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Kramer YV. Caracterizacdo morfoldgica e mobilizacdo de &cidos graxos durante a germinacgao
e pos-germinacdo de Hevea spp. [trabalho de conclusdo de curso]. Manaus: Escola Normal
Superior, Universidade do Estado do Amazonas; 2020.

RESUMO

As especies de Hevea fornecem o latex, cujo propriedades fisico-quimicas nao séo replicaveis
sinteticamente. Grande parte dos estudos relacionados as seringueiras, especialmente
envolvendo H. brasiliensis, estdo voltados para o melhoramento genético em funcdo do
aumento da producdo de latex, e investigacdo das suas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Sdo escassos 0s estudos que envolvam sementes e plantulas deste género, assim
como seu potencial biotecnolégico. Compreender a morfofisiologia de sementes podera ndo
somente elucidar sobre as caracteristicas botanicas, mas também fornecem informacdes que
possam ser aproveitadas para o melhoramento genético das espécies e para a produgdo de
sementes certificadas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a morfologia do
estabelecimento inicial das plantulas e a mobilizacdo de acidos graxos durante a germinacao e
pos-germinacdo de H. brasiliensis, H. guianensis e H. spruceana. Sementes de H. brasiliensis
foram coletadas no Inpa/Campus | e Ill, enquanto as de H. guianensis foram coletadas na
Reserva Florestal Adolfo Ducke e em fragmento florestal de propriedade privada localizada no
Bairro Taruma. Por sua vez, sementes de H. spruceana foram coletadas no Parque Zoobotanico
e Embrapa Rio Branco. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica Vegetal (LFBV/Inpa). A assepsia se deu por lavagem em &gua corrente seguida por
imersdo em hipoclorito de sodio a 1,5% durante cinco minutos e tripla lavagem em agua
destilada. A biometria das sementes quiescentes foi realizada com auxilio de paquimetro digital.
Para a caracterizacdo morfoldgica da germinacao das trés espécies e avaliacdo da mobilizacao
da reserva lipidica, foram escolhidas as fases de semente quiescente (SQ), emisséo da radicula
(ER), raizes (RS) e edfilos (EO). Para extracdo dos 6leos foi utilizado hexano como solvente
na propor¢do de 3 mL para 100 mg de farinha em lavadora ultrassonica, seguida de
centrifugacdo durante cinco minutos em 200 x g a 27 °C. As amostras foram esterificadas
através da adicdo de 2 mL de solucdo de cloreto de acetila e metanol a 2% e mantidas em estufa
durante seis horas a 45 °C. Para anélise dos ésteres, foram realizadas dilui¢cGes 1:100 em hexano
e injetadas em cromatografo a gas acoplado a um detector de massas. A massa média das
sementes foi de 3,14 g para H. brasiliensis, 1,7 g para H. guianensis e 5,2 g para H. spruceana.
O estabelecimento inicial das plantulas de H. brasiliensis, H. guianensis e H. spruceana pode
ser classificado como hipdgeo-criptocotiledonar com cotilédones de absor¢do. O &cido graxo
de maior concentracdo foi o acido linoleico para as trés espécies. H. brasiliensis e H. guianensis
demonstraram padrdo de mobilizacdo semelhante, indicando maior demanda energética na fase
de EO. Néo foi verificada mobilizacédo significativa dos acidos graxos para H. spruceana nas
altimas fases, diferindo das demais espécies. Portanto, conclui-se que apesar da semelhanca
guanto a germinacdo e desenvolvimento da plantula, H, spruceana possui estratégia de
mobilizacio de reservas lipidicas mais discreta que H. brasiliensis e H. guianensis. A parte
disso, a mobilizacéo de lipideos esta relacionada com desenvolvimento final da plantula.

PALAVRAS-CHAVE: seringueira; morfologia do estabelecimento inicial, mobilizacdo de
reservas; reservas lipidicas.



Kramer YV. Morphological characterization and fatty acids mobilization during germination
and post-germination of Hevea spp. [undergraduate thesis]. Manaus: Normal Higher School,
State University of Amazonas; 2020.

ABSTRACT

Hevea species provide latex, whose physicochemical properties are not synthetically replicable.
Most of the studies related to rubber trees, especially involving H. brasiliensis, are focused on
genetic improvement increase latex production and investigation of its physicochemical and
biological properties. There are few studies involving seeds and seedlings of this genus, as well
as its biotechnological potential. Understanding the morphophysiology of seeds can not only
elucidate the botanical characteristics, but also provide information that can be used for the
genetic improvement of the species and for the production of certified seeds. Therefore, the
objective of this work was to investigate the morphology of the initial establishment of
seedlings and the mobilization of fatty acids during germination and post-germination of H.
brasiliensis, H. guianensis and H. spruceana. Seeds of H. brasiliensis were collected at
Inpa/Campus I and 111, while those of H. guianensis were collected at Reserva Florestal Adolfo
Ducke and in a privately owned forest fragment located in Bairro Taruma. In turn, H. spruceana
seeds were collected at the Zoobotanical Park and Embrapa Rio Branco. The experiments were
performed at the Laboratory of Plant Physiology and Biochemistry (LFBV/Inpa). Asepsis was
carried out by washing in running water followed by immersion in 1.5% sodium hypochlorite
for five minutes and triple washing in distilled water. The biometry of the quiescent seeds was
done with the aid of a caliper. For the morphological characterization and evaluation of the
mobilization of the lipid reserve experiments, the phases of quiescent seed (QS), radicle
emission (RE), roots (RS) and eophylls (EO) were chosen. To the oil extraction, hexane was
used as a solvent in the proportion of 3 mL for 100 mg of flour in an ultrasonic washer, followed
by centrifugation for five minutes at 200 x g at 27 °C. The samples were esterified by adding 2
ml of 2% acetyl chloride and methanol solution and kept in an oven for six hours at 45 °C. For
the analysis of the esters, 1:100 dilutions were performed in hexane and injected into a gas
chromatograph coupled to a mass detector. The mean seed weight was 3.14 g for H. brasiliensis,
1.7 g for H. guianensis and 5.2 g for H. spruceana. The initial establishment of H. brasiliensis,
H. guianensis and H. spruceana seedlings can be classified as hypogenous-cryptocotyledonar
with absorption cotyledons. The fatty acid with the highest concentration was linoleic acid for
the three species. H. brasiliensis and H. guianensis showed a similar pattern of mobilization,
indicating greater energy demand in the EO phase. There was no significant mobilization of
fatty acids for H. spruceana in the last stages, differing from the other species. Therefore, it is
concluded that despite the similarity in terms of germination and seedling development, H.
spruceana has a more discreet lipid reserve mobilization strategy than H. brasiliensis and H.
guianensis. Besides that the lipid mobilization is related to final development of the seedling.

KEYWORDS: rubber tree; morphology of the initial establishment, mobilization of reserves;
lipid reserves.
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1. INTRODUCAO

O género Hevea compreende 11 espécies que ocorrem naturalmente na regido
Amazonica (SECCO; BIGIO, 2022). Assim como outros representantes da familia
Euphorbiaceae, as espécies de Hevea sdo latescentes (com excecdo de Hevea pauciflora) e
fornecem a humanidade o latex. Embora seja nativa da regido Amazonica, paises do oriente
como Malasia e Indonésia detém mais de 70% da producdo mundial de borracha natural
(KRICKL; TOURAUD; KUNZ, 2017; NAIR, 2021).

Esse fato esta intrinsecamente relacionado com o primeiro Ciclo da Borracha, na Regido
Norte do Brasil. Ainda que a extracdo do latex na época tenha provido desenvolvimento
econdmico e arquitetbnico da regido, as dificuldades enfrentadas pelos seringueiros além da
presenca do mal-das-folhas corroboraram com a decadéncia da atividade extrativista.
Wickham, ao exportar cerca de 2.800 plantulas sem a presenca aparente do mal-das-folhas para
a Inglaterra, possibilitou o avango da domesticacdo de H. brasiliensis, iniciando o processo de
melhoramento genético (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990; SAMPAIO;
LACERDA 2015).

A obtencdo de clones é realizada principalmente através da enxertia, limitando o uso de
sementes apenas para obtencdo de porta-enxertos. Grande parte dos estudos relacionados a
seringueira estdo voltados para aumento da producéo do latex, sendo limitado o conhecimento
acerca da germinacdo e pos-germinacdo de sementes de Hevea. Essas informacdes sdo ainda
mais escassas para as demais espécies do género que ndo possuem impacto econdmico
internacional relevante (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990). Portanto, além do
pouco controle do mal-das-folhas na regido Amazonica, a falta de sementes melhoradas,
denotam uma barreira na expansdo da producdo de latex no Brasil (GONCALVES;
MONTEIRO, 2007; PRABPREE et al., 2016).

As sementes representam a capacidade de propagacdo sexual de uma espécie e de
fixagdo em uma populagio (EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022). E na germinagio que muitos
aspectos morfofuncionais das plantas adultas séo definidos, sendo eles em resposta a regulacao
do DNA e da mobilizacdo de reservas primarias durante o estabelecimento da plantula
(BEWLEY et al., 2013; EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

Alguns estudos tém caracterizado a composicdo dos 6leos fixos de sementes de H.
brasiliensis na perspectiva de producéo de biodiesel e biolubrificantes. Na sua composi¢édo tem-
se alto teor de acidos graxos insaturados de cadeia longa, sendo eles os acidos oleico (C18:1),
linoleico (C18:2) e, em menor quantidade, o a-linolénico (C18:3) (ROSCHAT et al. 2017).
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Sabe-se ainda que a sintese de jasmonatos esta intimamente relacionada com a oxidagdo dos
acidos linoleico e a-linolénico (BACH; FAURE, 2010; IZQUIERDO et al., 2017; HE; DING,
2020), o que pode indicar correlagdo entre a presenga em grande quantidade desses acidos na
semente e a formacdo e desenvolvimento dos vasos laticiferos durante o estabelecimento inicial
das plantulas.

Portanto, compreender a morfofisiologia de sementes poderd ndo somente elucidar
sobre as caracteristicas botanicas, mas também fornecem informacdes que podem ser
aproveitadas para o melhoramento genético da espécie e para a producdo de sementes
certificadas.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.2 0 GENERO Hevea
2.2.1 Botanica

O género Hevea pertence a familia Euphorbiaceae, que comporta 11 espécies sendo elas
H. benthamiana, H. brasiliensis, H. carmagoana, H. camporum, H. guianensis, H. microphylla,
H. nitida, H. paludosa, H. pauciflora, H. rigidifolia e H. spruceana (SECCO; BIGIO, 2022).
As espécies sdo nativas da Regido Amazonica, ocorrendo entre Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Suriname e Venezuela (NAIR, 2021). Portanto, sdo espécies bem adaptadas
aos solos ligeiramente &cidos da regido e ao clima equatorial imido com pluviosidade anual
superior a 3000 mm (tipo A pela classificacdo de Koppen-Geiger) (JALANI; RAMLI, 2003).

Os habitos podem variar entre arbustivo (H. camporum e H. carmagoana) e arboreo
(demais espécies), assim como a distribuicdo das espécies varia entre areas de terra firme e
varzeas (H. spruceana e H. carmagoana, principalmente). As espécies demonstram possuir
floracao assincrona, cujo tende a ocorrer entre Julho e Outubro, sendo de Dezembro a Maio a
dispersdo das sementes na regido amazonica (ROCHA et al., 2004; LIBERATO, 2010;
ALEIXO, 2014). Excetuando H. pauciflora, as demais espécies possuem registro de producéo
de latex em maior ou menor quantidade e qualidade (GONCALVES; CARDOSO;
ORTOLANI, 1990).

As espécies compartilham alguns caracteres morfologicos tais como folhas compostas
por foliolos trilanceolados, inflorescéncia em paniculas e flores pistiladas com ovério trilocular.
Por sua vez, as inflorescéncias polinizadas geram frutos do tipo tricoca, com deiscéncia

explosiva e sementes ovoides contendo testa que varia de coloracdo entre marrom claro e
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escuro, podendo apresentar ou ndo perfil marmoreado. As sementes também apresentam parte
ventral levemente achatada e presenca de hilo (SCHULTES, 1977; GONCALVES;
CARDOSO; ORTOLANI, 1990; JALANI; RAMLI, 2003; NAIR, 2021). Embora o género seja
facilmente diferenciado de demais grupos, a identificagdo das espécies pode ser dificil a
primeira vista devido a semelhanca morfoldgica. Além disso, devido a falta de barreiras
reprodutivas, € inferida a existéncia de areas de hibridizacdo putativa (SCHULTES, 1977;
GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990; NAIR, 2021).

2.2.2 Contexto historico, econdmico e biotecnoldgico

As espécies de maior produtividade, em especial H. brasiliensis, foram de grande
importancia entre 1879 e 1912, periodo denominado como Primeiro Ciclo da Borracha. A
exploracdo do latex incentivou a migracdo e colaborou socioeconomicamente com
desenvolvimento da Regido Norte do Brasil através da instalacdo de grandes inddstrias como
Ford e Firestone (PONTES, 2014). Entretanto, para geracdo de recursos, a extracdo do latex
demandava grande forca de trabalho para desenvolvimento das atividades rotineiras e
desbravamento da floresta. Além disso, a baixa resiliéncia dos migrantes as doengas da regiao,
em especifico a maléria, configurava outra barreira para a atividade (GONCALVES;
CARDOSO; ORTOLANI, 1990; SAMPAIO; LACERDA, 2015).

Outro fator que contribuiu com o declinio da soberania brasileira na producdo de
borracha natural foi a presenca do mal-das-folhas na regido Amazénica, causado pelo fungo
Pseudocercospora ulei. Esse fitopatdgeno reduz o potencial fotossintético das plantas adultas
(influenciando negativamente na producéo de latex) e impede o desenvolvimento de plantulas
antes do quarto lancamento foliar (GASPAROTTO; PEREIRA 2012; HORA JUNIOR et al.,
2014). A alta dificuldade de controle do patégeno associado aos sintomas e mortalidade
reduziram drasticamente 0 sucesso da implementacdo de plantios puros na regido
(GONGCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990).

Em paralelo a atividade extrativista na Regido Amazonica, Wickham obteve sucesso na
obtencdo de 2.800 plantas livres do mal-das-folhas a partir de 70 mil sementes que foram
contrabandeadas em 1876. As mudas foram enviadas para Inglaterra e distribuidas entre o
Jardim Botanico do Ceildo (Sri Lanka), Jardim Boténico de Singapura (Malésia) e Indonésia.
Isso deu inicio ao processo de domesticacdo, hibridizacdo de H. brasiliensis visando maior

producdo de latex e resisténcia a patdgenos, e melhoria da técnica da sangria. Hoje, essas
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regides detém a maior parte da producdo mundial de borracha natural (GONCALVES;
CARDOSO; ORTOLANI, 1990; JALANI; RAMLI, 2003; NAIR, 2021).

O Brasil voltou aos holofotes durante a Segunda Guerra Mundial como fonte de
borracha natural, uma vez que os paises do Eixo detinham a producdo asiatica, especialmente
da Malésia (PONTES, 2015). A criagdo do Programa de Incentivo a Producdo de Borracha
Natural (PROBOR) resultou na busca por areas consideradas de “escape” da doenga, visando a
expansdo do plantio de seringueira no Brasil. Além disso, estimulou a acdo de instituicdes
nacionais, como Instituto Agronémico do Norte (IAN) e o Instituto Agrondmico (IAC), com
foco na geracdo de clones de alta performance com resisténcia ao mal-das-folhas (COSTA,;
GONCALVES; ARRUDA, 2001; HORA JUNIOR et al., 2014). Nesse contexto, estudos
demonstram certa aptiddo climatica das seringueiras para as Regifes Sul e Sudeste, entretanto,
a producdo de borracha natural no Brasil ainda € limitada (GONCALVES; MONTEIRO, 2007).

O melhoramento genético de Hevea gira em torno do aumento da producdo do latex,
resisténcia a novos patdgenos e reducao da largura de copa, melhorando o uso efetivo do espaco
de plantio (GO et al., 2021). Além disso, modelos preditivos vém sido desenvolvidos visando
a selecédo precoce de progénies (PRIYADARSHAN, 2022).

O sucesso no cultivo in vitro tem sido relatado desde meados de 1970. Nestes estudos
foram utilizadas anteras imaturas (JAYASREE et al., 1999), explantes de raizes (ZHOU et al.,
2010), embrides zigoticos (CARVALHO et al., 2021), meristema apical e seguimentos nodais
(ANTWI-WIREDU et al., 2018). O usos desse explantes demonstram a possibilidade de
rejuvenescimento de matrizes/bancos de germoplasma através da embriogénese somatica
(GHORBANI; MIGNON; WERBROUCK et al., 2018).

Em contrapartida aos avan¢os da micropropagacao, a principal forma de producdo de
clones continua sendo via enxertia, com o uso de sementes (provenientes de polinizacéo aberta)
para a obtengdo de porta-enxertos (PRABPREE et al., 2016). Neste contexto, as sementes de
Hevea brasiliensis (selvagens e clonais) tém sido foco de estudos envolvendo 6leos fixos para
desenvolvimento de biolubrificantes e biocombustivel (SALIMON; ABDULLAH; SALIH,
2012; ONOJI; IYUKE; IGBAFE, 2016; ROSCHAT et al., 2017). H& também estudos que
visam a investigacao da citotoxicidade e atividade antioxidante para a producao de cosmeticos
(CHAIKUL; LOURITH, KANLAYAVATTANAKUL, 2017; LOURITH,;
KANLAYAVATTANAKUL; CHAIKUL, 2021; OLEINIK et al., 2022; RAKNAM,;
PINSUWAN; AMNUAIKIT, 2020), entretanto, poucos estudos concentraram-se no

entendimento metabolico das sementes de Hevea.
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Embora grande parte dos estudos estejam voltados para aumento da producéo de latex,
pouco se sabe acerca da ontogenia dos vasos laticiferos. Nesse contexto, sabe-se da influéncia
acido jasmonico como indutor da diferenciacdo citoplasmatica para formacdo dos vasos
laticiferos. Além disso, esse acido organico atua como ativador do ciclo do metileritritol-fosfato
(MEP) e da via do mevalonato (MEV), relacionados com a sintese de compostos isoprénicos,
terpenos e indutores da sintese de &cido jasmoénico (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE,
2006). Nesse contexto, supfe-se que 0 mecanismo seja associado a defesa do vegetal e possa
estar presente (ainda que de forma rudimentar) desde 0 momento da protusdo da radicula (HAO;
WU, 2000; TAN et al., 2017). Portanto, a germinagdo das sementes de Hevea € um dos pontos-

chave para o desenvolvimento biotecnolégico e melhoramento genético envolvendo o género.

2.3 SEMENTES DE SERINGUEIRA

Quanto a morfologia, as sementes das espécies de Hevea possuem testa e tégmen que
atuam na protecdo do embrido contra choques mecanicos, endosperma como principal tecido
de reserva, cotilédones finos associados a absor¢éo e transferéncia de nutrientes, e 0 embrido
(NAIR, 2021). Em contrapartida, o tamanho das sementes pode variar consideravelmente entre
as espécies: H. guianensis possui a menor semente do género enquanto H. spruceana possui
uma semente grande e alongada, adaptada a hidrocoria (disperséo pela &gua) (GONCALVES;
CARDOSO; ORTOLANI, 1990).

As sementes podem ser diferenciadas pelo tipo de reservas: s@o intituladas amilaceas
quando utilizam como principal fonte energética o amido, enquanto sementes que utilizam
proteinas sdo ditas proteicas, e sementes que utilizam lipideos sdo consideradas oleaginosas
(TAIZ, 2017). O consumo desses recursos estd associado a supressdo das necessidades
fotossintéticas e desenvolvimento da plantula (BEWLEY et al., 2013).

Compreende-se que a dispersdo foi bem sucedida ao ser verificado o alcance de
condi¢Bes minimas adequadas para a germinacao da semente quiescente, entretanto, o inicio da
germinacio depende ainda da presenca ou auséncia de dorméncia (CARRERA-CASTANO et
al., 2020). Esse fator é caracterizado pela existéncia de uma barreira: i) exdgena, podendo ser
fisica (quando ha impedimento da penetracdo da agua ou difusdo do oxigénio), quimica
(presenca de inibidores nos tecidos externos), ou mecanica (devido a rigidez do tegumento,
impedindo o desenvolvimento do embrido e protusdo das estruturas primarias); ii) endégena,

sendo de ordem fisioldgica (presencga de fator inibidor do processo de reparacdo e replicacdo
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do DNA), morfolégica (embrido subdesenvolvido) ou morfofisioldgica; ou ainda iii)
combinada (exdgena e enddgena) (BASKIN; BASKIN, 2014).

A dorméncia € um mecanismo de defesa associado manutencdo da viabilidade do
embrido (CARRERA-CASTANO et al., 2020). Esse mecanismo pode ser superado através de
diferenca de temperatura, regimento de fogo, escarificacao fisica ou quimica (através dos &cidos
gastricos dos animais que deglutiram a semente), hipdxia e/ou lixiviagdo (BASKIN; BASKIN,
2014; EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

Além da presenca ou auséncia da dorméncia, as sementes podem ser classificadas em
ortodoxas, quando possuem tolerancia a dissecacao, ou recalcitrantes, quando ndo resistem a
dissecacdo (BEWLEY et al., 2013; TAIZ, 2017; EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022). E
registrado que H. brasiliensis e H. spruceana germinam em torno de 10 dias (CARVALHO,
2017; LIBERATO, 2010), ndo apresentando dorméncia. Para sementes de H. brasiliensis
afirma-se que niveis de agua inferiores 15-20% inviabilizam o crescimento do embrido, sendo

classificada como recalcitrante (SHUIB et al., 2018).

2.3.1 Perfil bioquimico

Nos tecidos de reserva estdo contidos todos 0s recursos que serdo utilizados até que a
plantula obtenha competéncia fotossintética. As reservas primarias sao compostas por macro e
micronutrientes, carboidratos, proteinas e lipideos, em que suas concentragcdes variam de
acordo com o genotipo, fatores nutricionais e de estresse hidrico da planta-mée (TAIZ, 2017).

Em sementes de H. brasiliensis, é registrado que lipideos podem compor até 60% das
reservas primarias, sendo considerada como uma semente oleaginosa. Dos minerais, é
registrada a presenga de potéssio, nitrogénio, calcio, magnésio, zinco, ferro e manganés
(CARVALHO, 2017; EKA; TAJUL ARIS; WAN NADIAH, 2010; OYEKUNLE; OMODE,
2008). Além disso, estima-se que proteinas totais correspondam a 20,1% das reservas totais,
seguido por 4,4% de amido, 3,1% de agUcares totais e redutores, e 0,02% de aminoacidos livres
(ALENCAR, 2003; MOREIRA, 2009). Para H. spruceana o quantitativo de lipideos se
demonstra inferior, ao qual foi registrado até 20% de contetdo lipidico (LIBERATO, 2010).

Nos 0leos fixos é documentada a predominancia de acidos graxos tais como palmitico
(0,23 a 13,85%), palmitolénico (0,23 a 0,25%), esteérico (5,69 a 16,82%), oleico (12,7 a
64,11%), linoleico (39,6 a 52,84%), a-linolénico (2,38 e 26%), araquiddnico (0,66 e 0,97%) e
erudico (cerca de 5,22%) (ONOJI; IYUKE; IGBAFE, 2016; RAKNAM; PINSUWAN;
AMNUAIKIT, 2020; ROSCHAT et al., 2017). A presenca desses acidos graxos € comum em
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outras espécies com sementes oleaginosas da familia Euphorbiaceae, como Jatropha curcas
(SOOD; CHAUHAN, 2015; YEBOAH et al., 2021).

E registrada ainda a presenca, em menor proporcio, de flavonoides e compostos
fendlicos, &cido fitico, taninos, &cido prussico e glicosideos cianogénicos (KADOW et al.,
2012; OLEINIK et al., 2022; RAVINDRAN; RAVINDRAN, 1988).

2.3.2 Germinagéo

O conceito stricto sensu de germinacdo compreende na ativagdo do metabolismo e
expansdo do eixo embrionario, visando a protusdo da radicula e posterior desenvolvimento da
plantula (BEWLEY et al., 2013, NONOGAKI; CHEN; BRADFORD, 2018). E a partir da
embebicdo da semente quiescente que ha efetivacdo da germinacdo. Em condigdes ideais, esse
processo pode ser dividido em fase de rapida absorcdo, fase lag e fase de finalizacdo da
germinacdo (BEWLEY et al., 2013; TAIZ, 2017; NONOGAKI; CHEN; BRADFORD, 2018;
EL-MAAROUF-BOUTEAU 2022).

Na fase de absorcdo rapida, ha penetracdo da adgua nos tecidos internos da semente
gerando turgor e, por conta da diferenca osmotica a rapida de entrada de agua, ha dano de
embebicdo e inicio da quebra de reservas primarias. A fase lag consiste na condugdo do
equilibrio osmaético entre a semente e o exterior, fazendo com que a entrada de dgua seja mais
lenta até a total hidratacdo da semente. Nessa fase, as reservas solubilizadas sdo utilizadas para
reparo celular, em especial de mitocéndrias e de DNA. Para sementes dormentes, ha sintese de
mRNAs ou proteinas associadas a germinacdo, enquanto para ndo-dormentes, Como no caso
das espécies de Hevea, ha preparo para emergéncia do eixo embrionério. Ja a fase de finalizagao
da germinacgéo consiste na expansao celular pela reducéo do turgor. Tecidos de reserva nesta
fase ndo absorvem mais agua e se preparam com a producdo de novo de enzimas para
mobilizacdo das reservas em funcao da morte programada das células desses tecidos (BEWLEY
et al., 2013; NONOGAKI: CHEN; BRADFORD, 2018; CARRERA-CASTANO et al., 2020;
EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

Na primeira fase da embebicdo, boa parte das mitocondrias, tanto embrionarias quanto
dos tecidos de reserva, estdo em numero reduzido e com o interior ndo-diferenciado. Com a
entrada de dgua ha liberacdo de gases (associado a morte celular e hidrélise de solutos), e
ativacédo de enzimas mitocondriais envolvidas com o ciclo de Krebs e da cadeia de transporte
de elétrons (BEWLEY et al., 2013). No caso de H. brasiliensis, a sindrome do cianeto é

regulada por genes que sdo traduzidos em funcéo do dano de embebicéo, corroborando com a
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degradacdo da linamarina, para formacao de &cido aspartico e asparagina (KADOW et al.,
2012).

Ao chegar na fase lag, com o reparo, desenvolvimento e/ou sintese de novas
mitocondria, ha aumento da respiracdo celular a partir do uso de reservas ja localizadas no
embrido. Ainda que ndo muito bem elucidado o verdadeiro papel na germinagéo, autores fazem
referéncia a presenca de oligossacarideos da série das rafinoses (rafinose, amilose e verbacose),
que podem ser hidrolizados pela enzima a-galactosidase. A quebra desses oligossacarideos
resulta em D-galactose, que é convertida em D-galactose-1-fosfato pela galactoquinase. A D-
galactose-1-fosfato é transformada pela UDP-D-glicose-hexose-1-fosfato uridiltransferase com
a adicdo de UDP-glicose. Esse processo resulta em UDP-galactose (que pode ser novamente
convertida em UDP-glicose pela UDP-galactose epimerase) e em D-glicose-1-fosfato que, por
sua vez sera convertida pela fosfoglicomutase em glicose-6-fosfato. Essa molécula sera
utilizada na gliclise para obten¢&o do piruvato e incorporagdo no ciclo do cido citrico durante
a germinacao stricto sensu (BEWLEY et al., 2013; NONOGAKI; CHEN; BRADFORD, 2018;
NELSON; COX, 2014; EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

Além do inicio do fornecimento efetivo de energia a partir da respiracdo mitocondrial,
a sintese de novo de RNA e proteinas esta presente durante a embebicdo, sendo um dos
principais eixos da efetivacdo da germinacdo. E isso esta associado a expressdo de diversos
genes relacionados a regulacdo hormonal e enzimatica durante a fase lag (BEWLEY et al.,
2013; NONOGAKI; CHEN; BRADFORD, 2018; EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

Alguns desses genes estao associados a sintese de acido giberélico que, por sua vez, esta
associado com a regulacdo de genes de enzimas modificadoras de membranas (expansinas e
xiloglucases endotransglicosilase/hidrolase). Essas enzimas atuam no aumento da
maleabilidade da membrana plasmatica que permite a expansdo celular do embrido. A medida
que o embrido se desenvolve, ha aumento da forca de oposicdo em relacdo a testa associada ao
enfraquecimento do endospema micropilar, facilitando o processo de protusdo da radicula.
Esses fatores em conjuncdo a expressdo de genes associados a protecdo contra patdgenos
resultam na conclusdo da germinacdo e na protusdo da radicula (BEWLEY et al., 2013;
NONOGAKI; CHEN; BRADFORD, 2018; TAIZ, 2017; CARRERA-CASTANO et al., 2020;
EL-MAAROUF-BOUTEAU, 2022).

2.3.3 Mobilizag&o de reservas primarias
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A partir da protusdo da radicula ha inicio do desenvolvimento da plantula, sendo esse
processo intitulado como germinacgédo aparente. Essa fase € marcada pela mobilizacdo intensa
das reservas primarias, que sdo convertidas aos seus mondémeros (ou em unidades transportaveis
pela dgua) com auxilio das enzimas sintetizadas durante a germinacdo (BEWLEY et al., 2013).

O catabolismo do amido pode ser realizado através da via hidrofilica, no qual conta com
a o e f-amilase para a quebra das ligacdes glicosidicas e conversdo da amilose em
maltoligossacarideo, seguindo por hidrdlise para liberacdo de glicose e maltose. Um processo
semelhante é visualizado para amilopectinas, entretanto, a a-amilase ndo é capaz de hidrolisar
algumas ligacdes, resultando em grupos de dextrina. Nesse caso, esse residuo é convertido para
maltoligossacarideo com auxilio de dextrinase limitada. A glicose liberada é utilizada
diretamente para producéo de piruvato e incorporacgdo no ciclo de Krebs. Ja a maltose passa por
um processo extra de quebra pela a-glicosidase para liberacdo de duas moléculas de glicose.
Outra via metabdlica do amido é a fosforolitica, no qual a fosforilagdo do amido libera glicose-
1-fosfato que pode ser transformada em glicose-6-fosfato, e dextrina que € convertida em
maltoligossacarideo (BEWLEY et al., 2013; FANG et al., 2021). Além disso, algumas espécies
possuem acumulo de galactomanano, mobilizado na emissdo da radicula. A molécula tem a
galactose separada do esqueleto de manano atraves da a-galactosidase, e o esqueleto é quebrado
nas ligagdes 2 e 4 pela endo-$-mananase, liberando manobioses (ou trioses) que seréo clivadas
em manose (BEWLEY et al., 2013; NELSON; COX, 2014).

Sabe-se que em plantas superiores o amido comeca a ser degradado a partir da via
fosforolitica e depois pela via hidrolitica com a presenca de o e S-amilases, estando esse fato
associado a atividade de hexoquinases e ativacdo da via da pentose-fosfato. Para H. brasiliensis,
além do metabolismo da glicose, essas enzimas podem ser encontradas no citoplasma dos vasos
laticiferos e estdo relacionadas a producéo de latex (FANG et al., 2021).

Ja o catabolismo de proteinas é realizado por diferentes tipos de proteases que
hidrolisam total ou parcialmente os polipeptideos. Sdo elas: i) as endopeptidases, que sao
capazes de clivar ligagOes internas, reduzindo o tamanho das polipeptidases; ii) as
aminopeptidases, que clivam apenas grupo amina ao final do polipeptideo; e iii) as
carboxipeptidases, que hidrolisam a carboxila ao final do polipeptideo. Tanto as
aminopeptidases quanto as carboxipeptidases sao exopeptidases. As proteinas sdo mobilizadas
intensamente desde a germinagdo, uma vez que seu papel ndo esté relacionado ao fornecimento
de energia, e sim na sintese de novo de proteinas, proteases e na manutencdo do DNA
(BEWLEY et al., 2013; NELSON; COX, 2014). Nesse contexto, Wong e Abubakar (2005)
observaram a reducdo das enzimas p-glucosidase, MutT/Nudix (fosfohidrolases) e amido
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sintases, consumo total lectina &cida e giberelina 20-oxidase, e manutenc¢do da rubisco, tirosina
carboxilase e da ACC sintase durante a p6s-germinagao.

Os lipideos estocados no tecido de reserva sofrem lipolise e sdo liberados dos
oleossomas em sua forma monomeérica. Os triacilglicerideos (TAG) sdo convertidos em
diacilglicerideos (DAG) e, posteriormente, em monoacilglicerideos (MAG) pelas enzimas
triacilglicerideo e diacilglicerideo lipase, respectivamente. A Gltima etapa (clivagem do MAG)
gera também uma molécula de glicerol que é transportada ao citosol onde sera transformada,
com gasto energético, em a-glicerol fosfato. Por sua vez, essa molécula sera transportada a
mitocondria e convertida em dihidroxicetona fosfato (BEWLEY et al., 2013; NELSON; COX,
2014).

Os acidos graxos sao transportados ao glioxissomo (peroxissomo) e sofrem S-oxidacéo,
onde sdo esterificados pela coenzima A e transformados em acetil-CoA. Acidos graxos
saturados com numero impar de carbonos geram, além das duas moléculas de acetil-CoA, uma
molécula de propionil-CoA que sera transformada em acetil-CoA posteriormente. A
degradacéo de acidos graxos insaturados segue a mesma via metabdlica, mas ha necessidade da
isomerizacdo da molécula para que tenha uma ligacdo na posi¢do trans, permitindo a f-
oxidagdo. O peroxido de hidrogénio (H202) € um produto indesejado da p-oxidagdo por ser
citotoxico. Por esse motivo, a reacdo ocorre no glioxissomo, organela que contém peroxidases
(catalase) que decompdem a molécula em agua e um atomo de oxigénio. A acetil-CoA ¢é
incorporada em duas rotas metabolicas: na via do glioxalato e no ciclo do &cido citrico
(BEWLEY et al., 2013; NELSON; COX, 2014).

2.2.4 Eventos pds-germinativos

A mobilizacdo de reservas primarias resulta no desenvolvimento dos Orgdos das
plantulas, permitindo a visualizacdo de diferentes padrdes de desenvolvimento em resposta as
adaptacdes evolutivas das espécies. Garwood (1996) classificou o estabelecimento da plantula
em funcdo de tratos morfofisioldgicos, sendo eles: i) alongamento do hipocétilo, no qual é dito
estabelecimento epigeo quando ha alongamento deste eixo, e hipdgeo quando ha alongamento
do eixo do epicdtilo; ii) visualizacdo dos cotilédones, no qual, quando visiveis, é dito
estabelecimento  fanerocotiledonar, e caso permanecam na semente, intitula-se
criptocotiledonar; e iii) ao tipo do cotilédone, que podem ser foliaceos ou de absor¢do/reserva.

As diferentes estratégias de estabelecimento estdo associadas a diferentes adaptacGes

evolutivas das espécies. Ibarra-Manriquez, Ramos e Oyama (2001) comentam que espécies
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com estabelecimento epigeo tendem a possuir cotilédones foliaceos, indicando a necessidade
de rapido desenvolvimento e grande adaptabilidade a ambientes com alta incidéncia luminosa.
Em contrapartida, para espécies com estabelecimento hipdgeo, tém-se predominancia de
cotilédones de absorgédo ou de reserva, indicando tolerancia & ambientes de sombra.

No contexto de grupos ecoldgicos de sucessdo, espécies pioneiras tendem a ser mais
representadas pelo estabelecimento epigeo-fanerocotiledonar com cotilédones foliaceos,
visando desenvolvimento rapido e competéncia fotossintética. Em contrapartida, espécies
climax tendem a ter um estabelecimento hipdgeo-criptocotiledonar com cotilédones de
absorcdo, visando manutencdo a longo prazo das necessidades energéticas da plantula
(FERRAZ et al., 2004; IBARRA-MANRIQUEZ; RAMOS; OYAMA, 2001).

A parte das estratégias desenvolvidas para o estabelecimento da plantula, a germinacéo
aparente é finalizada com o consumo total das reservas primarias, resultando no descarte da
estrutura remanescente da semente (tecidos mortos) e no estabelecimento de uma pléantula com

folhas expandidas e competéncia fotossintética.

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Investigar a morfologia do estabelecimento inicial das plantulas, bem como a
mobilizacdo de acidos graxos durante a germinacdo e pos-germinacao de H. brasiliensis, H.

guianensis e H. spruceana.

3.2 ESPECIFICOS

» Caracterizar o padrdo morfologico do estabelecimento inicial das espécies de Hevea.
> ldentificar o perfil de &cidos graxos dos 6leos fixos das sementes de Hevea spp.
> Avaliar a mobilizacdo das reservas lipidicas das sementes de Hevea spp. durante a

germinacao e pds-germinacao.

4. MATERIAL E METODOS
41 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado entre dezembro de 2020 e margo de 2021, totalizando

trés lotes de 300 sementes para cada espécie. Sementes de H. brasiliensis foram coletadas no
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Inpa/Campus | e 111, enquanto as de H. guianensis foram coletadas na Reserva Florestal Adolfo
Ducke e em fragmento florestal de propriedade privada localizada no Bairro Taruma, e
sementes de H. spruceana foram coletadas no Parque Zoobotanico e Embrapa Rio Branco
(Figura 1).

Figura 1 — Mapas das areas de coleta de H. brasiliensis, H. guianensis e H. spruceana.
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O material vegetal foi armazenado em sacos pretos de polietileno e encaminhado ao

Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal (LFBV). A assepsia se deu por lavagem das
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sementes em agua corrente, seguida por imersdao em hipoclorito de sddio (NaClO) a 1,5%
durante cinco minutos e tripla lavagem em agua destilada.

Para os experimentos de morfologia do estabelecimento e de mobilizacdo de &cidos
graxos, foram escolhidas quatro fases compreendendo germinacgéo e pds-germinacdo de maior
transformacdo morfofisioldgica: (SQ), emissdo da radicula (ER), raizes (RS) e edfilos (EO),
adaptado de Carvalho (2017).

4.2 BIOMETRIA E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO ESTABELECIMENTO INICIAL
DAS SEMENTES DE Hevea spp.

A biometria foi realizada com auxilio de paquimetro digital, seguida da obtencdo das
massas das sementes quiescentes. Para a caracterizacdo do estabelecimento inicial foi realizada
a identificacdo morfoldgica das estruturas durante a germinacgdo e pos-germinacao, baseando-
se no modelo morfofuncional de Garwood (1996).

Parte das sementes quiescentes tiveram tegumentos, cotilédones e embrides removidos
com auxilio de bisturis para obtencéo dos endospermas que foram congelados com nitrogénio
liquido e mantidos em super freezer (-80 °C). Demais sementes foram semeadas em bandejas
contendo 10 cm de substrato de areia lavada e autoclavada, sendo agoadas periodicamente com

agua destilada (Figura 2).

Figura 2 — Experimento de caracterizagdo morfoldgica do estabelecimento inicial.
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Legendas: Semeadura em bandejas (A), plantula de H. spruceana (B) e corte transversal da semente de H.
guianensis para identificacdo dos cotilédones (C e D).
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Ao avancar da germinacdo, demais sementes foram coletadas, lavadas e submetidas aos
mesmos procedimentos de obtencdo de endosperma e congelamento que as sementes

quiescentes previamente reservadas.

4.3 EXTRACAO DOS OLEOS FIXOS

Os endospermas obtidos foram liofilizados e, para cada espécie/estadio germinativo,
foram triturados os endospermas de cinco sementes, com auxilio de almofariz para obtencédo da
farinha seca.

A extracdo seguiu método modificado de Reis et al. (2021). Foi utilizado hexano
(Sigma-Aldrich, HPLC) como solvente na proporcéo de 3 mL para 100 mg de farinha de forma
seriada em lavadora ultrassdnica (Eco-Sonic, Q3.8L): adicdo de 1 mL de solvente a farinha com
extracédo durante dez minutos a 44 °C. A cada ciclo de extracéo, as amostras foram centrifugadas
durante cinco minutos em 200 x g a 27 °C, tendo o sobrenadante coletado e reservado em vials
de 10 mL. Ao fim das extracGes, os vials contendo o sobrenadante foram centrifugados nas
mesmas condi¢des descritas, para remocdo de resquicios da farinha e reservados, em

temperatura ambiente durante 24 h, para volatilizacdo do hexano e obtengdo dos 6leos fixos.

4.4 ANALISE DO PERFIL E QUANTIFICACAO DE ACIDOS GRAXOS

As amostras foram esterificadas através da adi¢do de 2 mL de solucdo de cloreto de
acetila (Acros Organics, HPLC) e metanol (Sigma-Aldrich, HPLC) a 2%, e mantidas em estufa
(Ethik Technology, 410/2ND) durante seis horas a 45 °C. Posteriormente, foram adicionados 2
mL de hexano para suspensdo e extracdo dos ésteres de metila, que foram armazenados em vials
de 2 mL.

Para andlise dos ésteres, foi realizada diluicdo de 1:100 em hexano. As dilui¢des foram
injetadas com auxilio de injetor automatico (Shimadzu, AOC-20l) em cromatdgrafo a gas
acoplado a um detector de massas (Shimadzu, GCMS-QP2010), contendo coluna capilar
(Restek, RTX-5MS). As corridas foram realizadas nas seguintes condic¢des: injecdo no modo
split de 5:1, temperatura do injetor de 220 °C, curva de aquecimento iniciando em 60 °C com
taxa de aguecimento de 3 °C min* até 240 °C e temperatura do detector de 250 °C. Foi utilizado
hélio como gas de arraste a uma vazéo de 1 mL.min™.

Para quantificacdo de acidos graxos, foi obtida a curva analitica a partir de solugdo

FAME MIX (Sulpeco, CRM18918), diluida e injetada nas mesmas condi¢Ges das amostras.
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Para identificacdo dos compostos, além da comparacdo com a biblioteca local NIST11, foram
comparados as areas e tempos de retencdo das amostras aos cromatogramas do FAME MIX e

consulta nas bibliotecas SpectraBase (Wiley) e PubChem Compound Sumary.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com emprego de
esquema fatorial de 3 x 4, com trés espécies (H. brasiliensis, H. guianensis e H. spruceana) e
quatro fases da germinagdo (SQ, ER, RS e EO), em triplicatas bioldgicas (cada amostra foi
proveniente do blending do endosperma de cinco sementes). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias através do teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com auxilio do programa Prism 8.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOMETRIA E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO ESTABELECIMENTO INICIAL
DAS SEMENTES DE Hevea spp.

A investigacdo dos aspectos biométricos das sementes demonstrou diferenga
significativa (P < 0,005) das medidas de comprimento e largura entre H. brasiliensis, H.
guianensis e H. spruceana, destacando a semente de H. guianensis como a menor, e a semente
de H. spruceana como a maior. A massa média das sementes foi de 3,14 g para H. brasiliensis,
1,7 g para H. guianensis e 5,2 g para H. spruceana (Tabela 1). Embora ndo tenham sido
encontradas informagdes acerca da biometria de H. guianensis, os valores encontrados se
assemelham aos observados na literatura para H. brasiliensis e H. spruceana (CARVALHO,
2017; LIBERATO, 2010; MATOS, 2019; SANTOS, 2019).

Tabela 1 — Biometria e massa das sementes das espécies de Hevea.

Espécies Comprimento (mm) Largura (mm) Espessura (mm) Massa (g)
H. brasiliensis 22,26+ 1,26 18,41 +1,17 15,11 +1,54 3,14 + 0,25
H. guianensis 18,94 + 1,12 14,07 £ 0,74 15,58 + 0,92 1,70+0,14
H. spruceana 39,38 + 2,23 22,96 + 2,02 16,78 £+ 1,71 5,24 +0,11

Médias + Desvio Padrao.

A biometria das sementes pode fornecer informacdes acerca dos aspectos evolutivos

interespecificos (MOLES et al., 2005). Gongalves, Cardoso e Ortolani (1990) descreveram H.
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guianensis como possivel espécie mais primitiva do género Hevea devido a sua presenca em
diferentes ec6tipos da bacia Amazénica associada & plasticidade genotipica. E possivel supor
que ao ter a menor semente do género, ha preferéncia na producdo de maior quantidade de
sementes, sendo essa caracteristica associada a primitividade (TIFFNEY, 1984). Entretanto,
ndo ha registo na literatura acerca da diferenca de producdo de sementes dentre as espécies de
Hevea. J& H. brasiliensis conta com sementes mais robustas, embora sua distribuicdo seja
limitada a areas com clima de savana (tipo Aw, na classificacdo Koppen-Geiger). E H.
spruceana possui a maior semente do género, sendo adaptada a hidrocoria com distribuico
natural préxima as margens do Rio Negro. Nesse contexto, H. brasiliensis e H. spruceana
compdem o centro secundario de diversidade.

Igea et al. (2017) verificaram que a variacdo de massa das sementes esta diretamente
relacionada a tolerancia ao estresse e as estratégias de dispersdo. Sementes pequenas tendem a
se dispersar em maiores distancias, o que promove a colonizagdo de novos ambientes e
possibilita a formacdo de comunidades isoladas (o que favorece a especiacao). Essa afirmacao
da suporte ao discutido por Gongalves, Cardoso e Ortolani (1990) sobre H. guianensis, em
contraste a H. brasiliensis e H. spruceana.

Quanto as sindromes de dispersdo das trés espécies, € comentada a frequéncia de
autocoria (pela deiscéncia explosiva) e zoocoria, sendo essa justificada pela presenca de grande
quantidade de reservas em seus tecidos (atraindo animais dispersores) (IGEA et al., 2017;
MOLES; LEISHMAN, 2008; NILSSON et al., 2010). Além disso, € descrita adaptacdo a
hidrocoria para H. spruceana. Sementes que se beneficiam desse mecanismo de dispersao,
possuem adaptagdes que permitem que sejam carregadas pelo fluxo do corpo d’agua. Essas
sementes tendem a ser grandes e relativamente leves, possuindo ainda um bolsao de ar interno
permitindo que a mesma flutue (NILSSON et al., 2010). Nesse contexto, € possivel afirmar que
a semente de H. spruceana a possui adapta¢éo a hidrocoria.

Quanto a germinacdo e pds-germinacao, as sementes das trés espécies demonstraram
padrdo morfoldgico de estabelecimento similar, compreendendo em: i) entumecimento da
semente pela embebicéo, ii) rompimento da micropila pela protusdo da radicula (marcando o
final da germinacdo stricto sensu); iii) alongamento do epicotilo e desenvolvimento de raizes
(adventicias e posterior raiz primaria); iv) emissdo dos edfilos; e v) expansdo dos eofilos,
resultando no consumo total do contetdo endospérmico (Figura 3 A-C). Baseando-se no padrao
morfofisioldgico de Garwood (1996), o estabelecimento inicial das plantulas de H. brasiliensis,
H. guianensis e H. spruceana pode ser classificado como hipogeo-criptocotiledonar, com

cotilédones de absorcéo. Esse padrédo corresponde ao descrito na literatura para H. brasiliensis
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e H, spruceana (ALENCAR, 2003; BEWLEY et al., 2013; CARVALHO, 2017; LIBERATO,
2010; MUZIK, 1954).
Figura 3 — Morfologia dos eventos da germinacao e pds-germinagao.
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Legendas: (A) H. brasiliensis; (B) H. guianensis; (C) H. spruceana.

(SQ) semente quiescente; (ER) emissdo da radicula; (RS) raizes; (EO) edfilos.

rad — radicula; rp — raiz primaria; ra — raizes adventicias; te — testa; pc — peciolo cotiledonar; epi — epicotilo; len —
lenticelas; ga — gema apical; fl —foliolos; fo — folhas. Barra de escala: 2 cm.

Grande parte das espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae tem estabelecimento
epigeo-fanerocotiledonar, sendo exemplos de excecdo o acacu (Hura crepitans) e Omphalea
diandra, que séo epigeo-criptocotiledonares (OLIVEIRA; PEREIRA, 1987). Espécies com
germinag&o do tipo criptocotiledonar, com cotilédones de absorcéo ou reserva, tendem a ser
secundarias tardias ou climax. 1sso é justificado pela presenca da grande quantidade de reservas,

que atendem as demandas energéticas em ambientes com baixa luminosidade por longos
periodos (GARWOOD, 1996; IBARRA-MANRIQUEZ; RAMOS; OYAMA, 2001; BEWLEY
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et al., 2013; TAIZ, 2017). Somado a isso, a auséncia de dorméncia e a caracteristica
recalcitrante das sementes associam as espécies de Hevea ao sucesso do estabelecimento em
estagios sucessionais tardios (AMARAL, 2009; MARINHO et al., 2013; OBROUCHEVA et
al., 2017).

5.2 PERFIL E MOBILIZACAO DE ACIDOS GRAXOS DURANTE ESTAGIOS GERMINATIVOS
DE SEMENTES DE Hevea spp.

Foram identificados quatro compostos para as trés espécies, sendo eles: éster metilico
do &cido n-hexadecanoico, éster metilico do acido 9Z,12Z-octadecandico, éster metilico do

acido 9Z-octadecanoico e éster metilico do acido octadecandico (Figura 4).

Figura 4 — Cromatogramas de ésteres metilicos de diferentes fases germinativas de Hevea spp.
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Legenda: SQ: semente quiescente; ER: emissdo da radicula; RS: raizes; EO: edfilos.

1. éster metilico do 4cido n-hexadecandico; 2. éster metilico do acido 9Z,12Z-octadecandico; 3. éster metilico do
acido 9Z-octadecandico; 4. éster metilico do acido octadecanoico.



31

A presenca desses acidos graxos é documentada para sementes de H. brasiliensis, sendo
também encontrados outros acidos graxos com cadeias variando dentre 14 a 24 carbonos
(Tabela 2). Os acidos graxos se aproximam em composi¢do e quantidade ao observado na
literatura para sementes de Jatropha curcas (SOTO-LANDEROS et al., 2019). Os &cidos
palmitico e oleico também sdo visualizados em Ricinus communis, mas em quantidades

inferiores.

Tabela 2 — Composicéo de &cidos graxos para sementes de H. brasiliensis (SQ) em compara¢do com outras espécies
da familia Euphorbiaceae.

%

H. brasiliensis Jatropha curcas | Ricinus communis

Acidos Graxos | (a)* (b) © | @*| (e) (f (0)] (h) 0]

C4:.0 1,33

C8:0 0,08 0,29

C14:0 0,21

C16:0 11,27 9,27 10,2 13,85 18,9 9,1 347 12,72 0,56

Cl6:1 0,14 0,58

C18:0 10,78 10,58 8,7 16,82 10,91 56 8,33

C18:1 27,17 26,64 246 64,11 3591 24 32,05 40,3 51

C18:2 50,78 34,92 39,6 33,31 46,2 37,09 45,83

C18:3 17,27 16,3 142 16,4 0,33

C20:0 0,57 0,32

C20:1 0,18

C22:0 0,15

C22:1 5,22

C24:0 0,12

* Em fungdo dos acidos graxos totais.
(a) Presente estudo.

(b) Nwokolo e Sim (1988).

(c) Ramadhas, Jayaraj e Muraleedharan (2005).
(d) Onoji et al. (2016).

(e) Chaikul, Lourith e Kanlayavattanakul (2017).
(f) Roschat et al. (2017).

(9) Raknam, Pinsuwan e Amnuaikit (2020).

(h) Soto-Landeros et al. (2019).

(i) Salimon et al. (2010).

Nesse contexto, sementes de espécies da familia Euphorbiaceae sdo reconhecidas pela

presenca de &cidos graxos incomuns ou ndo identificados nas suas sementes. Podem ser citados



32

0 &cido ricinoleico, que é o componente majoritario dos 6leos fixos de Ricinus communis, dos
acidos verendlico e a-parnarico documentados em Bernardia pulchella e Sebastiana
brasiliensis, e do acido azelaico nas sementes de Jatropha curcas (HUTTON; STUMPF, 1971,
SILVA et al., 2014). Em contrapartida, essas espécies, apesar de latescentes, contam com uma
quantidade muito inferior ou inexisténcia de cis-1,4-poliisopreno, que é responsavel por
conferir as propriedades desejaveis da borracha natural (BOTTIER, 2020; SILVA et al., 2014;
ZHANG et al., 2022). Portanto, € possivel supor que a menor complexidade da composicao dos
6leos fixos de sementes de especies de Hevea possa estar relacionada uma preferéncia pela
producdo de latex, enquanto demais espécies possuem outras vias metabdlicas associadas a
defesa e/ou estresse.

Quanto a mobilizacdo geral desses acidos graxos, H. spruceana demonstrou
mobilizacdo discreta das reservas lipidicas quando comparada a H. brasiliensis e H. guianensis,

ao qual pode ser observada maior mobilizagéo entre as fases de RS e EO (Figura 5).

Figura 5 — Visdo geral da mobilizacdo de acidos graxos durante a germinagdo e o crescimento inicial das
plantulas de diferentes espécies de Hevea.
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Legenda: SQ — semente quiescente; ER — emissdo da radicula; RS — raizes; EO — edfilos.

Na comparacdo interespecifica dos acidos graxos, para o acido palmitico foi possivel
verificar variacao significativa entre as fases ER e EO em H. brasiliensis e H. guianensis (P =
0,0387 e 0,0424 respectivamente). Em H. spruceana, verificou-se padrdo semelhante com
aumento da reserva até a fase RS, mas com aparente inicio de reducédo (ndo significativo, P =
0,751) da disponibilidade do acido graxo no tecido na ultima fase observada (Figura 6).

Para o acido linoleico, H. brasiliensis demonstrou maior quantitativo em todas as fases,

quando comparado as outras espécies (Figura 6). Esse acido graxo se manteve em maior
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quantidade também em H. guianensis e H. spruceana, em relagcdo aos demais acidos graxos.
Quanto a mobilizacdo desse recurso, o padrdo de H. brasiliensis apresentou aumento discreto
entre as fases de SQ e RS (P = 0,0341) seguido de decréscimo entre as fases RS e EO (P =
0,0486). A mobilizacdo desse &cido graxo em H. guianensis foi semelhante ao verificado para
H. brasiliensis, porém com reducdo significativa entre ER e EO (P =0,0486). Em H. spruceana,
houve aumento significativo entre as fases SQ e RS (P = 0,0189) com tendéncia de reducéo na
fase EO, mas néo significativo (P = 0,1666).

Para o acido oleico, em H. brasiliensis foi verificada reducdo significativa entre as fases
RS e EO (P = 0,0169). Em H. guianensis foi visualizado padrdo de mobilizagdo semelhante ao
do acido linoleico. Em H. spruceana foi verificada mobilizacédo significativa entre as fases SQ
e RS (P =0,0066) (Figura 6). Para o acido estearico, em H. guianensis foi visualizado aumento
significativo entre SQ e ER (P = 0,0152), com mobilizagdo discreta do acido na fase EO. Nao
houve mobilizagdo significativa desse recurso em H. brasiliensis. Em H. spruceana foi
verificado aumento entre as fases SQ e ER (P = 0,0212), ndo apresentando mobilizacado

significativa dessa reserva nas demais fases analisadas (Figura 6).

Figura 6 — Padréo de mobilizacdo dos acidos palmitico, linoleico, oleico e estedrico durante a germinacéo e pos-
germinacéo das sementes de Hevea spp.
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Legenda: SQ — semente quiescente; ER — emisséo da radicula; RS — raizes; EO — edfilos.
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De acordo com Liberato (2010), os lipideos se constituem nas principais reservas para
promover o desenvolvimento do embrido de H. spruceana. Em termos caloricos, a obtencédo de
energia é mais efetiva pela lipolise que pela glicdlise, no qual séo obtidos 9 Kcal/g contra 4
Kcal/g (IZQUIERDO et al., 2017). Nesse sentido, a regulacdo de lipases envolvidas com a
mobilizacdo de TAGs, durante a germinacao de sementes de plantas selvagens, ¢ mediada em
funcdo dos éacidos graxos de maior quantidade nos tecidos de reserva (HELLYER,;
CHANDLER; BOSLEY, 1999). Carvalho (2017) verificou aumento progressivo da atividade
de lipases em sementes selvagens e clonais de H. brasiliensis a partir da protusdo da radicula,
sendo observada maior atividade nos estagios finais (emissdo e expansdo dos eéfilos).

Portanto, é possivel afirmar que a mobilizacdo de acidos graxos esta relacionada ao
desenvolvimento final da plantula, para as trés espécies, sendo ainda mais tardia para H.
spruceana. Nesse quesito, a via hidrolitica de reservas amilaceas podera garantir rapido acesso
das células a energia necessaria para o desenvolvimento inicial da radicula (FANG et al., 2021).
Com isso, € possivel também sugerir que outro aspecto fisioldégico impeca a germinacéo dessas
espécies (especialmente H. spruceana) em condi¢fes de hipdxia, sendo necessaria melhor
investigacdo quanto a mobiliza¢&o das demais reservas dessas espécies em diferentes condi¢des
ambientais.

Isso ndo exclui a importancia desses acidos graxos, uma vez que, em boa parte das
sementes, as reservas em maior quantidade em suas células sdo consumidas ao final do
estabelecimento da plantula (BEWLEY et al., 2013). O que é explicito em H. brasiliensis e H.
guianensis, no qual os &cidos graxos linoleico e oleico, seguido pelo palmitico, s&do mobilizados
intensamente ao final do estabelecimento. Além do envolvimento dos &acidos graxos no
fornecimento de energia, sabe-se que produtos intermediarios sao reaproveitados em outras vias
metabolicas (MEP, MEV, via sintética de fitosterdis ou sintese de novo de acidos graxos)
(NEELAKANDAN et al., 2010).

Acidos graxos de cadeia longa, como &cido palmitico, estdo associados a producdo de
acidos polares, portanto, na estruturacdo das membranas plasmaticas e aumento da polaridade.
Entretanto, € comentado que a maior demanda de acido palmitico se da no momento de
maturagdo do fruto (ZHUKOV, 2015). Acidos graxos de cadeia muito longa (C18 ou mais)
estéo relacionados na sinalizagao, regulagcéo hormonal e fluidez membranar (HE; DING, 2020).
Os acidos graxos linolénico e linoleico sdo preferidos para f-oxidagdo visando a sintese de
jasmonatos, nitroalcanos, glicerolipideos e cutina/suberina (BACH; FAURE 2010;
IZQUIERDO et al., 2017; HE; DING, 2020). Esses compostos derivam da rota dos
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octadecandides, regulado por uma série de genes da familia MYC (CHEONG; CHOI, 2003;
ZHANG et al., 2022). Para espécies do género Hevea, esse hormdnio esta intrinsecamente
envolvido com a diferenciacdo secundaria dos vasos laticiferos (HAO; WU, 2000).

Portanto, a presenca do &cido linoleico em maior quantidade nas espécies pode estar
diretamente relacionada a sintese de novo de &cido jasmonico visando a diferenciacdo dos vasos
laticiferos durante a pds-germinacdo. Além disso, a regulacdo gerada pelo acido jasmonico e
homologos em resposta ao estresse, conduz outras vias metabdlicas secundarias como MEV e
MEP, que geram os precursores de cis-1,4-poliisopreno (CHERIAN et al, 2019). A quantidade
reduzida dessas reservas em H. spruceana pode estar associada a um ajuste metabdlico em
funcdo do ambiente e da producdo inferior tanto em quantidade como qualidade de latex.

Com o desenvolvimento inicial a partir dos hormonios e subprodutos fornecidos pela
planta-mde durante a maturacdo dos frutos, a mobilizacdo dos acidos graxos ao relativo final
do estabelecimento da plantula pode estar correlacionada ainda com a producdo de glicose
associada a formacdo de sucrose ou sintese de novo de demais componentes nao-isoprénicos
do latex, que compdem da fase “gel” do latex (BAE et al., 2020). Além disso, é relatado por
Kawahara et al. (1996) a suspeita do envolvimento do acido estearico na cristalizagdo do latex
em baixas temperaturas (em funcao da reagdo com compostos isoprénicos). Esse fato pode estar
relacionado direta ou indiretamente com a quantidade e mobilizacdo desse acido graxo pelas
espécies de Hevea.

De modo geral, ainda sdo limitados os estudos que envolvam impactos fisioldgicos da
presenca de acidos graxos (ligados a TAGs, especialmente e subprodutos durante a germinacao,
além do fornecimento de energia ) (BACH; FAURE 2010; IZQUIERDO et al., 2017). Portanto,
sdo necessarios esforcos para melhor elucidacédo do real impacto dos acidos graxos durante o

desenvolvimento das plantulas das espécies de Hevea.

6. CONCLUSAO

No que diz respeito a morfologia da germinacdo de H. brasiliensis, H. guianensis e H.
spruceana, as espécies apresentaram o padrdo morfologico de estabelecimento da plantula
como hipogeo-criptocotiledonar, com cotilédones de absorgéo.

Foram caracterizados quatro &cidos graxos, sendo eles os &cidos palmitico, linoleico,
oleico e estearico para as trés espécies. Desses acidos, o acido linoleico foi encontrado em maior
quantidade para todas as espécies. Foram visualizadas estratégias distintas de mobilizagdo para

H. spruceana em comparacéo as outras duas espécies. A parte das estratégias de mobilizacéo,
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é possivel afirmar que, para as trés espécies, a reserva lipidica é mobilizada em funcdo do
desenvolvimento final da plantula.

Destaca-se que este estudo é pioneiro quanto a investigacdo da dindmica de mobilizagédo
de &cidos graxos de trés espécies selvagens de Hevea. Diante disso, sdo sugeridos novos estudos
acerca do metabolismo de &cidos graxos durante a germinacdo e p6s-germinacgdo das espéecies

de Hevea, visando compreender melhor os mecanismos de regulacéo e seu impacto fisiologico.
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