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RESPIRACAO DE SEMENTES DE
CUPUACUZEIRO

Francisco José Camara Figueirédo'
Claudio José Reis de Carvalho'
Olinto Gomes da Rocha Neto'

RESUMO: Sementes de  cupuaguzeiro, Theobroma
grandifforum (Willd. ex Spreng.) K. Schum., foram submeti-
das & avaliagdo da respiragdo, pelo método manometrico de
Warburg, com o objetivo de determinar os efeitos do periodo
de duragdo dos testes (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120
minutos), da preservagao {com ou sem residuos de polpa) ou
ndo do tegumento e do tempo de hidratagdo (zero, 12, 24,
36 e 48 horas) antes da realizagdo da respirometria e das
classes de pesos de sementes com {< 11 g, 11 a13 g, >13
albg >15a17ge >17glesem{<7g, 7a8g, >8a
9g, >9a10g e > 10 g) tegumento. Os resultados alcan-
gados permitem inferir que os melhores indices de respiragcao
foram obtidos aos 60 minutos (92,68 pLOz2g'min'} apds o
inicio dos testes; as sementes sem O tegumento apresenta-
ram maior atividade respiratoria (149,15 pulLO2g'min’'}; a hi-
dratacdo, pelo periodo de 24 horas, proporcionou s semen-
tes maior estimulo 3 respiracdo (134,15 pLO2g'min’') e, as
mais pesadas, com (85.358 uLO2g'min') ou sem
{214,317 pLO2g'min’") tegumento, consumiram maiores quan-
tidades de oxigénio.

Termos para indexagao: Theobroma grandiflorum, hidratagéo,
peso de semente, fisiologia.

'Eng.- Agr., Dr., Embrapa Amazénia Oriental, Caixa Postal 48, CEP 66017-970,
Belém, PA.



RESPIRATION OF CUPUACU SEEDS

ABSTRACT: Aiming to estimate the effects of testing period
{15, 30, 4b, 60, 75, 90, 105 and 120 min} and of
preservation (with and without pulp residue} or no
preservation of the tegument and hydration period (O, 12, 24,
36 and 48 h) before respirometry; and of weight classes with
(<119, 11 to13g, >»>13t015¢g, >15t0 17 g and >7 g)
and {(<7¢g, 7t0 8g, >8to 9g, >9 to 10g and> 10 g)
tegument, seeds of Theocbroma grandifiorum (Willd. ex
Spreng.} Schum., were subiected to respiration tests
according to Warburg method. The results indicate that the
best respiration indexes were obtained at 60 minutes period
{92,68 nL02g'min’'); seeds without coat showed greater
respiratory activity (149,15 uLO2g'min'}; seeds imbibed for
24 hours had the highest respiratory stimulus and the
heaviest seeds with coat (85,35 uLOz2g'min') or without
coat (214,31 pLO2g'min') consumed the higher oxigen
amounts.

index terms: Theobroma grandifiorum, imbibition, weight of
seeds, physiology.

INTRODUCAO

No sistema celular das sementes, a respira¢ao
consiste da oxidacdo das substancias organicas e da libera-
cdo gradativa de energia. Essa energia é aproveitada, em
grande parte, na conservacao das reservas contidas no pro-
toplasma e nas paredes celulares. A fracao menor € utilizada
nas atividades celulares relacionadas com os movimentos Ci-
toplasmaticos, dos cromossomas € das substancias de reser-
vas através de tecidos e érgaos, além de ser aproveitada nas
reacoes de sinteses de lipidios, proteinas e outras moléculas
(Popinigis, 1985).

As condicOes intrinsecas das sementes, como 0
grau de umidade e a permeabilidade das membranas celula-
res; e do meio ambiente, como a temperatura, a tensdo de
oxigénio e a luz, influenciam a atividade respiratéria, confor-



me comprovaram o0s trabalhos de Pammenter et al. (1997),
Pesis & Ng {1986}, lvens {(1983), Yentur & Leopold (1976) e
Bewley & Black (1985), respectivamente.

Segundo Jann & Amen (1980), entre os diversos
eventos que se sucedem durante a formacdo de uma nova
planta, destacam-se 0s metabolicos. Estes s3o ativados a
partir da respiracao, que é dependente de substratos {amino-
acidos ou acudcares) armazenados no eixo embrionario, para a
producdo de ATP, e de outras hexoses produzidas pela hidré-
lise de amido, lipidios e proteinas durante o estadio inicial da
germinacao.

O oxigénio é fundamental para que as reacées me-
tabdlicas se processem nas sementes e, em especial, para a
respiracdo, que nos momentos iniciais €, de modo geral,
anaerdbica (etandlica ou latica), mas logo em seguida passa a
ser absolutamente dependente de oxigénio (Borges & Rena,
1993).

A hidratacao das sementes vem acompanhada
pela dispersdao dos coldides celulares e pela iniciacao dos
processos enzimaticos a velocidades crescentes, porém, a
primeira conseguéncia € o incremento dos fenémenos respira-
térios (Cordoba, 1976).

A ativacao do metabolismo acelera as funcdes
germinativas, iniciadas com a reidratacao, seguido do aumen-
to da respiracao e da producao de energia. Segundo Burch &
Delouche (1969), Brown (1972), Gulliver & Heydecker
(1974), Cordoba (1976), Reichardt (1979), Popinigis (1985),
Perl (1987), Woodstock (1988), Attridge (1990) e Madden &
Burris (1995}, as conseqiéncias da acao metabdlica sao a
reativacao enzimatica, responsavel pelas reacdes bioquimicas
e as transformacoes das substancias de reservas que concor-
rem para o0 aumento do embrido; e a diferenciacao dos teci-
dos até a formacao de nova plantula.



A respiracdo é um imprescindivel fator de avalia-
¢do da qualidade fisioldgica, pois é fundamental as diversas
etapas do metabolismo que culminam com a germinacao das
sementes, fendmeno responsavel pela sobrevivéncia das es-
pécies vegetais. Logo, é de suma importancia o conhecimen-
10 desse processo biofisico, fato esse que justifica a determi-
nacao de procedimentos que possam padronizar a realizacao
dos testes de respiracac em laboratdrio, uma vez que as se-
mentes respondem de modo diferenciado as condicdes do
ambiente a que estdao expostas (Normah & Chin, 1991; Skre,
1991, Clifford, 1988; Tylkowski, 1976).

O cupuacuzeiro {Theobroma grandiflorum
fWild. ex Spreng.] K. Schum.}, espécie frutifera da familia
Sterculiaceae, nativa do Estado do Para, € considerado uma
das principais opcdes agricolas para o desenvolvimento soci-
oecondémico da regido amazdnica (Calzavara et al. 1984,
Mota, 1990), por isso tem sido objeto de pesquisas basicas e
tecnolégicas com vistas a sua domesticacdo. Esse fato de-
terminou a realizacao deste estudo de respiracao, a partir da
hipdtese de que as sementes dessa espécie, extratificadas
por diferentes classes de pesos, com ou sem tegumento, e
apds terem sido submetidas a tratamentos de hidratacao,
consomem quantidades varidveis de oxigénio, quando expos-
tas a diferentes periodos de exposicao no respirémetro.

O objetivo bésico deste trabalho foi o de definir,
com base no método manométrico de Warburg, as melhores
condicbes para a determinacdo, em laboratdrio, da respira-
cao, avaliada pelo tempo de duracao do teste; pelo efeito da
presenca ou nao do tegumento, com ou sem resto de polpa;
pelo tempo de hidratacao prévia e pelas classes de pesos das
sementes de cupuacu.



MATERIAL E METODOS

Os frutos de cupuacuzeiro coletados na base fisica
da Embrapa Amazdnia Oriental, em Belém, Estado do Para,
foram beneficiados manualmente e, as sementes, despolpa-
das mecanicamente. Em seguida, foram excluidas do lote, as
sementes consideradas fora dos padroes normais, como as
de tamanho pequeno, as chochas e as danificadas no decor-
rer do processo de despolpamento. Desse lote, foram retira-
das as amostras utilizadas para a execucao dos experimentos
componentes deste trabalho.

Na primeira fase deste estudo, 200 sementes fo-
ram mantidas em camara de crescimento (NAPCO, modelo
304 - EUA), sob temperatura constante de 35 °C, e subme-
tidas a 24 horas de hidratacao entre quatro dobras de pape!-
toalha umedecido com agua destilada até a saturacdao. Em
seguida, foram extraidas oito subamostras de dez sementes,
que representaram 0s tratamentos correspondentes aos tem-
pos de 15, 30, 45, 60, 75, 80, 105 e 120 minutos de expo-
sicdo em respirdmetro manométrico de Warburg (Ohtake
OTST-7, Japan), precedidos da extirpacao do tegumento e de
tomadas de pesos individuais de cada semente. Ao final de
cada periodo foi anotado o valor correspondente ao desloca-
mento do fluido nas colunas milimetradas do manémetro.

Na fase seguinte, com a finalidade de avaliar os
efeitos do tegumento sobre 0s resultados finais de respira-
cdo, foram tomadas trés amostras de 250 sementes, que re-
presentaram os tratamentos referentes aqueles em que as
sementes mantiveram o0s restos de polpa aderida ao tegu-
mento (CR), as sem restos de polpa {SR) e as sem tegumento
(ST), respectivamente. De cada tratamento, 50 sementes fo-
ram subamostradas e, em seguida, identificadas e pesadas
individualmente.



Para a avaliacao da respirac@o, essas subamostras
foram desmembradas em grupos de dez sementes, que re-
presentaram os periodos de zero, 12, 24, 36 e 48 horas de
hidratacd@o, entre quatro dobras de papel-toalha umedecido
com agua destilada até a saturacao, em camara de cresci-
mento, a 35 °C.

Na ultima fase, as sementes restantes do lote fo-
ram divididas em duas novas amostras de trabalho. A primei-
ra agrupou as sementes nas seguintes classes de peso:
< 11g,11a13g,13a15qg,15a17ge > 17g. As se-
mentes da outra amostra foram submetidas a extracao do te-
gumento e, logo em seguida, classificadas em classes de
pesode < 79, 7a89g,8a9g,9a10ge > 10 g. De cada
classe de peso, foram tomadas ao acaso dez sementes, que
foram submetidas aos testes de respiracdo, apds o periodo
de incubacao de 24 horas, a 35 °C.

A respiracao  ou consumo de  oxigénio
(uLO2g'min™) foi medida em respirdbmetro de Warburg, a
35°C+£2°C. O consumo total de O: foi calculado multipli-
cando-se 0s valores obtidos a partir das leituras manométri-
cas pela constante de oxigénio de Warburg (K), segundo
Umbreit et al. {1972), determinada pela formula:

onde: Vg = volume total do gas do frasco e do
mandémetro (103,6 mL}); T = temperatura absoluta
K (35 C + 273); Vf = volume de hidroxido de potassio
(KOH) 0,2 N, colocado na cisterna do frasco (0,7185 mL)
para captacdo de COz: liberado mais o volume de sementes,
estimado com o0 auxilio de proveta graduada com agua desti-
lada; a = valor constante que representa o coeficiente de
solubilidade do oxigénio a temperatura de 35 °C, calculado
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por curva de regressao polinomial (r’=0,99) a partir dos valo-
res para a solucao de Ringer’'s; e Po = pressao padrao, cal-
culada com base na férmula:

Po=760. 126—9 = 10.281,92,
dim

dlm: densidade do liquido usado como fluido no manémetro
(Tween 80 a 1,0 % + azul de metileno = 1,00526 g.mL™").

Nos célculos de consumo de oxigénio, foram leva-
dos em consideracdao as leituras manométricas, a partir do
momento zero e dos intervalos de leitura (a cada 15 minu-
tos), até o tempo méaximo de 60 minutos; a diferenca entre
os valores de leitura do mandmetro no intervalo de referéncia
e a do valor inicial; a correcao da leitura do termobarémetro
feita por subtracdo do valor da leitura subseqlente e a cor-
respondente 3 inicial; o valor referente a variacao em deter-
minado intervalo de leitura, calculado pela diferenca entre 0s
valores registrados nas leituras anteriores.

Na primeira e na Ultima fases deste estudo, o deli-
neamento experimental distribuiu os tratamentos de modo in-
teiramente casualizado em cinco repeticdes. Na segunda, uti-
lizando-se aquele mesmo modelo de delineamento, os trata-
mentos foram arranjados em um fatorial (3 x 5), com cinco
repeticoes, onde as parcelas foram representadas pelas ca-
racteristicas do tegumento e da auséncia deste e, as subpar-
celas, pelos periodos de hidratacao. A comparacao entre meé-
dias nao-transformadas foi feita pelo teste Tukey, em nivel de
5% de probabilidade.

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
programa ESTAT - Sistema para Anélise Estatistica, versao
2.0 (UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal, SP), com base
no modelo matematico v = m + E + ej, onde: y = valor
observado para cada varidvel de resposta; m = média geral;
Ei = efeito i-ésimo correspondente as condigbes das semen
tes ou periodos de hidratacao; e; = erro de observacao
j-ésima do i-ésimo das condigbes das sementes ou periodos
de hidratacao.

"



RESULTADOS E DISCUSSAQ

As diferencas de consumo de oxigénio entre 0S
tempos de duracao do teste de respiracao e da influéncia do
tegumento versus periodos de hidratacao foram altamente si-
gnificativas. Os coeficientes de variacao foram de 9,3 % e
6,2 %, com as diferencas minimas significativas de
4,03 uLO2g"'min" e de 3,85 plLO2g'min" € 5,82 puLOz2g'min’’,
respectivamente. Para o0s estudos de classes de pesos de
sementes, com ou sem o tegumento, 0s coeficientes de vari-
acao e as diferencas médias significativas foram de 5,2 % e
5,7 % e de 75,02 plLO2g'min" e 172,23 uLOzg'min’', res-
pectivamente.

Os resultados médios de consumo de oxigénio, no
decorrer dos diferentes periodos de duracao do teste de res-
piracao, estao ilustrados na Fig. 1.
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FIG. 1. Respiracdo meédia de sementes de cupuacuzeiro
{letras maiusculas diversas indicam diferencas signi-
ficativas entre os tratamentos - Tukey, 5%), em
funcdo do tempo de avaliacdo, pelo método mano-
métrico de Warburg, e erro o padrao da média (I).
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Pode-se observar que o consumo de oxigénio au-
mentou progressivamente até a duracao do teste de 60 minu-
tos, tempo este que foi estatisticamente superior aos demais.
Para as condicoes estudadas, 0s testes com duragao superior
a 60 minutos nac concorreram para melhor expressar a ativi-
dade respiratdria de sementes de cupuacuzeiro, fato este
responsavel pelas diferencas estatisticas entre as médias
desses tratamentos, assim como foram significativamente di-
versas aguelas correspondentes aos periodos de tempo infe-
riores ao daquele tratamento.

Na Fig. 2 estao ilustrados os resultados médios de
consumo de oxigénio no decorrer do teste de respiracdo de
sementes com ou sem resto de polpa e sem o tegumento.
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FIG. 2. Respiracdo média de sementes de cupuaguzeiro
(letras mailsculas diversas indicam diferencas signi-
ficativas entre os tratamentos — Tukey, 5%), com
(CR) ou sem (SR) restos de polpa e sem 0 tegumento
(ST), pelo método manométrico de Warburg, € o erro
padrao da média (I).
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Verificou-se que as respostas aos tratamentos
foram diferentes entre si e a melhor atividade respiratdria
foi registrada para as sementes do tegumento
ST (149,15 ulO2g'min'), seguidas daquelas do SR
(68,61 uLO2g 'min’'). Esses resultados sdo concordantes com
agueles obtidos por Pesis & Ng (1986), quando trabatharam
com cultivares de meldo e observaram que os maiores con-
sumos de oxigénio foram registrados para as sementes sem 0
tegumento.

Pode-se inferir que 0 tegumento da semente de
cupuacuzeiro exerce certo controle sobre as trocas gasosas
com 0 meio ambiente, com as maiores restricoes sendo pro-
movidas por aquele com resto de polpa. Esse controle nao
pode ser entendido no sentido de impermeabilidade, mas
COMO um mecanismo que reduziu a respiracdo, provavelmen-
te, associado a taxa de hidratacdo, que pode ter sido menor
devido a presenca de restos de polpa. Johnston & Fernandez
(1978) concluiram, quando trabalharam com sementes de
Atriplex repanda Phil., que a respiracao foi temporariamente
reduzida durante o periodo de embebicao.

Por outro lado, é possivel especular que os residu-
os de polpa e o préprio tegumento, podem gerar um Mmicro-
ambiente consumidor de oxigénio, pois as bactérias e os fun-
gos, consumidores de acucares e outras substancias rema-
nescentes, podem ser o0s responsaveis pela ocorréncia de
uma condicdo hipdxica para semente.

Na Fig. 3 estdo representadas as médias de con-
sumo de oxigénio, durante os testes de respiracao de semen-
tes de cupuacuzeiro submetidas a diferentes periodos de hi-
dratacao.

Observou-se que 0 maior consumo de oxigénio foi
registrado para o periodo de 24 horas de hidratacao
(134,15 pulLO2g'min"), fato que o fez diferir estatisticamente
dos demais periodos. Por outro lado, a hidratacao por

14



36 (95,77 uLO2g 'min") horas também foi significativamente
diferente da de 12 (88,16 uLO2g'min’'}, zero (70,78 nLO2g
'min') e 48 (67,05 uLO2g'min’) horas, mas estes dois Ulti-
mos nao diferiram entre si.

160

-2

b

(=]
|-

Respiragao (,LO2g'min™)

Tempo de hidratagao (h)

FIG. 3. Respiracao média de sementes de cupuacuzeiro
(letras maidsculas diversas indicam diferencas signi-
ficativas entre 0s tratamentos — Tukey, 5%) subme-
tidas previamente a diferentes periodos de hidrata-
cado, pelo método manométrico de Warburg, e erro
padrao da media (I).

Pode-se inferir que, muito embora as sementes de
cupuacuzeiro apresentassem altos teores de umidade antes
da hidratacdo (> 45 %), a hidratacao prévia foi fundamental
para a conducdo dos testes de respiracdo. E possivel pressu-
por que mesmo com esses elevados graus de umidade, as
sernentes dessa espécie necessitam de maior grau de umida-
de para que possam manifestar maior atividade metabdlica.
Leadem & Edwards {1993), quando estudaram a respiracao
de sementes de Abies lasiocarpa, Pinus monticola e
Pseudotsuga menziesii, observaram que houve rapido incre-
mento nas trocas gasosas apos a embebicao.

15



Os valores médios de consumo de oxigénio obser-
vados para as sementes de cupuacuzeiro, com 0 tegumento e
classificadas por classes de peso, estdo ilustrados na Fig. 4.

100 4 y=-0,634x>+10,085x + 51,781
R’=0,95

Respiragéo (yLO2g " min™)

<11 11a13 >13a15 >15a 17 > 17
Classe de peso de sementes (g)

FIG. 4. Respiracdo média de sementes de cupuacuzeiro
(letras mailsculas diversas indicam diferencas signifi-
cativas entre os tratamentos — Tukey, 5%) classifica-
das em diferentes classes de peso (g), pelo método
manomeétrico de Warburg, o erro padrao da meédia (I)
e a curva da andlise de regressao.

Verificou-se que o consumo de oxigénio durante a
respiracao aumentou gradativamente com 0 peso das semen-
tes. Desse modo, foi possivel observar que 0s maiores con-
sumos médios de oxigénio foram registrados as representati-
vas dos tratamentos >15 a 17 g (85,35 uLO2g'min"') e
>17 g (85,19 uLO2g'min"), que foram estatisticamente
iguais entre si e significativamente superiores as dos demais.
Pode-se observar, também, que nao houve diferenca estatis-
tica entre os tratamentos >13 a 15 g (73,21 plLO2g'min’) e
>11a 13 g (70,20 uLO2g"'min"), mas estes foram diferentes
do < 11g (61,36 uLO2g'min"), que apresentou a menor
média de consumo de oxigénio.
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Esses resultados estao de acordo com os obser-
vados por Garwood & Lighton {(1990), quando estudaram o
comportamento respiratério de diversas espécies tropicais,
como a Jacaranda copaia e Maripa panamensis, e concluiram
que o consumo de oxigénio depende, em parte, do tamanho
das sementes, mensurado pela massa ou volume, que se cor-
relacionaram de forma positiva.

A partir da equacdo de regressdo, apresentada na
Fig. 4, pode-se estimar que o consumo de oxigénio aumen-
tou, em média, 3,66 pLO2 por classe de peso de sementes. A
curva que melhor se ajustou aos resultados médios obtidos
foi a do tipo polinomial.

As medias de consumo de oxigénio observadas
para as sementes de cupuaguzeiro, sem o tegumento e clas-
sificadas por classes de peso, estdo ilustradas na Fig. 5.
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FIG. 5. Respiracao de sementes de cupuacuzeiro sem o te-
gumento (letras maiusculas diversas indicam diferen-
cas significativas entre os tratamentos — Tukey, 5%)
agrupadas em diferentes classes de pesc (g), pelo
método manomeétrico de Warburg, o erro padrao da
média (I) e a curva da anélise de regressao.
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Pode-se observar, que os maiores valores de con-
sumo médio de oxigénio foram registrados para as sementes
com pesos > 10 g (214,31 uLO2g'min") e entre >9a 10 g
(203,26 uLO2g"'min’'), que foram estatisticamente iguais en-
tre si e significativamente superiores as dos outros tratamen-
tos. Por outro lado, verificou-se que ndo houve diferenca es-
tatistica entre as sementes com pesos entre >8 a 9g
(177,82 pLO2g'min"), 7 a 8 g (158,19 uLO2g'min") e <7 g
(107,59 uLO2g"'min’'). Esses resultados sdo compativeis com
os observados nos testes de respiracdo feitos com sementes
com © tegumento.

A curva que melhor se ajustou aos resultados
obtidos foi do tipo logaritmica. Com base na equacdo de re-
gressao, ilustrada na Fig. 5, pode-se deduzir que 0 consumo
de oxigénio cresceu, em média, de 25,92 pulL.O2 por classe de
peso de sementes sem o tegumento.

Em termos médios, a diferenca de consumo de
oxigénio entre as sementes com (75,02 uLO2g'min’') e sem
(172,23 uLO2g'min") o tegumento foi cerca de 56,4 %
maior para as ultimas, o gque ratifica a influéncia do tegumen-
1o no processo respiratorio das sementes de cupuaguzeiro.

Os resultados obtidos nesta fase do trabalho estdo
de acordo com os alcancados no estudo em que foram testa-
das as classes de peso de sementes com o tegumento e rati-
ficam a importéncia dos testes de respiracdo de sementes de
cupuacuzeiro serem realizados apdés a extirpacdo do tegu-
mento.

CONCLUSOES

Os resultados de respira¢do alcancados com se-
mentes de cupuacuzeiro permitem inferir que:

a) a avaliacao final deve ser realizada aos 60 mi-
nutos de exposicao das sementes ao respirdbmetro;
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b) os maiores consumos de oxigénio foram obti-
dos pelas sementes sem o tegumento;

c) o melhor periodo de hidratacdo prévia foi o de
24 horas sob temperatura constante de 35 °C;

d) as sementes mais pesadas, com (>15a 17ge
>17 g) ousem (>10g e de >9 a 10 g) tegumento, consu-
miram maiores quantidades de oxigénio ao final dos testes.
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