotilédones. Essa desagregacdo se acentuou nos estadios E2 e E3 € no
estadio E4 esses globulos se apresentaram maiores, em menor quantidade, com um
formato circular bem definido. A diferenga dos cotilédones esse processo nos eixos
embrionarios foi mais rapido. A natureza protéica do material no interior desses
corpos foi demonstrada por métodos especificos, evidenciando-se a natureza
hidrofébica de seu envoltorio. As paredes celulares em geral mostraram aumento da
disponilidade de radicais anidénicos no decorrer dos estadios.

Juntamente com as determinagdes citoquimicas pdde-se constatar
bioquimicamente a presenga de um grande quantidade de reserva lipidica nos
cotilédones e principalmente nos eixos em EO, havendo redugdo deste contetido
em estadios mais avangados. A composi¢do dos acidos graxos revelou a presenga
significativa dos &cidos linoléico, linolénico, estearicotoléico e palmitico. Nos
cotilédones a determinagdo do conteido protéico mostrou teores em torno de 15%
de sua massa fresca e seca. As sementes dessa espécie podem entdo ser classificadas
como oleaginosas, com um conteudo proteico razoavel e pouca quantidade de

carboidratos soluveis e amido.
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