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RESUMO

BICALHO, Elisa Monteze, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2011.
Germinacdo e mobilizacdo de reservas de sementes de macauba (Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martius) Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-
orientadores: Marilia Contin Ventrella e Eduardo Euclides de Lima e Borges.

Os objetivos desse trabalho foram estudar o processo germinativo de macauba por
meio das atividades das enzimas degradativas de mananos, e quantificar o teor de mananos
presentes nas células do endosperma. Além disso, estudou-se a dinamica de mobilizagdo
das reservas lipidicas, protéicas e amilaceas por meio de andlises bioquimicas e
histoquimicas. As sementes foram submetidas ao protocolo de superagdo de dorméncia para
espécies do género Acrocomia (registro de patente: PI0703180-7) e o processo
germinativo de macauba foi acompanhado durante 29 dias. As analises foram realizadas
em embrido ou haustorio e endosperma adjacente separadamente. As atividades das
enzimas de degradacdo de mananos foram realizadas por métodos colorimétricos em
espectrofotometro utilizando-se como substratos goma-guar, para o ensaio de 3-mananase e
B-manosidase, e para-nitrofenil a-D-galactopiranosideo (pNPGal), para o ensaio de a-
galactosidase. O teor de mananos foi realizado por cromatografia gasosa, o de lipidios por
método gravimétrico em aparelho de Soxhlet, o de amido por método fenol-sulfurico e o de
proteinas soliveis por reagente de Bradford. Foram realizados os testes histoquimicos de
corifosfina para pectinas, Sudan Black B para lipidios totais, lugol para deteccdo de amido,
XP para proteinas e safrablau para colora¢do e caracterizagdo. As atividades de [-
mananase, -manosidase e o-galactosidase foram maiores no endosperma que no embrido
ou haustoério durante todo o periodo germinativo estudado. As atividades das enzimas
aumentaram no endosperma apds a protrusdo do peciolo cotiledonar enquanto que no
embrido/haustério somente a atividade da B-mananase e B-manosidase foi aumentada. Ao
mesmo tempo, o teor de mananos no endosperma foi reduzido. O teor de lipidios foi
reduzido no embrido a partir da protrusdao do peciolo cotiledonar, mas aumentou no
endosperma durante o periodo estudado. O teste de Sudan Black B demonstrou a redugado de
quantidade e tamanho dos corpos lipidicos no embrido. A partir da protrusdo do peciolo
cotiledonar foram identificados graos de amido, marcados com o teste de lugol, sendo
formados no haustério e aumentando em quantidade até o fim das avaliagdes. O teor de
amido no embrido/haustério aumentou exponencialmente a partir da protrusdo do peciolo
cotiledonar. Nao foi detectado amido pelo teste de lugol no endosperma. O teor de proteinas
decaiu continuamente no embrido/haustorio desde o inicio da embebi¢do, entretanto, ndo foi

alterado no endosperma. O teste de XP demonstrou perda de coloragdo dos corpos protéicos
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no embrido/haustoério ao longo do tempo. Os resultados sugerem que as enzimas estudadas
estdo principalmente envolvidas na mobilizagdo de mananos e/ou galactomananos do
endosperma apds a germinagdo. O embrido possuiu reservas que provéem energia para os
primeiros eventos metabolicos da germinag¢do. No endosperma, as reservas lipidicas e
protéicas ndo foram acessadas durante o periodo estudado, mas houve intensa degradacao
de polissacarideos de parede celular do endosperma lateral a partir da germinacdo no
sentido estrito. As modificagcdes bioquimicas e anatomicas citadas resultaram na formagao

de amido transiente no haustorio.
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ABSTRACT

BICALHO, Elisa Monteze, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July of 2011.
Germination and storage mobilization in macaw palm seeds (Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Martius) Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-advisers: Marilia
Contin Ventrella and Eduardo Euclides de Lima e Borges.

The aims of this work were to study the germination process of macaw palm seeds
through the activities of the enzymes B-mannanase and a-galactosidase, and quantify the
amount of mannan present in the endosperm cells. In addition, we studied the dynamics of
mobilization of lipid, protein and starch reserves by biochemical and histochemical
analysis. The seeds were submitted to a protocol to overcame the species dormancy (patent
application: PI0703180-7) and macaw palm germination process was followed up to 29
days. Analyses were performed in embryo / haustorium and lateral and micropylar
endosperm separately. The activities of the enzymes -mannanase and a-galactosidase were
performed by colorimetric methods in a spectrophotometer using guar gum and p-
nitrophenyl-D-galactopyranoside (pNPGal), as substrates, respectively. The content of
mannan was analysed by gas chromatography, the lipid by the gravimetric method in the
extraction apparatus, the starch by the phenol-sulfuric and soluble protein by Breadford
method. Histochemical tests were performed to corifosfina of pectin, cellulose material to
calcofluor, Sudan Black B for total lipids, lugol for detection of starch, XP for protein and
safrablau for staining and characterization. The activities of p-mannanase and o-
galactosidase were higher in the endosperm to the embryo / haustorium throughout the
germination period studied. The activities of both enzymes increased in the endosperm after
the protrusion of the cotyledon petiole but in the embryo / haustorium only the B-mannanase
activity increased. At the same time, the content of mannan reduced in the endosperm. The
lipid content reduced in the embryo from the protrusion of the cotyledon petiole, but
increased in the endosperm during the period studied. The Sudan Black B test showed a
reduction in number and size of lipid bodies in the embryo. Right after the protrusion of the
cotyledonary petiole were identified starch grains, marked with Lugol test, being formed in
the haustorium and increasing in quantity until the end of evaluations. In this phase the
starch content in the embryo / haustorium increased exponentially. The starch in the
endosperm was not identified by lugol histochimical test. The protein content decreased
continuously in the embryo / haustorium from the start of imbibition, however, has not
changed in the endosperm. The XP test showed qualitative loss of staining of protein bodies
in the embryo / haustorium over time. The results suggest that the two enzymes studied are

mainly involved in the mobilization of mannans and / or galactomannans of the endosperm
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after germination. The embryo possesses reserves that provide energy to the early metabolic
events of germination. In the endosperm, lipid and protein reserves have not been accessed
during the period studied, but there was intense degradation of cell wall polysaccharides

from the endosperm side of germination in the strict sense.



INTRODUCAO GERAL

1 - Contextualizacéo e justificativa

Estimativas do Governo Federal apostam no Brasil como potencial produtor de
biomassa destinada a produgdo de biocombustiveis. Por suas condi¢des de solo e clima,
0 pais retém vantagem comparativa de agregacao de valor a produ¢do priméaria. Diante
do cendrio atual de crescente demanda por combustiveis de fontes renovaveis, o Brasil
ganha, dessa forma, importancia socio-econdmica na medida em que investe em
programas de incentivo a produgdo e tecnologia de biocombustives.

Existe uma expectativa de producdo e utilizagao de plantas oleaginosas perenes
como fonte de matéria-prima, principalmente em paises de clima tropical como o Brasil.
Uma das espécies cogitadas ¢ a macauba (Acrocomia aculeata), que se destaca por ser
uma palmeira altamente produtiva e nativa.

A macauba ¢ uma espécie de ampla utilizacao, porém ¢ a propriedade oleaginosa
dos seus frutos e sementes que se destaca. Concentrados no mesocarpo € na améndoa
do fruto, e por possuirem propriedades diferentes, os 6leos t€ém vasta aplicagdo no setor
industrial e energético, atendendo a mercados consumidores distintos (Fortes e Baugh,
1999; Bora e Rocha, 2004).

Apesar de todo o potencial da macauba, poucos estudos foram finalizados com a
espécie, e 0 que se sabe ¢ que existe grande variabilidade genética entre as populacdes
naturais (Abreu et al., 2011). E necessario, portanto, que 4. aculeata seja domesticada
para producdo em grande escala, pois sua exploracdo ¢ feita somente de forma
extrativista e até o momento plantacdes comerciais sdo incipientes. Entretanto, a
propagagdo da espécie ocorre somente na forma de sementes, cuja germinagdo natural
lenta e heterogénea (até 3%), torna esse tipo de propagagdo economicamente inviavel.

Em 2007, a Universidade Federal de Vigosa desenvolveu um protocolo
laboratorial que eficientemente elevou este baixo indice de germinacdo de macauba aos
patamares de 60% (Motoike et al., 2007, registro de patente niumero PI0703180-7).
Apesar deste aumento na porcentagem, a sincronizagdo da germinagdo ainda é um
desafio. Portanto, para que esta questao seja sanada, ¢ essencial desenvolver estudos de
cunho bioquimico, anatomico e fisioldgico do processo germinativo de sementes de A.
aculeata. Informagdes acerca das enzimas-chave do processo germinativo, da dinamica

de mobilizacdo de reservas, da atuagdo de fitormonios, alinhados com estudos



histoloégicos, podem responder a esta demanda ao esclarecerem as restricdes inerentes a

germinagdo/dorméncia de sementes de 4. aculeata.

2 - Dorméncia e germinacdo de sementes de Arecaceae

A dorméncia em sementes € uma caracteristica inata as espécies que necessitam
sobreviver em situacdes adversas. Em suporte a esta premissa, consta a evidéncia de que
a origem evolutiva da dorméncia coincide com as mudangas climaticas que o planeta
Terra sofreu durante as eras geoldgicas (Hillhorst, 2007). Em sementes intactas e
vidveis, a dorméncia ¢ considerada um fendmeno de bloqueio a germinacdo sob
condi¢cdes favoraveis (Bewley, 1997), ou a capacidade de um dado gendtipo germinar
somente em uma faixa estreita de fatores ambientais (Baskin e Baskin, 2004). Esses
conceitos foram criados para populagdes de sementes, em relagdo as quais se definem
niveis de dorméncia. Entretanto, para sementes individuais, pode-se denominar a
dorméncia como um fenémeno de “sim ou nao” (Allen et al., 2007).

Baskin e Baskin (2004), baseados no esquema de dorméncia criado por
Nikolaeva (1977), dividiram o fendmeno em cinco classes, de acordo com o
impedimento predominante nas sementes: dorméncia fisiologica, morfoldgica,
morfofisiologica, fisica e fisico-fisiologica. Entretanto, as diferengas entre as cinco
classes podem ndo ser bem delimitadas, podendo haver sobreposi¢des de caracteristicas
entre elas. Dessa forma, Hilhorst (2007) sugere uma classificagdo com somente dois
niveis: dorméncia imposta pelo embrido, em que o mesmo nao ¢ capaz de germinar
mesmo que seja isolado do restante da estrutura da semente; e dorméncia imposta pelos
tecidos adjacentes ao embrido, em que a semente inteira ndo ¢ capaz de germinar, mas o
embrido germina em cultivo.

Viérios fatores podem estar relacionados a imposi¢ao da dorméncia em sementes
recém colhidas e permeaveis a dgua. Dentre eles, o mais provavel, segundo Hilhorst
(1995), ¢ o envolvimento do contetdo de acido abscisico (ABA) durante a maturagdo
das sementes na planta-mae. Todavia, tanto a manutengdo do estado de dorméncia como
a promocao da germinagdo sdo co-dependentes da interacdo entre os hormoénios e a
ativacdo génica (Kucera et al., 2005). O ABA tem papel crucial na manutencao da
dorméncia a medida que exerce regulacdo negativa. Giberelina ¢ requerida para
alongamento celular, superagdo de restrigdes do tegumento e inducdo do

enfraquecimento do endosperma. Brassinosterdides e etileno promovem a germinagao,



mas em muitas espécies € provavel que ambos atuem apos a dorméncia (Kucera et al.,
2005).

Dessa forma, diversos sdo os fatores internos as sementes que, juntamente com
as alteracdes ambientais, contribuem para a predominancia de um ou outro processo. De
acordo com o exposto, ¢ provavel que a imposicdo da dorméncia a dada populagao
esteja relacionada a fatores fisiologicos, exceto em casos de imaturidade embrionaria ou
existéncia de barreiras fisicas que impeg¢am a germinacao.

A superacao da dorméncia tem sido amplamente estudada e verificada para
espécies de interesse comercial como arroz (Cohn e Hughes, 1981; 1986), aveia (Adkins
et al., 1984), tabaco (Bove et al., 2005) e dendé¢ (Fondom et al., 2010), dentre outras.
Entretanto, para alguns grupos de plantas ainda ndo existe um modelo de estudo de
dorméncia ou germinag¢do, como € o caso das Arecaceae.

A propagacdo de palméceas para fins agrondmicos e ornamentais ocorre
basicamente na forma de sementes, com poucas excecdes como Phoenix dactylifera e
Rhapis spp, que se propagam vegetativamente e por cultura de tecidos, respectivamente
(Robinson, 2009). O tecido de reserva das sementes desse grupo ¢ o endosperma, que
prové a nutricdo e o crescimento inicial da plantula (Banks e Marcus, 1999). Muitas
espécies de palmeiras podem levar até cem dias para germinar com uma taxa de nao
mais que 20% de sucesso (Tomlinson, 1990).

Sementes de Arecaceae exibem dureza tipica que se deve a presenca de mananos
na parede celular do endosperma (Buckeridge et al., 2000), fato que pode estar
relacionado a lenta germinagdo e até¢ mesmo a dorméncia que acomete algumas espécies
do grupo. Dessa forma, o uso de métodos de superacdo de dorméncia e aceleragdo do
processo germinativo tem sido foco de estudo em Arecaceae.

Em Areca triandra, existe dorméncia exdgena imposta pelo pericarpo, que € a
maior barreira a germinagdo ¢ pode ser removida por escarificagdo mecanica. Estadios
quimicos como imersdo das sementes em solucdo de GAj3, KNO;3;, NaNO; e H,0,, e
estratificacdo foram eficientes na superacdo da dorméncia interna de sementes da
espécie, porém sem grande sucesso no aumento da porcentagem de germinagdo (Yang
et al., 2007). Em Howea forsteriana, Chin et al. (1988) estudaram a superacdao da
dorméncia por meio de imersdao das sementes em solugdes contendo solventes organicos
e GAj;. Os autores sugerem que os solventes sdo efetivos em transportar o acido

giberélico até o embrido, promovendo a germinagdo sem efeitos deletérios.



Sementes de progénies de Elaeis guineensis submetidas a estadios de calor por
sessenta dias sdo aptas a germinar por curto tempo, resultando em plantulas vigorosas
(Rees, 1962; Fondom et al., 2010). A germina¢do de Hyphaene thebaica ¢ induzida por
estadio prévio de escarificagdo mecanica, imersdo em agua em tempos distintos ou
estadios quimicos combinados antes da semeadura (Moussa et al., 1998). Em trabalho
realizado com sementes de Pritchardia remota, Pérez et al. (2008) relatam que a
germinagdo da espécie em questdo estd condicionada a uma dorméncia
morfofisiologica, que ¢ superada ap6s remocdo do endocarpo ou opérculo, seguido por
incubacdo em altas temperaturas (25 a 35°C).

Como se pode perceber, os mecanismos e processos de germinacao e dorméncia
de sementes de palmeiras sdo pouco compreendidos (Orozco-Segovia et al., 2003). O
que se sabe, na verdade, ¢ que algumas espécies necessitam de poucos dias para
completar o processo germinativo enquanto outras podem levar até dois anos para
iniciar o processo, como A. aculeata (Ellis et al., 1985), ou até mesmo cinco anos, como
Chamaedorea seifrizii (Wagner, 1982).

Apoés a germinagdo, o endosperma de Arecaceae prové o crescimento inicial da
plantula. O tipo de desenvolvimento da plantula envolve trés categorias: remota ligular,
remota tubular e adjacente ligular (Tomlinson, 1990; Meerow, 2004; Henderson, 2006).
A germinacdo da macatba ¢ do tipo remota ligular, em que a primeira estrutura que
emerge da semente ¢ o peciolo cotiledonar, estrutura que mantém a conexdao com a

plantula que se desenvolve a certa distancia da semente.

3 - Aspectos fisioldgicos e bioquimicos da germinacao

No que concerne a germinagao, de modo geral, a embebicao ¢ o fator primério e
iniciador do processo, pois a ativagdo metabolica das sementes s6 ¢ possivel por meio
da hidratagcdo dos tecidos (Bewley e Black, 1994). A embebicdo ¢ um processo fisico
guiado pelo potencial matrico das sementes e pode ocorrer tanto em sementes vivas
quanto em mortas (Nonogaki et al., 2007).

As sementes apresentam geralmente o padrio trifasico de embebigdo, em que
primeiramente se detecta a entrada passiva de 4gua nas sementes, aumento de respiracao
mitocondrial, reparagdo de DNA e transcricdo de novos mRNAs. Essa ¢ a chamada fase
I, em que o conteudo de dgua aumenta exponencialmente. Na fase II, com os tecidos
hidratados, hd expansdo e geragdo de potencial de crescimento do embrido. A fase III ¢

inaugurada pela emergéncia da radicula, que marca a germinagdo no sentido estrito. Os



eventos que ocorrem apos a emergéncia da radicula sdo denominados pos-germinativos
(Bewley e Black, 1994; Gui Ferreira e Borghetti, 2004; Nonogaki et al., 2007).

Porém, existem alguns eventos que antecedem e proporcionam a protrusiao
radicular. Um deles, e talvez o mais importante, ¢ o enfraquecimento do endosperma
micropilar, tecido localizado entre o tegumento e a radicula do embrido. Em algumas
espécies, esse tecido ¢ responsavel por causar o impedimento fisico & germinacao (Gong
et al., 2005; Davide et al., 2008; Veiga et al., 2007). Existem algumas hidrolases de
parede celular que sdo responsaveis pelo enfraquecimento desse tecido e pela
mobilizagdo de polissacarideos de reserva de parede, como mananos. A presenca desses
polimeros em sementes de palmeiras e café, por exemplo, tem sido relacionada a
extrema dureza e resisténcia a danos mecanicos (Buckeridge et al. 2000). Polimeros de
manose constituem a maior reserva de hemicelulose presente na parede celular dos
tecidos adjacentes ao embrido de sementes que exibem dorméncia tegumentar (Bewley
1997).

Segundo Sugimuma e Murakami (1990), as hidrolases de parede podem ser
sintetizadas pelo haustdrio e secretadas dentro do endosperma, ou sintetizadas de novo
no endosperma por meio de um sinal de origem do haustério, ou ainda serem pré-
existentes e ativas no endosperma ou somente serem ativadas por algum sinal de origem
do haustorio.

Segundo Reid e Méier (1973), a degradagdo de galactomananos de parede
celular requer a presenga de trés enzimas que atuam cooperativamente: endo-f3-
mananase, [3-manosidase e a-galactosidase. A enzima endo-B-mananase realiza a
hidrélise de mananos, glucomananos e galactomananos (Bewley e Black, 1994). A
endo-Bf-mananase tem sido atribuido o papel de liberar sementes da dorméncia por meio
do enfraquecimento do endosperma micropilar (Bewley, 1997) e de ser fundamental na
mobilizagdo de mananos, especialmente em relacdo ao mecanismo de acdo dos
hormdnios ABA e giberelina (Buckeridge et al., 2000). Entretanto, Gong et al. (2005)
detectaram atividade da endo-B-mananase apds a protrusdo da radicula e sugerem que a
emergéncia de embrides estd relacionada a estrutura da parede celular do endosperma
micropilar e ndo a atividade dessa enzima. Existe, ainda, a hipdtese de que a enzima
tenha uma dupla fun¢do na germinag¢do. Em trabalho com Sesbania virgata, Lisboa et
al. (2006) detectaram dois picos de atividade da endo-Bf-mananase, um durante a
protrusdao da radicula, e o segundo pico associado com o periodo de mobilizacao de

reservas. Nonogaki et al. (2000) detectaram diferentes isoformas da enzima em



tomateiro sendo expressas seqiiencialmente em diferentes partes do endosperma,
inicialmente no endosperma micropilar e subseqlientemente no endosperma lateral.
Provavelmente a expressdo diferencial se deva a presenca de dois genes, LeMANI, cuja
expressdo ¢ restrita ao endosperma lateral, ¢ LeMANZ2, restrito ao endosperma
micropilar (Nonogaki et al., 2007). Veiga et al. (2007) detectaram aumento da atividade
da enzima endo-B-mananase durante o armazenamento de sementes de cafeeiro (Coffea
arabica). Segundo os autores, a enzima ¢ sintetizada a medida que as sementes avangam
dos estadios de desenvolvimento para o estadio germinativo. Giorgini ¢ Comoli (1996)
em trabalho com sementes de Coffea arabica, s6 detectaram atividade da endo-f-
mananase no embrido em periodo apds a protrusdo da radicula. A enzima nao teve
atividade detectada em endospermas isolados, o que sugere que a producdo de
mananases requer a presenca do embrido.

A enzima a-galactosidase atua liberando cadeias laterais de galactose em
mananos de parede celular (Bewley e Black, 1994). Entretanto, essa enzima tem funcao
ampla ndo somente em tecidos vegetais, hidrolisando cadeias laterais de galactose em
uma gama de tecidos (Feurtado et al., 2001). Em sementes, a enzima possui fun¢do
constitutiva, estando presente desde a embebicao até a emergéncia (Nonogaki et al.,
2007). Em sementes de tomateiro, esta presente no embrido, endosperma lateral e
micropilar. No embrido provavelmente estd envolvida na mobilizagdo de
oligossacarideos da série da rafinose. No endosperma provavelmente possui fungdo
constitutiva, com aumento de atividade posterior ao aumento de atividade da endo-f3-
mananase ou B-manosidase (Feurtado et al., 2001). Segundo Tonini et al. (2010), a a-
galactosidase ¢ produzida principalmente durante a maturacdo da semente e pode ser
ativada somente apds a germinagdo por processo hidrolitico. Além disso, os autores
sugerem uma relagdo entre degradacdo de proteinas e galactomananos por meio de
enzimas hidroliticas como forma de balancear a relagdo carbono/nitrogénio no
desenvolvimento da plantula. A atividade da a-galactosidase ndo esta sob a regulagdo de
hormdnios como ABA e giberelina tampouco ¢ inibida em situagdes de baixo potencial
osmotico ou por luz vermelho distante (Nonogaki et al., 2007).

Além de ABA e giberelina, outros hormdnios podem estar relacionados a
germinagdo de forma geral. Etileno pode regular a sintese de uma classe de B-1,3-
glucanase em sementes de tabaco (Leubner-Metzger et al., 1998), 6xido nitrico estimula

a germinacdo em sementes responsivas a luz (Beligni e Lamattina, 2000) e



brassinosterdides podem estar envolvidos no alongamento e divisao celular de
Arabdopsis (Steber e McCourt, 2001).

Modelos e mecanismos de atuacdo dos principais hormoénios e enzimas
envolvidos na germinacdo sdo bem estabelecidos para plantas-modelo (Arabdopsis,
Solanum lycopersicum, Coffea sp, Nicotiana sp, Lactuca sativa e Daucus carota, por

exemplo), e pouco se pode dizer em relacdo as espécies de dificil germinacao.

4 - Eventos pds-germinativos: mobilizacédo de reservas e estudos histoquimicos

Carboidratos, lipideos e proteinas perfazem a maior parte das reservas de
sementes em geral, armazenadas em cotilédones, nas exoalbuminosas, ou em
endospermas, nas albuminosas. Em Euterpe edulis, além das tipicas reservas,
encontram-se também mananos como reservas insoliveis na parede celular (Panza et
al., 2004). Sementes de Phoenix dactylifera contém a maior parte das reservas na forma
de proteinas, perfazendo 54% do colilédone e 11% do endosperma. Porém, 65% do
endosperma sdo constituidos de parede celular, sendo, portanto, a reserva majoritaria
dessa semente (Sekhar e DeMason, 1988). Entretanto, corpos lipidicos, fibras protéicas
cristalinas e corpos eletrondensos no vactiolo de P. dactylifera sdo proeminentes
(DeMason e Thomson, 1981).

Na familia das Arecaceae ¢ comum o embrido conter grande porcentagem de
reserva que prové energia para a germinagdo e para 0s eventos primarios desse
processo. O parénquima cotiledonar do embrido de Washingtonia filifera ¢ composto
por 43% de corpos protéicos e 25% por corpos lipidicos (DeMason, 1988). Estudos
histoquimicos realizados em endosperma e embrido de sementes de macatba (4.
aculeata) revelaram presenga abundante de corpos protéicos e corpos lipidicos e
auséncia de grao de amido, além de proeminente parede celular provavelmente
composta de mananos ou galactomananos (Moura et al. 2010). Também no trabalho de
Corte et al. (2009), testes histoquimicos foram essenciais para a detec¢do das principais
reservas em cotilédones de Caesalpinia peltophoroides e sua organizacao celular.

Em Elaeis guineensis, a propor¢do de carboidratos insoluveis e lipideos sdo de
36% e 47% respectivamente segundo Alang et al. (1988). Nesse trabalho, os autores
relatam que a degradacdo de galactomananos, componente da segunda maior reserva da
semente, ¢ utilizada mais rapidamente que os lipideos durante o processo germinativo.
Esses dados corroboram com o trabalho de Oo e Stumpf (1983), também realizado com

dendezeiro.



Carboidratos e polissacarideos de reserva de parede celular sao agucares nao
redutores de baixa atividade osmotica e alta atividade matrica, uma vez que possuem
niveis diferentes de solubilidade em &4gua. Tornam-se reservas convenientes para a
célula apos agdo de hidrolases de parede celular (Buckeridge et al., 2000). Os lipidios
sdo reservas energéticas inertes e que necessitam de maior numero de etapas
metabolicas para se tornarem energia pronta para a utilizagdo da célula (Bewley e
Black, 1994). Durante a germina¢do de sementes de coco (Cocos nucifera) o embrido
metaboliza e estoca carboidratos do endosperma na forma de amido no haustdrio,
provavelmente para ser utilizado durante o processo germinativo e crescimento de
plantula (Balasubramaniam et al., 1973). Proteinas soluveis sdo consumidas a medida
que esqueletos carbonicos, compostos nitrogenados como enzimas e aminoacidos sdo
requeridos pelo embrido ou plantula em crescimento (Bewley e Black, 1994).

Testes histoquimicos foram eficientes na detec¢do de mobilizagdo das reservas
de sementes de Yucca (Horner e Arnott, 1966). Por meio de andlise anatomica e
histoquimica, os autores observaram que houve redu¢do do nimero de corpos protéicos
e lipidicos durante o processo de germinagdo, bem como a formag¢ao de graos de amido
a partir do segundo dia de embebigdo. Quanto a mobilizacdo de reservas de cotilédones
de C. peltophoroides, a analise anatomica e histoquimica demonstraram que a reserva
lipidica foi gradualmente reduzida a partir de 20 dias apos a semeadura, periodo em que
o primeiro par de folhas estava completamente aberto. Quanto aos corpos protéicos, foi
observado aos 10 dias apos a semeadura, que estes tiveram desarranjo no padrio
globular inicial e, ao final do processo, o material protéico foi digerido e desapareceu.
Graos de amido foram diagnosticados até os 20 dias apos a semeadura, sendo a primeira
reserva a ser consumida no processo (Corte et al., 2006; Corte et al.; 2008). Dessa
forma, estudos histoquimicos sdo de extrema importancia para estudos de mobiliza¢ao

de reservas de sementes.

5 — Objetivos gerais

A proposta desse trabalho foi investigar e compreender a dindmica bioquimica,
anatomica e fisioldégica da germinacdo de sementes de macauba submetidas ao
protocolo de superagdo de dorméncia de Motoike et al. (2007). Pretendeu-se tracar um
perfil da atividade de enzimas-chave no processo germinativo e da mobilizagdo de
reservas do embrido e endosperma, desde a embebig¢do até o crescimento inicial da

plantula.
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CAPITULO |

Atividades de enzimas degradativas de mananos e mobilizacdo de polissacarideos
de parede celular de sementes de Acrocomia aculeata (Arecaceae) durante a

germinacao

Resumo

Este trabalho traz pela primeira vez informacdes a respeito da dinamica bioquimica,
morfoanatomica e fisiolégica da germinacdo de sementes de Acrocomia aculeata
(macauba). Sementes de macauba submetidas ao protocolo de superagao de dorméncia
(registro de patente: P1I0703180-7) foram coletadas em nove estadios durante o periodo
germinativo e crescimento inicial da plantula, desde a embebicdo até a eminéncia da
parte aérea. Amostras frescas de embrido ou haustério e endosperma adjacente ao
embrido foram processadas separadamente para os ensaios enzimaticos de degradagao
de mananos (B-mananase, 3-manosidase e a-galactosidase), além de estudos anatdmicos
e histoquimicos. Amostras de endosperma lateral foram coletadas a partir da protrusdo
do peciolo cotiledonar para quantificagdo do teor de mananos. As atividades de [-
mananase, B-manosidase e o-galactosidase aumentaram no endosperma a partir da
protrusdo do peciolo cotiledonar a medida que o teor de mananos foi reduzido. No
embrido, apesar da menor atividade, a B-mananase apresentou a mesma tendéncia
observada no endosperma. A a-galactosidase ndo apresentou aumento significativo no
embrido durante o processo germinativo, o que sugere fungdo constitutiva. O teste
histoquimico para pectina evidenciou o espessamento inicial e degradagdo celular do
endosperma adjacente durante o processo germinativo. Além disso, demonstrou a perda
de material péctico a medida que polissacarideos de parede celular foram mobilizados.
Os dados sugerem que as enzimas [-mananase, -manosidase e a-galactosidase nao
estdo diretamente relacionadas ao enfraquecimento do endosperma micropilar de
sementes de 4. aculeata, mas atuam mobilizando polissacarideos de reserva de parede

celular do endosperma.

Palavras-chave: -mananase, -manosidase, a-galactosidase, mananos,

galactomananos, corifosfina, safrablau.
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Introducéo

A macauba, Acrocomia aculeata, ¢ uma planta da familia Arecaceae cujo
interesse comercial estd no alto teor lipidico da polpa do fruto e da semente. O teor de
6leo pode alcancar 60% no mesocarpo ¢ 38 a 45% na semente. Entretanto, as
propriedades e constituicao de ambos diferem entre si, podendo o 6leo do mesocarpo ser
destinado ao setor energético e o da semente as industrias de cosméticos (Bora e Rocha,
2004; Hiane, 2006).

As sementes de macauba sdo de dificil germinag¢do, que por vias naturais
chega somente a 3% em um ano (Ellis et al.,, 1985) e a espécie ndo apresenta
propagacdo vegetativa evidente. Para a exploragdao em escala comercial dessa espécie,
sdo necessarios programas de melhoramento genético para desenvolver cultivares
superiores de alta produgdo. Dessa forma, ampliou-se a propagagdo da espécie
aumentando a porcentagem de germinacdo. Foi desenvolvido um protocolo de
superagdo de dorméncia de Arecaceae do género Acrocomia, que elevou a taxa de
germinagdo para uma faixa entre 40 e 60% (Motoike et al., 2007. Registro de patente:
PI0703180-7). Porém, o processo germinativo de macauba ainda conta com muitos
desafios, principalmente de variabilidade da taxa de germinacao.

Sementes de Arecaceae, de forma geral, contém mananos e/ou galactomananos
nas paredes de células do endosperma lateral e micropilar que conferem dureza e, ao
mesmo tempo, atuam como protecdo mecanica antes e durante o processo germinativo
(Buckeridge et al., 2000; Buckeridge, 2010). Galactomananos estdo presentes em
células do endosperma de Elaeis guineensis como segunda maior reserva (Alang et al.,
1988). Células do endosperma de A. aculeata, possuem paredes espessadas, nao
celulodsicas e ndo lignificadas, constituidas por carboidratos insoluveis de reserva, como
demonstrado por meio de testes histoquimicos no trabalho de Moura et al. (2010). A
estrutura da parede celular do endosperma de Phoenix dactylifera (DeMason et al.,
1983) e Washingtonia filifera (DeMason, 1986), composta majoritariamente de
mananos, também foi demonstrada por meio da histoquimica.

Durante a germinagdo no sentido estrito, trés enzimas podem atuar
concomitantemente degradando galactomananos e enfraquecendo o endosperma para a
protrusdo da radicula: B-mananase, a-galactosidase e P-manosidase (Reid e Méier,
1973). A B-mananase hidrolisa ao acaso ligagdes (1—4) nos polimeros de mananos
(Bewley e Black, 1994). A atuagdo da P-mananase pode ser relacionada ao

enfraquecimento do endosperma micropilar durante a protrusdo da radicula (Bewley,
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1997), a mobilizacao de reservas de parede celular (Gong et al., 2005) ou a ambos os
momentos, demonstrando papel duplo (Lisboa et al., 2006). A enzima a-galactosidase
remove cadeias laterais de galactose ligadas por meio de ligagdes a(l1—6) a cadeia
principal de mananos (Nonogaki et al., 2007). A enzima apresenta funcdo constitutiva,
estando presente desde a embebicao até a completa germinagao (Nonogaki et al. 2007).
A enzima B-manosidase atua hidrolisando extremidades ndo redutoras de residuos de -
D-manose em oligomananos liberados ap6s a atividade de B-mananase e a-galactosidase
(Nonogaki et al., 2007; Mo e Bewley, 2003).

Esse trabalho objetivou relacionar as atividades das enzimas B-mananase, [-
manosidase e o-galactosidase com modificacdes anatomicas, histoquimicas e
bioquimicas do teor de mananos do endosperma de sementes de macaiba durante o

processo germinativo.

Material e Métodos

Material, amostragem e germinagdo das sementes

Sementes obtidas de frutos provenientes de macigos naturais de macauba de
Montes Claros (MG), safra 2008/2009, foram utilizadas nesse trabalho. Os frutos foram
despolpados, secos a temperatura ambiente e tiveram o endocarpo quebrado com auxilio
de um torno mecanico. As sementes foram processadas no Laboratério de Pesquisas da
Acrotech Sementes e Reflorestamento.

O processamento e a analise do embrido ou haustério e endosperma foram
realizados separadamente nos estadios propostos. Para analises de endosperma, utilizou-
se o tecido adjacente ao embrido ou haustorio por ser a regido mais prontamente
acessada durante a germinagao. As amostras foram coletadas ao longo do tempo durante
0 processo germinativo de macauba submetido ao protocolo de superacdo de dorméncia
de Motoike et al. (2007). O protocolo consta de uma etapa de desinfestacdo em solugdo
de hipoclorito de sédio seguida de seis dias de embebicdo em solugdo de peroxido de
hidrogénio. Ao final da embebigdo, as sementes sdo escarificadas mecanicamente na
regido da micropila e imersas em solu¢do de acido giberélico. Acompanhou-se a
germinagdo de sementes de macauba desde a desinfestacdo e embebigdo até o 29° dia e
foram coletados nove estadios diferentes. Os estadios equivalem a etapas do protocolo e

do desenvolvimento inicial da plantula (Tabela 1).
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Até o estadio sete foram coletados todos os embrides intactos, inclusive aqueles
com peciolo cotiledonar em processo de alongamento. Nos estadios 8 e 9, o haustorio

foi utilizado nas analises.

Tabela 1. Descri¢do dos estadios germinativos de sementes de macauba utilizados nas
analises.

Dias do processo

Estadio germinativo Etapa do Protocolo

I 0 Anterior a desinfestacao
I 0,5 12 horas em solu¢do de hipoclorito

I 2,5 2 dias em solucao de perdxido de hidrogénio
v 4,5 4 dias em solugdo de peréxido de hidrogénio
A" 6,5 6 dias em solucdo de peroxido de hidrogénio
VI 9,5 3 dias apds a escarificagdo

VII 12,5 6 dias apos escarificagdo

VIII 21,5 15 dias apos a escarificagdo

IX 29 21 dias apos a escarificagdo

Teor de agua e curva de embebicdo

O teor de 4gua inicial das sementes foi determinado por método de estufa a
105+3°C (Brasil, 2009) utilizando-se quatro repeticdes de oito sementes intactas. Para a
determinagdo do ganho didrio de 4agua, as sementes foram submetidas ao protocolo de
superacao de dorméncia de Motoike et al. (2007) e pesadas a cada 24 horas durante os
primeiros 14 dias do processo germinativo. Foram utilizadas oito repetigdes de oito

sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem de agua.

Preparo do extrato enzimatico

O extrato enzimatico foi preparado a partir de endosperma e embrido ou
haustério congelados, separadamente. Foram homogeneizados 0,1 grama por repeti¢dao
do material vegetal em gral sobre gelo, utilizando 1,5 mL de tampao acetato de sodio
100 mM, pH 5. As amostras foram centrifugadas a 9000 g por 20 minutos a 4° C em
microcentrifuga refrigerada. O sobrenadante constituiu o extrato enzimatico e serviu

como fonte de f-mananase e a-galactosidase.

Atividade degradativa de mananos
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Para determinar qual o tempo ideal do ensaio de f-mananase e f-manosidase,
estudou-se a atividade em relagdo ao tempo. O ensaio consistiu de 700 pL de substrato
goma-guar (Sigma®) 0,5% e 300 pL de extrato enzimatico. As amostras foram
incubadas em banho termostatico a 37 °C e retiradas a cada trés minutos durante 30
minutos. A reacdo foi paralisada pela adicao de 1 mL de acido dinitrossalicilico, DNS,
(Miller, 1959) 1% e fervida durante cinco minutos. Foi realizada leitura em
espectrofotometro a 550 nm, conforme o protocolo de Gusakov et al. (2011) com
adaptacdes. A quantificagdo de agucares redutores (AR) liberados foi realizada
utilizando-se curva padrao de 0,01 a 0,09 ng de glicose.

Apo6s determinado o tempo ideal de ensaio enzimatico, prosseguiu-se ao ensaio
padrao para cada estddio, com 30 minutos de ensaio. Uma unidade da enzima foi
definida como a quantidade equivalente de agucares redutores liberados por 30 minutos

por grama de matéria fresca, nas condi¢des do ensaio.

Ensaio da a-galactosidase

O ensaio para determinagdo da atividade dessa enzima seguiu protocolo
proposto por Guimaraes et al. (2001). O ensaio foi composto por 250 uL de substrato
pNPGal (para-nitrofenil a-D-galactopiranosideo) 2 mM, 730 uL de tampao de extragdo
(acetato de s6dio 0,1 M, pH 5) e 20 puL de extrato enzimatico. As amostras foram
incubadas em banho termostatico a 37 °C por 15 minutos. A reagdo foi paralisada com 1
mL de carbonato de sodio (Na,CO;) 0,5 M para posterior leitura a 410 nm. A
quantidade de pNP produzido foi avaliado usando curva padrao de 0 a 0,16 pmol de
pNP. Uma unidade da enzima foi definida como o equivalente necessario para produzir

um pmol de p-nitrofenol por minuto por grama de matéria fresca.

Determinac¢do de mananos

A partir da protrusdo do peciolo cotiledonar, o endosperma lateral de sementes
dos estadios seis a nove foi coletado para determinacdo de mananos. As amostras foram
secas em estufa a 45 °C por 24 horas e trituradas. Foram utilizadas trés repeti¢des de
trés gramas por estddio. A extracdo foi feita com agua deionizada em banho
termostatico a 90°C por 2 horas. Em seguida foram filtradas e diluidas em alcool etilico
concentrado, na propor¢do de 3:1, e armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C por 24 horas
para aglutinacdo dos mananos. O material foi novamente filtrado e liofilizado por 6

horas. A digestdo dos mananos foi feita com acido trifluoroacético 2 M em autoclave a
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120 °C e 1,5 atm por uma hora. A neutralizagdo foi realizada com hidroxido de amonio
2,5 M em centrifuga a 9000 g por 10 minutos. As amostras foram novamente
liofilizadas e ressuspendidas com agua destilada. A derivatizacdo das amostras seguiu
método alditol-acetato (Englyst e Cummings, 1984). Os cromatogramas foram obtidos
em cromatdgrafo Shimadzu, modelo CG 14AS, com o uso de coluna capilar Shimadzu,
comprimento 50m. A temperatura da coluna foi de 220°C, a do injetor de 250°C e a do
detector de 275°C. Foram utilizadas manose e galactose (Sigma®) a 0,5 ¢ 1,0 mg.mL"
como padrdes. O teor de monossacarideos encontrados individualmente em cada estadio
amostrado nessa etapa foi somado para compor o teor total de mananos. Os dados foram
submetidos ao fator de correcao 0,93 para ligagdes glicosidicas (FAO, 2000). Os

resultados foram expressos em miligramas de mananos por grama de matéria seca.

Analise anatomica e histoquimica

O embrido ou haustorio e o endosperma adjacente foram coletados nos estadios
propostos na Tabela 1 e fixados em formalina neutra tamponada (FNT) por 48 horas
para posterior processamento. Sec¢des coradas com azul de Astra e safranina (safrablau
19:1) (Gerlach, 1969) foram utilizadas para analise estrutural. Foi realizado o teste
histoquimico com o fluorocromo corifosfina (Ueda e Yoshioka, 1976) para pectina,
como forma de detectar modifica¢des na parede celular durante o processo germinativo
de sementes de macauba.

As amostras foram desidratadas em série butilica e emblocadas em parafina
(Histosec®). Foram seccionadas longitudinal e transversalmente em micrétomo rotativo
(Spencer 820) com 10um de espessura. As seccdes foram desparafinizadas em série
xilolica, coradas com safrablau ¢ montadas em resina sintética (Permount®), ou
submetidas ao teste histoquimico e montadas em agua. As imagens foram obtidas
utilizando microscopio de luz Olympus (AX-70) equipado com sistema U-Photo e o
programa Spot-Basic. Os fluorocromos foram observados por meio de sistema de
epifluorescéncia equipado com filtro UV (WU:330-385 nm), um espelho dicroico (400

nm) e um filtro de barreira (420 nm).

Resultados

Descri¢do morfologica dos estadios
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O estadio I (Figura 1A) corresponde ao tempo inicial do processo germinativo
estudado. A semente intacta ¢ recoberta pelo tegumento, de coloragdo marrom escura.
Em seccdo longitudinal, o endosperma apresentou coloracdo esbranquicada, semelhante
a parafina, e proeminente cavidade interna que é conectada fisicamente a cavidade que
abriga o embrido. Nessa fase o embrido pode ser facilmente destacado do endosperma
que o circunda, estando conectado fisicamente apenas pelo endosperma micropilar. O
endosperma micropilar ¢ um tecido constituido por células de paredes espessas, situado
entre a regido proximal do embrido e o tegumento da regido micropilar.

Com o aumento gradativo do teor de 4gua observado nos estadios II, III, IV e V,
foi observado que embrido e endosperma aumentaram de volume consideravelmente
sem alterar a aparéncia externa da semente. Os estadios II a IV foram omitidos por nao
apresentarem modificagdes morfoldgicas consideraveis. A absorcdo maciga de agua
culminou, conforme mostrado em sec¢do longitudinal da semente no estadio V (Figura
1B), em mudanga de coloracao do endosperma para branco gelo. Observou-se também
que a cavidade interna da semente foi reduzida. No final do estadio V, houve a retirada
manual do endosperma micropilar, seguindo o protocolo de Motoike et al. (2007).

No estadio VI (Figura 1C) foi constatado o alongamento do peciolo cotiledonar
em torno de 2 mm para fora da semente. Esse evento foi considerado como germinagao
no sentido estrito, conforme adotado por Ribeiro et al. (2011). Além da protrusdao do
peciolo cotiledonar no embrido, ndo foram constatadas alteragdes morfoldgicas no
endosperma nesse estadio.

O estadio VII (Figura 1D) apresentou peciolo cotiledonar mais alongado, com
cerca de 5 a 7 mm de comprimento. O endosperma nao apresentou modificagdes
morfolédgicas nesse estadio.

O estadio VIII (Figura 1E) foi marcado pelo surgimento da radicula. Nessa fase,
o peciolo cotiledonar apresentava de 1,0 a 1,2 centimetros de comprimento. Na
extremidade oposta a radicula, o haustorio se apresentou desenvolvido e maior que nos
estadios anteriores, além de superficie com invagina¢des proeminentes. No entorno do
haustério o endosperma apresentou sinais de degradagdo e coloragcdo menos intensa que
o endosperma residual.

O estadio IX (Figura 1F) foi caracterizado pela presenga de plimula pro-
eminente, com peciolo cotiledonar com cerca de 1,0 a 1,2 cm e a radicula 0,3 a 0,5 cm

de comprimento. Nesse estadio o haustdrio apresentou aparéncia esponjosa € ocupava
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grande parte do interior da semente. O endosperma ao redor do haustério apresentou

intensos sinais de degradacao.

Curva de embebicdo

As sementes de macauba apresentaram teor médio de dgua de 6,22% na base
umida. O aumento crescente no teor de dgua ocorreu até¢ o 8° dia de avaliacdo (fase I).
Do oitavo ao 14° dia o teor de 4gua ndo aumentou significativamente, caracterizando a
fase II (Figura 2).

Trés dias apos a escarificagdo mecanica na regido da micrépila, houve a
protrusdo do peciolo cotiledonar, caracterizado como critério para a germinagdo no
sentido estrito. Esse evento ocorreu, em pelo menos 50% das sementes, no 9° dia da

curva de embebigao.

Ensaio das enzimas degradativas de mananos

Ao longo do processo germinativo, a atividade da 3-mananase e 3-manosidase
iniciou em torno de 11 e 22 pmols AR.30min".g" (estadio 1) em embrido e
endosperma, respectivamente. Do estddio I ao V houve redugdo para 1,4 pumols
AR.30min".g" no endosperma, com ponto de minimo no grafico em 6,5 dias de
embebicdo. A atividade das enzimas no endosperma foi superior a atividade no embrido
e haustério em todos os pontos avaliados. Somente ap6s a protrusdo do peciolo
cotiledonar (estddio VI, 3 a 6 dias apds a escarificacdo) detectou-se aumento
exponencial na atividade das enzimas em ambos os tecidos chegando a 36 ¢ 66 umols.
AR.30min".g"" em haustorio e endosperma, respectivamente (Figura 3).

A atividade da enzima a-galactosidase apresentou resposta semelhante as demais
em todos os pontos, sendo maior no endosperma micropilar e lateral que no
embrido/haustorio. Até o estadio VII, a atividade dessa enzima foi em torno de 0,2 ¢ 0,3
umols pNP.mL™'.g. min"'. Somente a partir da protrusio e inicio de alongamento do
peciolo cotiledonar houve aumento na atividade da a-galactosidase chegando a 0,8

umols pNP.mL".min™ no estadio IX (Figura 4).

Determinacdo de mananos
Manose ¢ galactose foram os monossacarideos detectados pelo método
empregado. O teor inicial de mananos e/ou galactomananos foi em média de 30 mg.g™

de matéria seca logo apds a protrusdo do peciolo cotiledonar, que marca a germinagao
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no sentido estrito. Aos 12 dias do processo germinativo, houve uma queda do teor de
mananos para média de 3,0 mg.g”" MS, estabilizando em torno de 5 mg.g" de MS de

endosperma (Figura 5).

Andlise histologica

A coloracdo com safrablau em secgdes longitudinais de embrido ou haustério e
endosperma adjacente (Figura 6) representou as transformagdes morfoanatomicas que
esses tecidos sofreram durante o periodo germinativo. Do estadio I para o V (Figura 6A
e B), devido ao aumento no contetido de dgua, houve aumento no volume celular. No
estadio VI (Figura 6C), o peciolo cotiledonar iniciou o processo de alongamento, que se
estendeu pelos estadios VII (Figura 6D) e VIII (Figura 6E), culminando com o
aparecimento da radicula. A coloragdo de embrido e endosperma dos estadios I ao VIII
(Figura 6A, B, C, D ¢ E) foi homogénea. No estadio IX (Figura 6F), o endosperma
adjacente apresentou pouca intensidade de coloragdo, demonstrando perda de estrutura
de parede celular.

O teste histoquimico de corifosfina, que detecta de cor laranja substancias
pécticas, evidenciou modificagdes no endosperma lateral ¢ no embrido e haustorio
decorrentes do processo germinativo de macatuba (Figura 7). No estadio I, o embrido
apresentou células isodiamétricas com parede celular delgada e contetido evidente. As
c¢lulas do endosperma apresentaram parede pronunciada, rica em substancias pécticas e
conteudo celular pouco evidente (Figura 7A, B). No endosperma micropilar, foi
observado que as células possuem parede espessa, pobres em pectinas e formam de
quatro a seis camadas com pouco contetido celular (Figura 7A). Durante a embebi¢do
(estadios Il a V), as células tanto do embrido quanto do endosperma lateral e micropilar
tornaram-se turgidas. Entretanto, esse fato ndo acarretou em modifica¢des histoquimicas
na parede celular do endosperma, mas no embrido o conteudo celular sofreu alteragdes
(Figura 7C). Nos estadios VI e VII (Figuras 7D e E, respectivamente), as células do
endosperma adjacente ainda estavam dotadas de substincias pécticas, mesmo que a
germinagdo no sentido estrito ja houvesse ocorrido. Somente nos estadios VIII e IX
(Figuras 7F e @G, respectivamente) as células do endosperma apresentaram
modificacdes. As células adjacentes ao haustério estavam degradadas e ausentes em
conteudo. A parede celular apresentou coloracdo verde e ndo laranja, o que indica que

houve degradagao ou mobilizagdo de substancias pécticas.
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Figura 1. Estadios do processo germinativo de macauba. A — estadio I. B — Estadio V.
C — Estadio VI. D — Estadio VII. E — Estadio VIII. F — Estadio IX. Barra: 0,5 cm. EB:
embrido; EN: endosperma; PC: peciolo cotiledonar; RA: radicula; PL: plimula pro-
eminente; HA: haustorio.
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Figura 2. Curva de embebi¢do de sementes de Acrocomia aculeata submetidas ao

protocolo de superacao de dorméncia de Motoike et al. (2007). As barras verticais sao
erros padrdo entre as repetigdes.
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Figura 3. Atividades combinadas das enzimas [-mananase ¢ [-manosidase no
embrido/haustorio e endosperma durante o processo germinativo de sementes de
macauba. Os dados possuem distribui¢do normal pela estatistica K-S e foram ajustados
ao modelo de regressdo linear quadratico pelo programa Sigma Plot® 10. As barras
verticais sdo erro padrio entre as repetigoes.

*** significativo a 0,1% de probabilidade.
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Figura 4. Atividade da enzima a-galactosidase no embrido/haustério e endosperma
durante o processo germinativo de sementes de macauba. Os dados possuem
distribui¢do normal pela estatisitca K-S e foram ajustados ao modelo de regressdo linear
quadratico para os dados de endosperma e cubido para os dados de embrido/haustério

pelo programa Sigma Plot” 10. As barras verticais sdo erro padrio entre as repeti¢des.
*#* significativo a 0,1% de probabilidade.
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Figura 5. Teor de mananos de endosperma lateral apds a germinagdo de sementes de

Acrocomia aculeata submetidas ao protocolo de superacdo de dorméncia de Motoike et
al. (2007). As barras verticais sdo erro padrao entre as repeticoes.
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Figura 6. Secgdes longitudinais dos estadios de germina¢do de sementes de macauba
coradas com safrablau. A — Estadio 1. B — Estadio V. C — Estadio VI. D — Estadio VII. E
— Estadio VIII. F — Estadio IX. Barra: 3 mm. EN: endosperma; EB: embrido.
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Figura 7. Secgoes longitudinais de sementes de macaiba submetidas ao teste
histoquimico de corifosfina. A — Embrido e endosperma adjacente no estadio I. O
retangulo branco indica a regido demonstrada nos demais estddios. B — Detalhe do
estadio I. C — Detalhe do estadio V. D — Detalhe do estadio VI. E — Detalhe do estadio
VIL. F — Detalhe do estadio VIII. G — Detalhe do estadio IX. Barras: A =500 um; Ba G
=100 um. PC: peciolo cotiledonar; HA: haustorio; EN: endosperma.
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Discusséo

As sementes de macauba utilizadas nesse estudo apresentaram teor de dgua na
base imida semelhante as ortodoxas, que podem sofrer desidratacdo até que o conteudo
de agua alcance cerca de 5% sem prejudicar sua viabilidade (Roberts e Ellis, 1988). O
baixo teor de agua inicial (6,22%) estd relacionado ao fato de que os lipidios serem a
reserva majoritaria de sementes de macatiba (dados apresentados no capitulo II).

A embebicdo das sementes ocorre em solugdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)
segundo o protocolo de Motoike et al. (2007). O tegumento de sementes de 4. aculeata
¢ mecanicamente fragil devido a presenca de células isodiamétricas com paredes finas e
ndo lignificadas (Moura et al., 2010). E provavel que as sementes de macaiba nio
apresentem restri¢cao tegumentar a entrada de agua, pois a embebicdo, apesar de lenta, ¢
evidente, facilitada pela adicdo de H,O,. A embebigdo das sementes de A. aculeata,
conforme tratadas segundo o protocolo de superacio de dorméncia em estudo,
apresentaram padrao bifasico de absorcao de agua. O padrao bifésico ¢ peculiar, sendo o
mais comum o trifasico, conforme proposto por Bewley e Black (1994). E provavel que
a retirada manual do endosperma micropilar apds o periodo de embebicao alivie a
pressdo interna do embrido exercida pela entrada de 4gua, culminando com a protrusao
do peciolo no inicio da fase II e ndo no inicio da fase III. Apesar de a germinagao
ocorrer, ndo quer dizer que embrido e endosperma estejam metabolicamente maduros e
prontos para a germinac¢do. Durante a embebigdo, héa reparo de cristas mitocondriais e
sintese de enzimas respiratdrias como citocromo c¢ oxidase, glicose-6-fosfato
desidrogenase, citocromo ¢ NADH redutase ¢ inclusive alcool desidrogenase (Mayer e
Shain, 1974), dentre outros reparos, como em RNAm e DNA, além de sintese de
enzimas hidrolases de parede celular (Nonogaki et al., 2007).

Com os resultados apresentados, pode-se inferir que o tipo de hemicelulose
existente na parede celular do endosperma de sementes de macatba ¢ galactomanano
combinado ou ndo com mananos puros. A deteccdo de manose e galactose e a atividade
de enzimas que degradam mananos, além do espessamento da parede celular do
endosperma, conforme Moura et al. (2010), sdo indicios para essa afirmacdo. A dureza
tipica de sementes de Arecaceae ¢ dada pela presenga de mananos e galactomananos nas
paredes celulares de endosperma (Buckeridge et al., 2000). Mananos foram detectados
também no endosperma de Euterpe edulis (Panza et al., 2004), Phoenix dactylifera
(DeMason et al., 1983) e Washingtonia filifera (DeMason, 1986), e galactomananos no

endosperma de Elaeis guineensis (Alang et al., 1987).
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No presente estudo, a atividade degradativa de mananos tanto no embrido quanto
no endosperma, foi pronunciada a partir do periodo pos-germinativo, inaugurado pela
protrusdo do peciolo cotiledonar (germinagdo no sentido estrito). Esses dados
corroboram com trabalhos de sementes de Lycopersicon esculentum (Nonogaki et al.,
2000) e de Trigonella foenum-graecum, Carum carvi, Cassia tora, Ceratonia siliqua,
Phoenix dactilyfera e Coffea arabica (Gong et al., 2005), em que a atividade da B-
mananase teve papel secunddrio na emergéncia dos embrides, evento diretamente
relacionado a estrutura da parede celular proxima a micrépila. Além disso, a atividade
de B-mananase e B-manosidase estdo correlacionadas, sugerindo uma atuagdo conjunta
(Mo e Bewley, 2003). Nas sementes de A. aculeata ndo hé evidéncias da existéncia de
regido com células de paredes menos espessadas em torno da micrdpila que permita a
germinagdo, ao contrario do trabalho de Gong et al. (2005). No presente trabalho, as
enzimas degradativas atuaram no periodo de mobilizagdo de reservas e ndao no
enfraquecimento do endosperma micropilar, que até o fim da embebicdo nao havia sido
rompido. Na germinacdo in situ de sementes de macauba, as atividades conjuntas das
enzimas -mananase, f-manosidase e a-galactosidase podem realizar o enfraquecimento
do endosperma micropilar. Outros trabalhos também relatam resposta semelhante as
sementes de macauba para a atividade de enzimas degradativas de mananos, como de
Coffea arabica (Giorgini e Comoli, 1996), Lycopersicon esculentum e Daucus carota
(Bewley, 1997), e Lactuca sativa (Nonogaki e Morohashi, 1999; Wang et al., 2004).

O teste histoquimico para pectinas (corifosfina) e a coloragdo com safrablau
correlacionaram qualitativamente a atividade das enzimas de degradacdo de mananos e
a reducdo no teor de mananos nos estadios pds-germinativos. Até o estadio VII, as
células do endosperma eram dotadas de substincias pécticas, com aspecto ndo
deteriorado. Os estadios VIII e IX foram os que apresentaram maiores modificagdes na
parede celular do endosperma, maiores atividades degradativas de mananos e menores
teores de mananos. As modificagdes representam perda de substancias pécticas e da
lamela média, indicando desorganizagdo e deterioracdo celular (Weis et al., 1988). O
aspecto deteriorado do endosperma adjacente nos estadios finais avaliados deve-se tanto
as modifica¢des bioquimicas quanto fisicas, devido a crescente expansdao do haustorio
(Alang et al., 1988).

A redug¢do no teor de mananos foi concomitante ao aumento das atividades da B-
mananase, [-manosidase e a-galactosidase, evidenciando a mobilizacdo de

polissacarideos de reserva de parede celular. E provavel que haja envolvimento de

29



celulases e pectinases na degradacdo de parede celular no endosperma devido as
modificacdes observadas no teste histoquimico. A reducdo na espessura da parede
celular também foi detectada em endosperma de sementes de FElaeis guineensis
concomitante a reducdo da porcentagem de carboidratos insoluveis e do aumento nas
atividades de a-galactosidase e PB-mananase (Alang et al., 1988). A degradacdo da
parede celular ¢ necessaria também para que as reservas do interior da célula, como
lipidios e proteinas, sejam acessadas por outras enzimas de mobilizagdo. A hidrélise de
mananos pelas enzimas -mananase e a-galactosidase libera manose e galactose que
servirdo de fonte de energia para o embrido em emergéncia (Bewley e Black, 1994).
Conforme galactomananos sdo degradados, amido transitorio ¢ formado no cotilédone
(dados apresentados no segundo capitulo), o que sugere uma relagdo entre os dois
fenomenos (Buckeridge e Dietrich, 1996). Em endosperma de sementes de Arecaceae, a
medida que mananos s3o lentamente degradados (DeMason et al., 1983), eles provéem
resisténcia mecanica ao embrido em desenvolvimento durante e apds a germinacao
(Buckeridge, 2010).

O aumento da atividade da f-mananase e -manosidase pode estar relacionado a
aplicacao de acido giberélico apds a retirada do endosperma micropilar, pois as
giberelinas sdo promotoras da germinacao por ativarem hidrolases de parede (Ni e
Bradford, 1993; Bewley, 1997). Esse fato corrobora com o trabalho de Ribeiro et al.
(2011), em que o tratamento mais eficiente para a superagao de dorméncia de sementes
de macauba foi a remog¢ao do tegumento opercular combinada com a aplica¢ao de alta
dose de GA;.

A atividade das enzimas degradativas de mananos foi mais pronunciada no
endosperma que no embrido/haustério durante todo o processo germinativo devido a
presenga de mananos (substrato) no endosperma. Além da presenca do substrato, pode
haver genes diferentes codificando para isoformas de -mananase e f-manosidase tanto
no embrido quanto no endosperma. De acordo com Nonogaki et al. (2000), a B-
mananase em sementes de tomateiro ¢ codificada por dois genes diferentes, um que s
se expressa no endosperma micropilar e outro que sé é expresso no endosperma lateral
ap6s a emergéncia da radicula. Em Arabdopsis thaliana ha expressao de genes de B-
mananase tanto no endosperma lateral e micropilar quanto na radicula apds a
germinagdo (Iglesias-Fernandez et al., 2011). Dessa forma, ¢ possivel que existam genes

que codifiquem mananases especificas de embrido/haustorio que sdo sintetizadas de
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novo durante a germinagdo (Nonogaki et al., 2000) ou que as enzimas ja estejam
presentes de forma inativa na semente antes da embebicao (Ren et al., 2008).

Durante a embebicao das sementes de macauba nesse trabalho, a atividade da a-
galactosidase foi baixa em relagdo ao periodo pos-germinativo (apds a protrusdo do
peciolo cotiledonar). Entretanto, pode-se dizer que houve atividade devido a
especificidade da enzima ao substrato pNP-gal. A atividade da a-galactosidase ¢
basicamente constitutiva, estando presente desde a embebicdo até a emergéncia da
radicula (Nonogaki et al., 2007). Enzimas do metabolismo da galactose estdo entre as
primeiras a serem ativadas ou produzidas durante a germinagdo, principalmente devido
a utilizacdo desse monossacarideo nos primeiros eventos respiratorios durante a
embebicdo (Mayer e Shain, 1974). Em Phoenix dactlyfera a a-galactosidase ¢
sintetizada durante o desenvolvimento do endosperma e estd associada com a maturagdo
e mobilizacdo da parede celular (DeMason et al., 1992), ¢ pode ser ativada por
protedlise durante e apds a germinacao em Sesbania virgata (Tonini et al., 2010).
Segundo Magalhdes et al.,, (2009) em cotilédones de sementes de Schizolobium
parahyba a a-galactosidase ¢ pré-formada, apresentando atividade desde o inicio da
embebigao.

De forma semelhante a B-mananase e -manosidase, a enzima a-galactosidase
apresentou aumento na atividade apds a protrusdo do peciolo cotiledonar no
endosperma. Esses dados sugerem atuacdo concomitante das duas enzimas na
mobilizagdo de polissacarideos de parede celular, assim como em sementes de
Trigonella foenum-graecum (Reid, 1985). Em Sesbania virgata a mobilizacdo de
galactomananos ¢ um fendmeno pds-germinativo por ser iniciado somente apds a
protrusdo da radicula (Tonini et al., 2010). No embrido/haustorio, a atividade da a-
galactosidase ndo aumentou exponencialmente durante o processo germinativo estudado
e esteve sempre abaixo da atividade da enzima no endosperma. Segundo Feurtado et al.
(2001), existem evidéncias de que a enzima estd presente no endosperma lateral e
micropilar durante e ap6s a germinagdo e, em menor grau, no embrido, em sementes de
Lycopersicon esculentum. E presumivel que no embrido a atividade da a-galactosidase
esteja envolvida na mobilizagao de oligossacarideos da série da rafinose ja presentes no
tecido (Hilhorst e Downie, 1996).

Ap6s a protrusdo do peciolo cotiledonar, o haustorio comega a se desenvolver
aumentando em volume e ampliando as invaginagdes periféricas que provavelmente

ampliam a superficie de exposicdo as células do endosperma lateral no periodo pos-
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germinativo. Entretanto, ndo hé conexao fisica entre haustorio e endosperma, e a regiao
formada entre eles ¢ a zona de dissolucdo do haustorio, por onde produtos de hidrolise
de reservas e enzimas hidroliticas permeiam (DeMason et al., 1985; Buckeridge et al.,
2000; Gong et al., 2007; Sekhar e DeMason, 1990). Durante o processo germinativo de
macauba, a primeira estrutura que emerge ¢ o peciolo cotiledonar, que com o decorrer
dos estadios de desenvolvimento diferenciard parte aérea e radicula pelo
desenvolvimento do eixo embriondrio. Dessa forma, a plantula se desenvolve a certa
distancia da semente, caracterizando germina¢do do tipo remota ligular (Tomlinson,
1990).

Em suma, este trabalho traz informacgdes inéditas a respeito da germinagdo de
sementes de A. aculeata. O protocolo de superacdo de dorméncia de Motoike et al.,
(2007) promoveu a embebi¢cdo das sementes de macauba. Entretanto, a retirada manual
da microépila contribuiu para acelerar a protrusao do peciolo cotiledonar sem, contudo,
ter inaugurado a fase III da embebicao. A f-mananase e f-manosidase atuam claramente
na mobilizacdo de galactomananos e/ou mananos ndo tendo aparente participacdo no
enfraquecimento do endosperma micropilar nem na superacdo da dorméncia. A a-
galactosidase ndo ¢ especifica de mobilizagdo de galactomananos ou durante a
germinagdo e crescimento inicial. E provavel que, além das enzimas estudadas, outras
participem no processo germinativo de macaiba, como celulases e expansinas. A
histoquimica demonstrou com eficiéncia as modificagdes decorrentes dos processos

bioquimicos.
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CAPITULO I

Alteracdes bioquimicas e histoquimicas durante a germinacao e a mobilizacao de

reservas de sementes de Acrocomia aculeata

Resumo

A mobilizacdo de reservas ¢ um evento bioquimico e fisioldgico que prové as
necessidades energéticas para a plantula apds a germinacdo. Sementes de Acrocomia
aculeata (macauba), cuja germinagdo ¢ dificil, sdo dotadas de lipidios, proteinas e
galactomananos (ver capitulo I) como principais reservas. Esse trabalho teve como
objetivo investigar as alteragdes bioquimicas e histoquimicas das reservas de sementes
de A. aculeata submetidas ao protocolo de superacdo de dorméncia para espécies do
género Acrocomia. O teor de lipidios, proteinas e amido foram quantificados no
endosperma e embrido/ haustorio, durante 29 dias da germinagdo. A caracterizagao
qualitativa das alteragdes bioquimicas, durante este periodo, foi realizada por meio de
testes histoquimicos. A reserva protéica foi a primeira a sofrer alteracdo no decorrer do
processo germinativo, decaindo continuamente no embrido ja a partir do inicio da
embebi¢do, mas permanecendo inalterada no endosperma. O teor de lipidios decresceu
no haustério ap6s a protrusdo do peciolo cotiledonar, mas aumentou em propor¢dao no
endosperma. Nao foi detectado amido no endosperma pelo teste de lugol. Entretanto, o
teor de amido aumentou exponencialmente no periodo pos-germinativo no haustério, na
regido proxima a epiderme e em células adjacentes aos tecidos vasculares. Sugere-se
que a formagdo de graos de amido no haustério seja em decorréncia do catabolismo de
reservas do endosperma ou do proprio embrido. Os resultados indicam que apesar de a
reserva majoritaria ser de lipidios, esses sdo acessados tardiamente, apos o periodo
germinativo estudado. Provavelmente os lipidios estdo relacionados ao crescimento e

estabelecimento da plantula e ndo a germinacao de sementes de macauba.

Palavras-chave: mobilizagdo de reservas, histoquimica, lipidios, proteinas, amido,

haustorio, Acrocomia aculeata.
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Introducéo

Apos a dessecacdo, as sementes passam por um periodo de dorméncia, que pode
ser seguido de um periodo de embebi¢do, que culmina com a germinacdo. Esta sé
ocorre quando as condigdes ambientais sdo favoraveis (Pitchard et al., 2002). A
mobilizacao de reservas ¢ um evento que acontece a partir da germinagao senso strictu.
E essencial para prover energia para o crescimento inicial da plantula até que esta esteja
habil para iniciar os primeiros eventos fotossintéticos (Mayer e Shain, 1974; Bewley e
Black, 1994).

Nas espécies de Arecaceae que possuem germinagdo do tipo remota, a primeira
estrutura que emerge ¢ o peciolo cotiledonar, que marca a germinacao no sentido estrito
(Tomlinson, 1990). Durante o processo germinativo de sementes de Arecaceae, o
haustorio expande no interior da semente enquanto secreta enzimas que degradam as
reservas do endosperma e as repassa a plantula em desenvolvimento (Oo e Stumpf,
1983).

Dentre as reservas mais comumente encontradas em sementes de espécies da
familia Arecaceae, estdo lipidios, mananos e galactomananos, proteinas e, menos
comumente o amido (DeMason et al., 1983; Alang et al., 1988; Buckeridge et al., 2000;
Panza et al., 2004). Lipidios, quando perfazem significativa porcentagem nas reservas
do endosperma, sdo utilizados tardiamente (Alang et al., 1988), por serem
energeticamente custosas, necessitando de maior nimero de etapas metabodlicas para se
tornarem prontamente consumiveis (Bewley e Black, 1994; Harwood, 1997; Graham,
2008). Além disso, a mobilizagdo de lipidios de reserva ndo ¢ essencial para a
germinacdo da semente, mas sim para o estabelecimento da plantula (Graham, 2008).

Mananos e galactomananos sdo carboidratos presentes nas paredes celulares do
endosperma e s3o consumidos anteriormente aos lipidios (Alang et al., 1988; Oo e
Stumpf, 1983) durante a germinagdo no sentido estrito (Bewley, 1997; Buckeridge et
al., 2000; Buckeridge, 2010) ou durante a expansdo do haustério (Balasubramaniam et
al., 1973). Proteinas sdo menos utilizadas para a producdo de energia, sendo
primariamente fonte de esqueletos carbonicos e aminoacidos para a sintese de novas
proteinas e enzimas (Lott, 1981).

A familia Arecaceae contém espécies de interesse comercial, amplamente
utilizadas e estudadas, como o dendezeiro (Elaeis guineensis), a pupunha (Bactris
gasipaes), a tamareira (Phoenix dactilyfera), o agaizeiro (Euterpe oleraceae), dentre

outras. A macauba, Acrocomia aculeata, apesar da potencial produtividade em o6leo,
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ainda ¢ uma espécie rustica que necessita ser domesticada para a utilizagdo em
programas de melhoramento genético. At¢ o momento, a macatiba s6 se propaga por
sementes, cuja germinacdo em condigdes naturais chega somente a 3% (Ellis et al.,
1985). Foi patenteado um protocolo de superacdo de dorméncia de espécies do género
Acrocomia (Motoike et al., 2007) que elevou a porcentagem de germinacdo em
laboratério. Mas ainda nao ha registros na literatura sobre a germinacdo e mobilizagdo
de reservas de sementes de macautba.

Esse trabalho discute a dindmica bioquimica, anatomica e histoquimica da
germinagdo ¢ da mobilizagdo de reservas de sementes de Acrocomia aculeata

submetidas ao protocolo de superagao de dorméncia de Motoike et al. (2007).

Material e Métodos

Material, amostragem e germinagdo das sementes

Sementes obtidas de frutos provenientes de macigos naturais de macauba de
Montes Claros (MG), safra 2008/2009, foram utilizadas nesse trabalho. Os frutos foram
despolpados, secos a temperatura ambiente e tiveram o endocarpo quebrado com auxilio
de um torno mecanico. As sementes foram processadas no Laboratério de Pesquisas da
Acrotech Sementes e Reflorestamento.

O processamento e a analise do embrido ou haustério e endosperma foram
realizados separadamente nos estadios propostos. Para andlises de endosperma, utilizou-
se o tecido adjacente ao embrido ou haustorio por ser a regido mais prontamente
acessada durante a germinagao. As amostras foram coletadas ao longo do tempo durante
0 processo germinativo de macauba submetido ao protocolo de superacdo de dorméncia
de Motoike et al. (2007). O protocolo consta de uma etapa de desinfestacdo em solugdo
de hipoclorito de sédio seguida de seis dias de embebicdo em solugdo de peroxido de
hidrogénio. Ao final da embebigdo, as sementes sdo escarificadas mecanicamente na
regido da micropila e imersas em solu¢do de acido giberélico. Acompanhou-se a
germinagdo de sementes de macauba desde a desinfestacdo e embebigdo até o 29° dia e
foram coletados nove estadios diferentes. Os estadios equivalem a etapas do protocolo e
do desenvolvimento inicial da plantula (Tabela 1).

Até o estadio sete foram coletados todos os embrides intactos, inclusive aqueles
com peciolo cotiledonar em processo de alongamento. Nos estadios 8 e 9, o haustorio

foi utilizado nas analises.
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Tabela 1. Descri¢do dos estadios germinativos de sementes de macauba utilizados nas
analises.

Dias do processo

Estadio germinativo Etapa do Protocolo
I 0 Anterior a desinfestacao
II 0,5 12 horas em solu¢do de hipoclorito
I 2,5 2 dias em solucao de perdxido de hidrogénio
v 4,5 4 dias em solugdo de peréxido de hidrogénio
A% 6,5 6 dias em solugdo de peroxido de hidrogénio
VI 9,5 3 dias ap0s a escarificagdo
VII 12,5 6 dias apos escarificagdo
VIII 21,5 15 dias apos a escarificagdo
IX 29 21 dias apos a escarificagdo

Extragdo e determinagdo de lipidios

Partes do endosperma adjacente e embrides ou haustérios foram coletados dos
nove estadios propostos. O material foi seco em estufa a 45° C por 24 horas e
posteriormente triturado em processador tipo blendder. A partir de 1,0 grama do
material moido, os lipidios foram extraidos a frio, utilizando hexano como solvente por
método gravimétrico em aparelho de Soxhlet. Foram utilizadas trés repeti¢des por

estadio. Os resultados foram expressos em porcentagem de 6leo.

Extracado e determinacdo de amido

ApoOs a extracao de lipidios, as mesmas amostras foram secas e utilizadas para
determinagdo do teor de amido. Foram tomados 50 mg de material moido, sendo trés
repeti¢des por estadio. Durante 20 minutos prosseguiu-se a digestdo do amido com
acido perclorico 35%, em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 9000 g e temperatura ambiente. O sobrenadante foi utilizado na
quantificagdo do amido, segundo o método fenol-sulfirico de Dubois et al. (1956). A
leitura foi realizada em triplicatas em espectrofotometro a 490 nm, utilizando glicose
(Sigma®) como padrio. Os valores de absorbancia encontrados foram ajustados ao fator
de correcao 0,93 (FAO, 2000) para ligacdes glicosidicas, e transformadas em

miligramas de amido por grama de matéria seca.

Extra¢do e determinagdo de proteinas soluveis
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A extragdo de proteinas soluveis foi realizada com material congelado de partes
de embrido ou haustério e endosperma adjacente separadamente. Foram macerados 0,1
grama de material por repeti¢do utilizando 1,5 mL de tampao acetato de sédio 100 mM,
pH 5. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 4° C ¢ 10000 rpm. O
sobrenadante foi coletado para os ensaios. Foram utilizadas trés repeticoes e triplicatas
para as leituras em espectrofotometro.

A quantificacdo foi realizada segundo método de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como padrido. As leituras foram feitas em
espectrofotometro a 595 nm. Os valores de absorbancia foram expressos em miligramas

de proteinas soluveis por grama de matéria fresca.

Analise anatomica e histoquimica

Partes de embrido ou haustério e endosperma adjacente foram coletadas nos
estadios propostos e fixados em formalina neutra tamponada (FNT) por 48 horas para
posterior processamento. Foram realizados os seguintes testes histoquimicos: para
lipidios totais, Sudan Black B (Johansen, 1940); para proteinas soluveis, xilidine
Ponceau (Vidal, 1977); para metacromasia, azul de toluidina (O’Brien et al., 1964); e
para amido, lugol (Johansen, 1940).

Para o teste de Sudan Black B, o material foi seccionado em 20um de espessura
em criomicrotomo e as laminas foram montadas em agua glicerinada. Para os demais
corante e reagentes, as amostras foram desidratadas em série butilica, emblocadas em
parafina (Histosec™), seccionadas longitudinal e transversalmente em micrétomo
rotativo em 10um de espessura, e desparafinizadas em série xildlica (XP) ou
desidratadas em série etilica ¢ emblocadas em historresina (Historesin, Leica®)
(toluidina e lugol) e seccionado em micrétomo rotativo com 6um de espessura. As
laminas. As laminas foram montadas em resina sintética (Permount™). As imagens
foram obtidas usando microscopio de luz Olympus (AX-70), equipado com sistema

fotografico U-photo, e o software Spot-Basic.

Resultados

Descri¢ao morfologica dos estadios
O estadio I (Figura 1A) corresponde ao tempo inicial do processo germinativo

estudado. A semente intacta ¢ recoberta pelo tegumento, de coloragdo marrom escura.

41



Em sec¢do longitudinal, o endosperma apresentou coloragao esbranquigada, semelhante
a parafina, e proeminente cavidade interna que ¢ conectada fisicamente a cavidade que
abriga o embrido. Nessa fase o embrido pdde ser facilmente destacado do endosperma
que o circunda, estando conectado fisicamente apenas pelo endosperma micropilar. O
endosperma micropilar ¢ um tecido constituido por células de paredes espessas, situado
entre a regido proximal do embrido e o tegumento da regido micropilar.

Com o aumento gradativo do teor de 4gua observado nos estadios I, III, [V e V,
foi observado que embrido e endosperma aumentaram de volume consideravelmente
sem alterar a aparéncia externa da semente. Os estadios II a IV foram omitidos por nao
apresentarem modificagdes morfoldgicas consideraveis. A absor¢do macica de agua
culminou, conforme mostrado em sec¢do longitudinal da semente no estadio V (Figura
1B), em mudanga de coloragdo do endosperma para branco gelo. Observou-se também
que a cavidade interna da semente foi reduzida. No final do estadio V, houve a retirada
manual do endosperma micropilar, seguindo o protocolo de Motoike et al. (2007).

No estadio VI (Figura 1C) foi constatado o alongamento do peciolo cotiledonar
em torno de 2 mm para fora da semente. Esse evento foi considerado como germinagao
no sentido estrito, conforme adotado por Ribeiro et al. (2011). Além da protrusdo do
peciolo cotiledonar no embrido, ndo foram constatadas alteragdes morfoldgicas no
endosperma nesse estadio.

O estadio VII (Figura 1D) apresentou peciolo cotiledonar mais alongado, com
cerca de 5 a 7 mm de comprimento. O endosperma ndo apresentou modificagdes
morfologicas nesse estadio.

O estadio VIII (Figura 1E) foi marcado pelo surgimento da radicula. Nessa fase,
o peciolo cotiledonar apresentava de 1,0 a 1,2 centimetros de comprimento. Na
extremidade oposta a radicula, o haustorio se apresentou desenvolvido e maior que nos
estadios anteriores, além de superficie com invaginagdes proeminentes. No entorno do
haustério o endosperma apresentou sinais de degradacdo e coloracdo menos intensa que
o endosperma residual.

O estadio IX (Figura 1F) foi caracterizado pela presenga de plumula pro-
eminente, com peciolo cotiledonar com cerca de 1,0 a 1,2 cm e a radicula 0,3 a 0,5 cm
de comprimento. Nesse estddio o haustdrio apresentou aparéncia esponjosa € ocupava
grande parte do interior da semente. O endosperma ao redor do haustdrio apresentou

intensos sinais de degradacao.
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Mudangas no teor de lipidios e alteragoes histoquimicas

Os lipidios perfizeram cerca de 47% das reservas do embrido no estadio 1. Essa
porcentagem foi mantida até o estddio V (seis dias em solugdo de peroxido de
hidrogénio), que corresponde ao fim da embebicdo. A partir do estadio VI (trés dias
apoés a escarificacdo e fim da embebigao), a porcentagem de lipidios comega a reduzir
no embrido, chegando a média de 36,9% no haustorio no estadio IX (21 dias apds a
escarificacdo e 29 dias do processo germinativo) (Figura 2).

No endosperma foi observada resposta contraria a encontrada no embrido e
haustorio. Lipidios perfizeram 51% das reservas do endosperma antes da submissao das
sementes ao protocolo de superagdo de dorméncia de Motoike et al (2007). Até o
estddio V a porcentagem inicial de lipidios no endosperma lateral e micropilar foi
mantida em torno de 50%. A partir do estddio VI ao IX, a porcentagem de lipidios
aumentou de 52% para 61% (Figura 2).

Nas secgoes referentes ao estadio I (Figuras 3A B) e primeiros estddios da
embebicdo, o teste de Sudan Black B no endosperma e embrido ndo demonstrou
diferencas visiveis quanto a coloracdo. Secc¢des longitudinais de endosperma
evidenciaram as reservas lipidicas coradas em azul intenso a negro em todos os estadios.
No embrido, houve reducdo da reserva lipidica principalmente apds a protrusdo do
peciolo (Figura 3C, D, E e F). A reducdo gradativa de lipidios no haustorio foi
evidenciada dos estadios VI ao IX (Figuras 3C a F). No estadio VI (Figura 3C) os
lipidios formaram gotas no interior das células. No estadio VII (Figura 3D), essas gotas
tornaram-se mais espagadas e menos evidentes. No estadio VIII (Figura 3E), os lipidios
formavam gotas menores ¢ no estddio XI (Figura 3F) as gotas eram escassas e

pequenas.

Mudangas no teor de amido e alteragoes histoquimicas

No embrido, o teor de amido no estadio I foi, em média, 34,3 rng.g'1 MS. Essa
média foi mantida dentro de um intervalo de dados até o estddio V. A partir do estadio
VI, cujo teor médio foi de 38 mg.g” MS, verificou-se o aumento exponencial no teor de
amido que chegou a média de 116 mg.g™' MS no estadio IX (18 dias apos a protrusdo do
peciolo cotiledonar) (Figura 4).

Nao houve detec¢ao histoquimica de graos de amido dos estadios I (Figura 5A)
ao VI. O aumento no teor de amido concomitante ao aparecimento de graos pode ser

claramente observado apo6s a protrusdo do peciolo cotiledonar (Figura 5B a G) no
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haustorio. Em secg¢des coradas com azul de toluidina e contra-coradas com lugol, pode-
se observar o aparecimento de graos de amido proximos aos corddes procambiais
(Figura 5B e C) da regido do haustério no estadio VII. A quantidade de graos de amido
aumentou a medida que a germinagdo das sementes de macauba se prolongava. Nos
estadios VIII (Figura 5D e E) e IX (Figura 5F e G), graos de amido foram observados
em maior concentracdo proximos a epiderme do haustorio e aos vasos condutores
(Figura 5F). Entretanto, a partir do 20° dia ap6s a protrusdo do peciolo cotiledonar, os
graos de amido estavam presentes também no interior do haustdrio, que apresentou
pronunciadas invaginagdes da epiderme, grandes espagos intercelulares e células
vacuolizadas.

O amido no endosperma adjacente a0 embrido ou haustorio ndo foi detectado
com o teste histoquimico com lugol, dessa forma ndo foi apresentado por meio de
fotografia.

Foi observado que as respostas obtidas para o teor de amido foram contrarias
aquelas de lipideo no embrido. No embrido ou haustério, o teor lipidico foi reduzido

enquanto o de amido aumentou exponencialmente.

Mudangas no teor de proteinas soluveis e alteragoes histoquimicas

O teor de proteinas soltveis no embrido inicialmente foi 18 mg.g”" MF no tempo
zero da germinagdo (estddio I). Esse teor decaiu exponencialmente e de forma
constante, atingindo aos 18 dias o valor minimo de 3 mg.g” MF, o qual perdurou ate o
final do periodo de estudo do processo germinativo (Figura 6).

Com o teste de XP (Figura 7), foi possivel detectar corpos protéicos globulares
bem delimitados em todas as regides do embrido e endosperma nos estadios I e II
(Figura 7A, B e C). Nos estadios III, IV e V, houve reducao da intensidade de coloragao
da reserva protéica além de os corpos protéicos terem adquirido aparéncia esponjosa
(Figura 7D, E e F). No estadio VI, na regido do peciolo cotiledonar em inicio de
alongamento e do eixo embrionario, os corpos protéicos ja ndo eram detectados, mas na
regido do haustorio o invélucro expandiu, formando cavidades internas e o material XP-
positivo dentro desses corpusculos estavam restritos a cerca de um terco do seu volume
interno (Figura 7G e H).

Nos estadios VII, VIII e IX (Figura 71, J, K e L), houve um desarranjo no padrao
globular observado previamente dos corpos protéicos. Nesses estadios, o material

protéico estava fragmentado pela degradacdo dos corpusculos e parietalmente
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deslocado. Nessa etapa, havia somente vestigios parietais de material protéico que foi
digerido.

No endosperma praticamente ndo houve alteracdo quanto ao teor de proteinas
soluveis, que permaneceu em torno de 4 a 6 mg.g' MF durante todo o processo
germinativo estudado. O teste de XP detectou corpos protéicos bem delimitados no

endosperma lateral durante todo o processo germinativo estudado.
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Figura 1. Estadios do processo germinativo de macauba. A — estadio I. B — Estadio V.
C — Estadio VI. D — Estadio VII. E — Estadio VIII. F — Estadio IX. Barra: 0,5 cm. EB:
embrido; EN: endosperma; PC: peciolo cotiledonar; RA: radicula; PL: plimula pro-
eminente; HA: haustorio.
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Figura 2. Teor de lipidios de embridao ou haustorio e endosperma de sementes de
Acrocomia aculeata. Os dados possuem distribui¢do normal pela estatistica K-S e foram
ajustados ao modelo de regressdo linear quadratico pelo programa Sigma Plot™ 10. As
barras verticais sdo o desvio padrdo entre as repeti¢des.

*** significativo a 0,1% de probabilidade.
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Figura 3. Mobiliza¢do de lipidios de sementes de Acrocomia aculeata durante o
processo germinativo. A — Seccdo longitudinal de embrido e endosperma no estadio I
corados com Sudan Black B. O retingulo indica a regido amostrada nos demais
tratamentos. B — Detalhe de embrido em estddio I. C — Detalhe de haustério em estadio
I. D — Detalhe de haustorio em estadio VII. E — Detalhe de haustorio em estadio VIII. F
— Detalhe de haustério em estadio IX. Barras: A = 400 um; B a F = 40 um. EB:
embrido.
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Figura 4. Teor de amido de embrido ¢ haustdrio de sementes de Acrocomia aculeata
durante o periodo germinativo. Os dados possuem distribui¢do normal pela estatistica
K-S e foram ajustados ao modelo de regressdo linear quadratico para os dados de
embrido/haustorio e cibico para os dados de endosperma pelo programa Sigma Plot”
10. As barras verticais sdo o desvio padrao das repetigdes.

*#* significativo a 0,1% de probabilidade.

**significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 5. Formag¢ao de amido no haustorio de sementes de Acrocomia aculeata durante
0 processo germinativo. A — Seccdo longitudinal de embrido e endosperma no estadio I
corados com azul de toluidina e lugol. O retangulo indica a regido amostrada em B, D e
F. B — Haustério em estaddio VII. C — Detalhe de haustério em estadio VII. D —
Haustoério em estadio VIII. E — Detalhe de haustorio em estadio VIII. F — Haustorio em
estadio IX. G — Detalhe de haustorio em estadio IX. Barras: A =500 pm; B=D =F =
150 um; C = E = G =20 um. Setas: graos de amido.
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Figura 6. Teor de proteinas soliiveis de embrido ou haustério e endosperma de
sementes de Acrocomia aculeata durante o processo germinativo. Os dados possuem
distribuicdo normal pela estatistica K-S e foram ajustados ao modelo de regressao linear
quadratico para os dados de embrido/haustério e cubico para os dados de endosperma
pelo programa Sigma Plot® 10. As barras verticais sio o desvio padrdo das repetigdes.
*** significativo a 0,1% de probabilidade.

**significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 7. Reservas de proteinas marcadas com XP (vermelho) em sementes de
Acrocomia aculeata durante o processo germinativo. A — Sec¢do longitudinal de
embrido e endosperma no estadio I. O retdngulo indica a regido amostrada nos estadios
indicados em B, D, E, F, G, I, J ¢ K. B — Estadio II. C — Detalhe de embrido em estadio
II. D — Estadio IIl. E — Estadio IV. F — Estaddio V. G — Estadio VI. H — Detalhe de
haustério em estddio VI. I - Estadio VII. J — Estadio VIII. K — Estadio IX. L — Detalhe
de haustorio em estadio IX. Barras: A =500 ym; B=D=E=F=G=1=]J=K =200
um; C =H =L =30 um. EN: endosperma; EB: embrido.
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Discusséo

A germinagdo de sementes de macatba foi semelhante a de Elaeis guineensis e
outras espécies da familia Arecaceae. Durante o crescimento inicial da plantula de
macauba, o haustério expandiu enquanto a regido de endosperma adjacente foi
degradada e as reservas absorvidas (Oo e Stumpf, 1983a; Alang et al., 1988).

Lipidios perfazem a maior parte das reservas do endosperma de Acrocomia
aculeata, seguido por carboidratos de parede celular (galactomananos, conforme
capitulo anterior), proteinas e, em ultima instancia, amido. O embrido €, principalmente,
dotado de reservas lipidicas e protéicas que provéem as necessidades iniciais da plantula
durante parte do processo germinativo. Em Euterpe edulis, lipidios e proteinas também
representam grande parte das reservas de embrido e endosperma (Panza et al., 2009).

Nesse trabalho, as proteinas soliveis do embrido foram as reservas que
apresentaram reducao no teor ja a partir do inicio da embebicdo. Em Prosopis juliflora a
reserva protéica foi exaurida pelas células do embrido durante a protrusdo radicular
(Gallao et al., 2007). O papel das proteinas soliveis ¢ o de prover aminoéacidos e
esqueletos carbonicos para a sintese de novas proteinas ou enzimas que atuardo na
mobilizagdo de outros tipos de reservas (Bewley e Black, 1994). As proteinas sdo
hidrolisadas por proteinases e peptidases formadas durante a maturagdo das sementes ou
que foram sintetizadas de novo durante a germinagao (Sreenivasulu et al., 2008). Tonini
et al. (2010a) sugerem que a mobilizacdo de proteinas e carboidratos de reserva podem
estar conectadas por meio da ativagdo proteolitica da enzima a-galactosidase presente
em corpos protéicos.

Nesse trabalho, os corpos protéicos do embrido, principalmente na regido do
eixo embrionario e do peciolo cotiledonar, perderam a intensidade da coloracdo a
medida que se avancava a embebi¢do e a mobilizagdo de reservas apds a germinagao.
Da mesma forma, no embrido de Mucuna pruriens, os corpos protéicos tornaram-se
degradados com o decorrer do periodo pos-germinativo e foram degradados
anteriormente aos corpos protéicos dos cotilédones (Muccifora et al., 2010). Esses
dados corroboram com a hipotese de Murray et al. (1979) de que a degradacdo de
proteinas no eixo embrionario precede a mobilizagdo de proteinas no cotilédone. Os
corpos protéicos marcados com XP nos cotilédones de Prosopis juliflora tonaram-se
mais soliveis e menos globulares durante a germinacdo (Galldo et al., 2007). Nos
cotilédones de Caesalpinia peltophoroides, o teor protéico decaiu desde o inicio da

embebigdo, concomitante a redugdo da coloragdo indicativa do teste de XP (Corte et al.,
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2008). Entretanto, no final do processo germinativo de 4.aculeata, foi observado que as
proteinas ainda eram claramente visiveis na epiderme do haustorio (13 e 18 dias apos a
protrusdo do peciolo cotiledonar). J4 no endosperma de sementes de macatba nao
houve alteracdo significativa nem no teor protéico nem dos corpos protéicos marcados
com teste de XP durante o processo germinativo estudado. Esses dados indicam que os
corpos protéicos do endosperma provavelmente sdo acessados tardiamente durante o
desenvolvimento da plantula, como ocorreu em Sesbania virgata no periodo pos-
germinativo (Tonini et al., 2006).

Quanto ao teor de lipidios, a reducdo no embrido, equivalente ao aumento no
endosperma (em torno de 10%) durante o periodo germinativo estudado, levam a
sugestdo de duas hipdteses. A primeira delas relaciona redu¢do e aumento como
resultado de causa e conseqiiéncia, ou seja, a causa do aumento da proporcao de lipidios
no endosperma pode ser em decorréncia da reducdo desses no haustorio. Em E.
guineensis, atividade de lipases foi detectada somente no embrido e que devido a sua
localizagdo, a enzima provavelmente ndo contribuiu para a hidrélise de lipidios do
endosperma (Oo e Stumpf (1983a). Entretanto, os autores sugerem que haja um tipo de
transporte de triacilglicerdis entre embrido/haustorio e endosperma ja evidenciado em
sementes de dendezeiro (Oo e Stumpf, 1983b). Acumulos de acidos graxos livres no
embrido de Avena sativa sugerem que haja transporte desses do escutelo para o embrido
durante a germinagao (Leonova et al., 2010). Portanto, ¢ provavel que a mobilizagdo de
lipidios em algumas espécies de Arecaceae (oleaginosas) seja um evento que envolva
dois estadios e estruturas diferentes, haustorio e endosperma (Alang et al., 1988).

A segunda hipdtese sugere independéncia entre a reducdo de lipidios no
embrido/haustério e aumento dessa reserva no endosperma. Lipidios no
embrido/haustério podem ter sido convertidos em carboidratos por meio da
gliconeogénese, o que pode ter contribuido para a formacdo de graos de amido no
haustério. Durante a germinacao de E. guineensis, a atividade da enzima isocitrato liase
(ciclo do glioxilato) esta confinada ao haustorio e so foi detectada no embrido no final
da embebicdo (Alang et al., 1988). Os autores sugerem por esses dados que a
gliconeogénese de dendezeiro ocorre em todo o cotilédone do embrido. Segundo
Graham (2008), os eventos que envolvem a degradagao de lipidios em sementes, ciclo
do glioxilato e gliconeogénese, sdo induzidos um dia apds a embebicdo em embrido de
Arabdopsis. E provavel também que parte dos lipidios do embrido seja convertida

diretamente em acetil-CoA pela B-oxidacdo. A regulagdo da mobilizagdo de lipidios de
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reserva ¢ realizada pela razao carbono: nitrogénio e também pelo status de carboidratos
na semente (Graham, 2008). O aumento da porcentagem de lipidios no endosperma
também foi detectado por Alang et al. (1988) em trabalho com E. guineensis e por
Bernardes (2010) em trabalho com FEuterpe precatoria e Euterpe oleraceae,
evidenciando um padrao de mobilizacao lipidica para palmaceas. No presente trabalho,
¢ provavel que tenha havido aumento da proporcao relativa de lipidios no endosperma
em degradacdo em relacdo as reservas mobilizadas primariamente. Essas reservas sdo,
provavelmente, mananos e/ou galactomananos (conforme capitulo 1), uma vez que ¢
necessario hidrolisar a parede celular para acessar reservas internas. Existe ainda a
possibilidade de a regido amostrada ao redor do embrido ser diferenciada durante os
estadios. A medida que o processo germinativo se processou, o haustorio cresceu no
interior da semente, ocupando cada vez um espaco maior. O endosperma adjacente ao
embrido dos primeiros estddios provavelmente ndo era equivalente ao dos estadios
finais.

No endosperma de sementes de macatba, ndo foi detectado amido, o que faz
dessas sementes nao amilaceas (Moura et al., 2010). No embrido, foi detectado amido a
partir da protrusdo do peciolo cotiledonar. O amido no haustério aumentou
exponencialmente como conseqiiéncia da mobilizagdo de reservas vindas
provavelmente do endosperma ou das proprias reservas do embrido. O aumento do teor
de amido pode estar relacionado a redugdo no conteudo de galactomananos (Gallao et
al., 2007), visto no capitulo I. Nesse trabalho, o aumento exponencial de amido
coincidiu com a maior degradacdo de galactomananos (capitulo I). O amido no
haustério ¢ uma reserva transitoria que pode ser acessada mais facilmente durante o
crescimento da plantula e sob condi¢des desfavoraveis (Balasubramaniam et al., 1973).

O inicio da formacdo de amido em células adjacentes aos corddes procambiais
do haustério foi observado a partir da protrusao do peciolo cotiledonar. Nos estadios
subseqiientes, o amido pdde ser observado em grande quantidade proximo a epiderme e
a zona de dissolu¢do do haustorio, mas sempre proximo aos tecidos de condugdo. Os
acucares sdo convertidos a amido transiente que ¢ depositado nas células adjacentes ao
tecido vascular (Matsukura et al., 2000). Esses resultados contrastam com os
observados no haustorio de Cocos nucifera, em que maior quantidade de graos de
amido foi observada na epiderme e nas células adjacentes (Sugimuma e Murakami,

1990). O acumulo de graos de amido proximos aos tecidos vasculares do haustorio pode
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ser devido a presenca de transportadores de sacarose (agucar nao redutor, principal
produto de transporte pelo floema) nas células companheiras (Matsukura et al., 2000).
Em suma, as proteinas no embrido sdo constantemente degradadas durante a
embebicdo, germinagdo e mobilizacdo de reservas. Os lipidios no haustério também sao
reduzidos durante o periodo estudado. O embrido, dessa forma, tem reservas suficientes
para prover os primeiros eventos germinativos da semente. Entretanto, a degradacdo de
reservas de carboidratos, i.e. mananos, (capitulo I) somente foi evidenciada no
endosperma, que manteve o teor de proteinas e aumentou o de lipidios. Em
conseqiiéncia, a formac¢do de grio de amido no haustdrio evidencia a mobilizacdo de
reservas durante o periodo estudado. As reservas mais energeticamente custosas como
lipidios e proteinas (do endosperma) seriam responsdveis pela manutengdo da plantula
de macauba por longo tempo, inclusive apds o inicio dos primeiros eventos
fotossintéticos. Ha registro que o endosperma de A. aculeata possa manter a o

crescimento da plantula por cerca de trés meses.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo revelou que as enzimas [3-mananse, B-manosidase e o-
galactosidase atuaram na degrada¢do de mananos e/ou galactomananos do endosperma
lateral a medida que o haustorio se desenvolveu no interior da semente, desempenhando
um papel relevante na mobiliza¢ao destes compostos durante o periodo germinativo. As
enzimas estudadas, portanto, ndo desempenharam papel na superagdo da dorméncia de
sementes de Acrocomia aculeata nesse trabalho.

Quanto as reservas, lipidios foram majoritarios tanto de embrido quanto de
endosperma de sementes de macauba. Essa reserva € requisitada no embrido durante o
desenvolvimento inicial da plantula, mas ndo no endosperma. As proteinas do embrido
foram mobilizadas durante a germinagdo e crescimento da plantula. O amido ¢ formado
no haustorio como produto final do catabolismo das reservas requisitadas a partir do
embrido e endosperma.

Os proximos passos necessarios para complementar os conhecimentos gerados
por esse trabalho, sugerem o uso de marcadores metabolicos para melhor elucidar o
processo germinativo de macauba. Atividade de lipases e outras enzimas do catabolismo
de lipidios, como a isocitrato liase, podem levar ao melhor entendimento da

mobilizagdo desse tipo de reserva.

60



