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RESUMO - Quantificou-se a mobilizacdo de reservas no eixo embrionério, nos cotilédones e no tegumento de
sementes de Apuleia leiocarpa (garapa), durante a germinagdo. Os resultados mostram que houve aumento
significativo das reservas de amido, &cido esteérico e proteina nos cotilédones durante o processo de embebic&o.
Por outro lado, no embrido houve aumento significativo somente nos teores de manose, enquanto as reservas dos
acidos graxos miristico, palmitico, esteérico, oléico e linoléico decresceram significativamente. Os teores de
manose e galactose aumentaram significativamente no tegumento. Com excegdo do acido laurico, todos os demais
ndo foram detectados apés 48 horas de embebic&o.
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SEED RESERVE MOBILIZATION OF Apuleia leiocarpa (Vogd) J.F. Macbr. (GARAPA)

DURING IMBIBITION

ABSTRACT - The mobilization of reserves was quantified in the embryonic axis, cotyledons and tegument of
seeds of Apuleia leiocarpa (garapa) during imbibition. The results show that there was a significant increase in
the contents of starch, estearic acid and protein in the cotyledons during the imbibition process. On the other
hand, there was only a significant manose content increase in the embryo while the reserves of fatty acids miristic,
palmitic, estearic, oleic and linoleic decreased significantly. Mannose and gal actose contentsincreased significantly

in the tegument. Except for the lauric acid, all others were not detected after 48 hours of imbibition.
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1.INTRODUCAO

As reservas de carboidratos, lipidios e proteinas
presentes nas sementes s8o utilizadas pel o embri&o como
fonte de energia e substrato para estruturas celulares. A
utilizacdo de amido ou de aglcares solUveis é variavel,
dependendo da espécie, podendo ser durante a germi-
nacdo ou no estadio de plantula. Stone & Gifford (1999)
observaram decréscimo de 80% dos carboidratos arma-
zenados no megagametdfito de sementes de Pinus taeda
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durante agerminagéo e no estadio de plantul as. Por outro
lado, dados de Suda & Giorgini (2000) mostram o acu-
mulo de aclicares solGveis no embrido de Euphorbia
heter ophylla durante a germinacéo.

Traba hando com sementes de Dalbergia miscolobium,
Silva et al. (1998) observaram incremento do acido
palmitico e decréscimo do &cido linol éico, nos embrides
quiescentes e com 20 a 50 mm de radicula, respectiva
mente. Estas observagdes evidenciam aimportanciados
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lipidios de reserva no eixo embriondrio, nos estadios
iniciais da germinacdo. Suda & Giorgini (2000) cons-
tataram reducéo no teor delipidio entre 72 e 96 horas de
embebicdo, em embri&o de Euphorbia heterophylla.

Em sementes de Qualea grandiflora ndo foi
observadareducado no teor de nitrogénio nos cotilédones
durante a germinagdo (Paulilo & Felippe, 1994). Por
outro lado, em sementes de Lupinus albus o grau de
degradacdo protéicafoi maior em extratos de cotilédones
quiescentes do que em cotilédonesinvivo (Duarteet al .,
1996). De outra forma, observou-se répido decréscimo
no teor de proteinanosdois primeiros dias de germinacdo
de sementes de Brassica oleracea (Qouta et al., 1991).
As diferencas nos resultados entre autores se devem,
possivelmente, aos valores obtidos por Suda & Giorgini
(2000), que constataram diferentes padroes de degra-
dacdo de diferentes fragbes de proteina em sementes de
Euphorbia heterophylla. Enquanto a globulina solGivel
em solucdo salina foi degradada continuamente, a da
albumina ocorria somente entre 60 e 84 horas.

Tendo em vista que pouco se conhece arespeito do
processo de mobilizacdo de reservas em sementes de
espécies florestais nativas durante a germinacéo, o
objetivo deste trabalho foi investigar as alteractes de
reservas de carboidrato, lipidio e proteina no eixo
embrionario, nos cotilédones e no tegumento de sementes
de garapa, durante o periodo pré-germinativo.

2.MATERIAL EMETODOS

As sementes de Apuleia leiocarpa (Vogel) JF.
Macbr. (garapa) tiveram sua dorméncia quebrada em
escarificador elétrico, por 2 segundos, e em seguidaforam
colocadas paraembeber sobre duasfolhas de papel-filtro
tipo germitest, em placas de Petri, umedeci das com &gua
destilada, permanecendo em germinador atemperatura
de 25 °C constante, com luz continua, provida por |am-
padas fluorescente de 40 Waitts, tipo luz do dia, por um
periodo de 120 horas. A cada 24 horas as sementesforam
retiradas e dissecadas em embrido, cotilédone e tegu-
mento. As amostras foram secas em estufaa 45 °C, por
24 horas, earmazenadas em vidros hermeticamentefecha-
dos e mantidos no freezer até aextracdo e quantificacdo
dasreservas.

Para realizar as andlises, as amostras de embri&o
foram maceradas em almofariz de porcelana e as de
cotilédones e tegumento foram moidas em moinho
elétrico do tipo Willey.
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Asamostras utilizadas naextragcdo delipidiosforam
colocadas em cartuchos de papel-filtro, pesadas e trans-
feridas paraconjunto Soxhlet por um periodo de 24 horas.
A extragdo foi feitaafrio, com éter de petréleo (Silva,
1990).

A andlise de &cidos graxos foi feita segundo
metodol ogia descrita por Paula (1995). Apds aextracao,
as amostras foram evaporadas até a secura total, sendo
ressuspendidas com hexano einjetadas no cromatografo.

Os cromatogramas de &cidos graxos foram obtidos
em cromatografo a gas Shimadzu CG 14-A, equipado
com detector de ionizacdo de chama (FID), acoplado a
um registrador e integrador C-R6A chromatopac.
Utilizou-se colunacapilar Carbowax 50 m da Shimadzu,
de 0,22 mm dessilicafundida, com espessurado filme de
0,25 um. Ofluxo do gésdearraste (H2) foi de 0,5 kg/cn?.
A temperaturado injetor foi de 220 °C, ado detector de
230 °C e a da coluna de 190 °C isométrica, durante
60 segundos, seguida de elevacdo narazdo de 2°C/min
até atingir atemperatura maximade 220 °C, permane-
cendo por 35 minutos. Foram utilizadas trés repeticdes
na quantificacdo de &cidos graxos.

A extragdo dos agUcares redutores foi feita em
banho-maria (Buckeridge & Dietrich, 1990). Ap6s cada
extracdo amisturafoi centrifugada, retirando-se o sobre-
nadante, que foi usado na quantificacdo de agUcares
solGveistotais pelo método colorimétrico (Duboiset al.,
1956), enquanto os aglicares redutores o foram por croma-
tografiagasosa.

Apbs a extragdo dos aglicares solUveis a amostra
foi secaem estufaa 45 °C, por 48 horas, e submetida a
digestao com &cido percl orico paraquantificacdo colori-
métricade amido (Passos, 1989).

A extragdo de galactomanano foi feita conforme
Buckeridge & Dietrich (1990), que consistiu em adicionar
agua destilada na amostra do tegumento e em manté-la
em banho-mariaa 75 °C por um periodo de 8 horas. Apés
a extracdo, a amostra foi filtrada com trés volumes de
etanol comercial, permanecendo em repouso no freezer.
A quantificacdo do galactomanano consistiu em digeri-
lo em é&cido trifluoracético, e os monossacarideos libera-
dosforam quantificados por cromatografiagasosa

Os acUcares redutores extraidos diretamente das
sementes ou obtidos pela digestdo do galactomanano
foram transformados em alditol acetato, para quantifi-
cacdo em cromatografia gasosa (Englyst & Cummings,
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1984). Os cromatogramas foram obtidos com o uso de
coluna Shimadzu de 25 m. A temperatura da colunafoi
de 220 °C, a do injetor de 250 °C e a do detector de
275 °C. Aplicou-seinjegdo de 1,0 Ml para cada corrida
cromatogréfica. Foram utilizadas quatro repeticdes para
o0 agUcar redutor.

A extragdo de proteina sollvel foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Alfenas et al.
(1991). A quantificagdo foi efetuada de acordo com
Bradford (1976).

De posse das concentracdes de lipidios, aglicares e
proteinas presentes no embrido, nos cotilédones e no
tegumento das sementes ao longo da embebicdo, proce-
deu-se ao gjuste das equagdes de regressao, pel o método
stepwise (Draper & Smith, 1981), com o objetivo de
analisar o comportamento das referidas concentragtes
em relagdo ao tempo de germinagdo. Desta forma,
analisando asignificanciados coeficientes das equacdes
selecionadas, a 95% de probabilidade, e os sinais asso-
ciados aos coeficientes das equagtes, pode-se concluir a
respeito das tendéncias de aumento ou diminui¢do das
concentragdes ao longo do tempo ou pela ndo-modi-
ficagdo das concentracdes, caso os coeficientes das
equagdes fossem ndo-significativos.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os teores médios de amido nos embrides das
sementes de garapa (Figura 1a) ndo diferiram estatis-
ticamente durante o periodo de embebi¢do, enquanto nos
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cotilédones (Figura 1b) aumentaram significativamente.

Observa-se que os teores médios de aglicares sol U-
veisdo embrido e dos cotilédones ndo diferiram signifi-
cativamente durante o periodo de embebicdo (Figura2a
e 2b), muito emborahgjatendénciade mobilizagao dessas
reservas durante o periodo de embebicdo. Apesar de ter
havido sementes com protrusdo de radicula, o que
permitiu estabel ecer agerminagdo das sementesde gara-
pa, ndo houve dependéncia de carboidratos como fonte
de energiaou mesmo para criar estruturas fisicas na
fase pré-germinativa.

Resultados semelhantes foram observados em
sementes de Senna macranthera, cuja germinacgdo
ocorreu como conseqiiéncia daexpansao celular (Borges
et a., 2001). Segundo os autores, 0s decréscimos nos
teores de aglcares solUveis nagqueles embribes foram,
aparentemente, usados narespiracdo ou exsudados para
0 meio durante a fase inicial de embebicdo. Aparen-
temente a mobilizagdo dessas reservas ocorre apos a
protrusdo da radicula, como mostrado por Sassaki &
Felippe (1992), com mudas de Dalbergia miscolobium,
em que se observou claro aumento nosteores de aglcares
solGveis tanto naraiz, quanto na parte aérea, durante o
desenvolvimento das mudas. Como ocorreu com semen-
tes de Pinus taeda, os carboidratos sol(iveis no mega-
gametdfito e no eixo embriondrio decresceram durante a
germinacdo, vindo aaumentar durante o crescimento da
muda (Stone & Gifford, 1999). De acordo com osautores,
0 aciimul o de amido ocorreu no megagametdfito proximo
ao tempo de protrusao daradicula.
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Figura 1 — Concentragbes médias de amido em sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicdo, em funcdo do tempo.

a) embrido e b) cotilédone.

Figure 1 — Average contents of starch during imbibition of Apuleia leiocarpa seeds. a) embryo, and b) cotyledon.
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Figura 2 — Concentragdes médias de agucares sollveis em sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicéo. a) embrido e
b) cotilédone.
Figure 2 — Average content of soluble sugar in Apuleia leiocarpa seeds during imbibition. a) embryo, b) cotyledon.
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Figura 3 — Concentrag¢des médias de agUcares redutores em tegumentos de sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicéo.
a) arabinose, b) manose, c) galactose e d) xilose.

Figure 3 - Average content of reducing sugars in Apuleia leiocarpa seed coat during seed imbibition. A) arabinose, b)
mannose, c) galactose, and d) xilose.
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Detalhando as andlises, constata-se que nao houve
variagoes significativas nos teores de arabinose e xilose
no tegumento, engquanto os de manose e gal actose aumen-
taram significativamente (Figura 3). Pel as altas concen-
tracBes iniciais desses dois Ultimos, conclui-se que as
sementes de garapa possuem reservas de gal actomanano,
depositadas em células junto ao tegumento, que foram
transformadas em |ocais de armazenamento, sem ativida-
des metabdlicas, sendo degradadas pelas enzimas hidroli-
ticas durante a embebic¢do. Desta forma, conclui-se que
0 aumento verificado se deve a deposicéo de aglicares
provenientes de outros locais da semente, que foram
carreados pela agua de embebicdo em direcdo ao meio
externo e ficaram retidos no tegumento.

Osteores de manose aumentaram significativamente
no eixo embrionario durante aembebicdo (Figura4b) e,
de maneira semelhante a verificada nas concentracdes
dos aglcares do tegumento, somente foram detetados
apos 72 horas de embebicao.

A glicose, por outro lado, apesar do comportamento
semel hante a0 damanose, ndo teve diferencasignificativa
durante a embebicdo (Figura 4a). Os oligossacarideos
da familia da rafinose sdo citados por Guimarées et al.
(2001) como utilizados como fonte de energiadurante a
germinacdo, o que explicaria os aumentos verificados
nos aglicares redutores nas sementes de garapa. Embora
ndo hgjadiferencas significativas entre teores de aglicares
sollveis (Figura2), percebe-se tendénciade queda, o que

w05 1 .
a ¥ =0,0019x™-0,0319
> 04 2 !
> R“=0,2639
E 031
S 02
3
T 01 4
- .
£ 010 24 48 72 96 120
Tempo (horas
a po ( )

597

explicaria, pelo menos parcialmente, os resultados aqui
obtidos.

Na Figura 5a, pode-se constatar que somente 0s
teores de &cido laurico presentes nos embrides nédo
diferiram estatisticamente durante a pré-germinagao,
sendo detectados em mai ores concentracdes até 48 horas
de embebicdo, com posterior tendéncia de queda. Todos
0s demais &cidos graxos detectados no embri &o apresen-
taram variagdes estatisticas significativas, com consumo
desse tipo de reserva. O &cido oléico (Figura 5¢) foi o
gue apresentou amaior concentracao nos embrides, en-
quanto osécidoslaurico (Figura5a), pamitico (Figura5sc)
elinoléico (Figura5f) apresentaram as menores. O &cido
l&urico foi detectado até 120 horas de embebicédo, en-
guanto os demais desapareceram em 72 horas, o queindi-
caque amobilizago dos écidos no embrido € um evento
pré-germinativo. Por outro lado, percebe-se que osteores
de &cidos graxos nos cotil édones (Figura 6) ndo tiveram
variagBes significativas, com excegdo do &cido estedrico
(Figura 6d), cujo valor aumentou significativamente. E
possivel concluir que as necessidades de substéncias
energéticas e estruturai s fisicas sdo supridas por lipidios
do proprio eixo embrionario, umavez que ndo sao usadas
na sintese de amido (Figura 1) e nem se acumulam no
eixo embrionario como agUcares sollveis (Figura2) ou
redutores (Figura4). Por outro lado, o aclimul o dos &cidos
graxos estedricos permite concluir que hadegradacéo de
lipidio e acimulo de parte de seus produtos, além de
possivel conversdo parcial em amido (Figural).
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Figura 4 — Concentracdes médias de aglcares redutores em embrido de sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicéo.

a) glicose e b) manose.

Figure 4 - Average content of reducing sugars in Apuleia leiocarpa embryos during imbibition. a) glucose, and b) mannose.
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Figura 5 — Concentragdes médias de acidos graxos no embrido de sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebigao.
a) laurico, b) miristico, c) palmitico, d) estearico, e) oléico e f) linoléico.
Figure 5 — Average content of fatty acids in Apuleia leiocarpa embryo during imbibition. a) lauric, b) miristic, c) palmitic, d)

stearic, e) oleic, and f) linoleic.

Em sementesde Pinusedulisautilizacdo dereservas
de lipidios s6 foi detectada no eixo embrionario e no
megagametéfito durante 21 dias, com reducéo de 80%
daquela reserva (Hammer & Murphy, 1994). Por outro
lado, Silva et al. (1998) verificaram que os valores de
lipidios ndo alteraram significativamente no eixo
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embriondrio até a protrusdo da radicula, enquanto nos
cotilédones ocorreu decréscimo significativo quando o
€ixo embrionario possuia20 a50 mm. Os &cidoslinoléi-
Co, estedrico, oléico e palmitico foram também detectados
nos cotilédones em todos os estadios, da mesma forma
gue no presente trabal ho. Trabalhando com sementes de
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Dalbergia nigra osmocondicionadas, Borgeset a. (2000)
observaram reducdo dos &ci dos graxos palmitico, olé co,
linoléico e estearico em relagcdo aquelas sem pré-
tratamento. Qoutaet al. (1991) verificaram mobilizaco
de reservas em sementes de Brassica ol eracea somente
apos dois dias do inicio da embebicao.

Os teores médios de proteinas dos embrides e
cotilédones estdo apresentados na Figura 7a e 7b.
Enquanto no embrido os valores ndo diferiram estatis-
ticamente durante o periodo de embebicéo, houve
significativo acimul o nos cotilédones no mesmo periodo.
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Figura 6 — Concentracdes médias de acidos graxos em cotilédones de sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicgao. a)
laurico, b) miristicos, c) palmitico, d) estearico, e) oléico e f) linoléico.
Figure 6 — Average contents of fatty acids for cotyledons of Apuleia leiocarpa seeds during imbibition. a) lauric , b) miristic,

¢) palmitic , d) stearic, e) oleic, and f) linoleic.
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Figura 7 — Concentragfes médias de proteina em sementes de Apuleia leiocarpa durante a embebicdo. a) embrido e b)

cotilédone.

Figure 7 - Average content of protein in Apuleia leiocarpa seeds during imbibition.

a) embryo, b) cotyledons.

Tais resultados diferem dos observados por Paulilo
& Felippe (1994), que ndo verificaram reducdo no teor
de nitrogénio nos cotilédones de sementes de Qualea
grandiflora, durante as nove semanas deteste. Por outro
lado, resultados obtidos por Suda & Giorgini (2000)
evidenciam atransl ocacao de aminoécidos provenientes
da degradacéo da proteina para o embrigo.

Tendo em vista os resultados obtidos, concluiu-se
que areservade lipidio no embrido é aUnicaaser utili-
zadadurante afase pré-germinativa, enquanto asdemais
permanecem constantes em seus teores. Por outro lado,
0s cotil édones acumulam reservas que seriam usadas na
fase de plantula.
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