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RESUMO

NETO, Marco Anténio Menezes. Caracterizagio anatomica e bioquimica de
sementes de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) durante a germina¢io em
condigbes de anoxia e mormoxia. 2004. 74 p. Tese (Doutorado em Fisiologia

Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira de grande
importincia econdémica que predomina no estudrio do Rio Amazonas,
principalmente em solos de varzea, onde ocorrem inundagdes periddicas. Apesar
de sua importincia e de sua inquestionavel tolerdncia a condi¢des de baixa
disponibilidade de oxigénio, sabe-se muito pouco a respeito de suas estratégias
de tolerincia 4 hipoxia e/ou anoxia. O objetivo desse trabatho foi caracterizar
anatomicamente sementes e plintulas de agaizeiro, gerando informagdes cruciais
para o estudo do processo de degradacdo das reservas de sementes e plantulas,
durante a anaerobiose. Os resultados da caracterizagdo anatdmica demonstraram
que: as sementes de agaizeiro sdo ruminadas (testa ruminada); seu endosperma é
formado por células de diversos tamanhos e formas, com paredes espessas e
muitas pontoagdes; seu embrido é formado por eixo hopocétilo-radicular,
procimbio e parénquima com numerosos idioblastos com rifides e o
endosperma da semente, a base do cauliculo e o haustério sdo os locais de
actimulo de amido. Apés submeter sementes e plintulas a diferentes tempos de
anoxia, pdde-se concluir que: as sementes de agaizeiro podem tolerar até quatro
meses de anoxia, germinando apds transferéncia para condigSes norméxicas; a
tolerdncia de sementes e plantulas estd relacionada com a manutengdo da
atividade amilolitica; a enzima a-amilase é pré-existente em sementes de
acaizeiro; a enzima endo-B-mananase nio é sintetizada em sementes durante a
anoxia; a enzima endo-Bf-mananase € sintetizada de novo em sementes; o
haustério € o sitio inicial de sintese da endo-B-mananase em sementes de
agaizeiro germinadas em condiges normoxicas.

* Comité Orientador: José Donizeti Alves - UFLA (Orientador), Edvaldo
Aparecido Amaral da Silva (co-orientador), Patricia de Fitima Pereira Goulart
(co-orientadora).



ABSTRACT

NETO, Marco Antdnio Menezes. Anatomical and biochemical
caracterization of acaizeiro (Euterpe oleracea Mart) seeds during
germination in conditions of anoxia and normoxia. 2004. 74 p. Thesis
(Doctorate in Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.’

The acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) is palmaceae of the great
economical importance that is very common in Amazonas river, mainly in low
and flat land alongside a water course, where is common the intermitent
inundations. In spite of its importance and high tolerance to low availability
oxigen conditions, its strategres to tolerate hypoxia and /or anoxia are unknown.
The objetive of this paper was to characterize the anatomical aspects of seeds
and plantlets of acaizeiro, giving informations to study plantlet and seed reserve
degradation, during anaerobiosis. The resuilts of anatomical characterization
showed that the seeds of “acaizeiro” are ruminated (ruminated front), its
endosperm is formed by cells from different sizes and shapes, with thick walls
and very pontuaction, its embryo is formed by root-hypocotil axis, procambium
and parenchym with various idioblasts with rafids and that the endosperm of
seed, the basis of shoot and haustory are the place for starch accumulation.
After submit the seeds and plantlets to different times of anoxia, it is possible to
conclude that the “agaizeiro™ seeds could stand until four months of anoxia,
germinating after the transference for normoxic conditions, the tolerance of
seeds and plantlets are related to maintenance of amylotitic activity the enzime
a-amylase is pré-existing in seeds of agaizeiro, the enzime endo f-mananase is
not synthetized in seeds during the anoxia, the enzyme endo P-mananase is
synthetized “de novo” in seeds, the haustory is a initial synthesis site of endo 8-
mananase in seeds of acaizeiro germinated in normoxic conditions.

* Guidance Committee: José Donizeti Alves - UFLA (Adviser), Edvaldo
Aparecido Amaral da Silva - UFLA (Co-adviser), Patricia de Fitima Pereira
Goulart - UNILAVRAS (co-adviser).



1 INTRODUCAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), também conhecido por a¢ai e
jussara, pode ser considerada a espécie mais importante do género Euterpe,
dentre as dez registradas no Brasil e as sete que ocorrem na Amazdnia. E
encontrado em toda a bacia amazénica, sendo particularmente abundante em sua
parte oriental (Corréa, 1926; Glassman, 1972).

No estado do Para, o acaizeiro predomina no estuario do rio Amazonas,
principalmente em solos de vérzea, onde ocorrem inundagdes periédicas, por
influéncia das marés, ou sazonais (Lima & Tourinho, 1996). Nestas areas
ocorrem espécies vegetais altamente adaptadas e que apresentam tolerancia a
submersgo (Prance, 1980; Ayres, 1993; Amaral; Adis & Prance, 1997). Dentre
estas espécies, destaca-se o agaizeiro, com fortes evidéncias de que possui algum
mecanismo de tolerdncia ao alagamento e/ou anoxia.

Neto Alves & Oliveira (1995 A) demonstraram que sementes ¢ plantulas
de agaizeiro, submetidas a diferentes tempos de anoxia, apresentam os
metabolismos anaerébicos latico e etanélico ativos. Esta observagéo evidencia
que sua tolerdncia esta relacionada com a manutengdo do fluxo glicolitico e que
as enzimas estudadas (desidrogenases do etanol e lactato) podem ser
constitutivas, pois nao houve diferenca entre os tratamentos aerado e anéxico.
Adicionalmente, notaram que as sementes de acaizeiro foram capazes de
suportar vinte dias de anoxia, caracterizando a manuten¢dio do processo
degradativo das reservas da semente.

Alguns trabalhos demonstram que um elevado suprimento de
carboidratos contribui para a sobrevivéncia de sementes sob condigdes de baixa
disponibilidade de oxigénio e que hé relagiio entre a indugfio da a-amilase e a
tolerdncia 4 anoxia (Perata et al., 1992; Perata & Alpi, 1993). Entretano, até o

momento, ndo se sabe o motivo pelo qual sementes e plantulas de acaizeiro



tolerarem vérios dias de anoxia e, principalmente, quais as reservas utilizadas
pelo mesmo para manter o metabolismo anaerébico ativo.

Diante do exposto, objetivou-se caracterizar anatomicamente e estudar o
metabolismo degradativo das reservas de sementes e plintulas de agaizeiro

durante periodos de anoxia.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descrigiio da espécie

E uma palmeira multicaule, com até 25 estipes por touceira. Os estipes,
nos individuos adultos, apresentam altura e didmetro variando entre 3m e 20m e
entre 7cm e 18cm, respectivamente. Cada estipe sustenta, em sua por¢io
terminal, um conjunto de 8 a 14 folhas compostas, pinadas e de arranjo
espiralado, com 40 a 80 pares de foliolos, opostos ou subopostos.

A inflorescéncia do agaizeiro ¢é infrafoliar e disposta quase
horizontalmente. Nos dois primeiros tergos de cada réquila, as flores estdo
dispostas em triades com cada flor feminina ladeada por duas flores masculinas.
No tergo terminal das raquilas encontram-se, normalmente, somente flores
masculinas. As inflorescéncias apresentam, em média, 80,5% de flores
masculinas e 19,5% de flores femininas.

O fruto do agaizeiro é uma drupa globosa, apresentando residuos florais,
com didgmetro variando entre 1cm e 2cm e peso médio de 1,5g. O epicarpo, nos
frutos maduros, apresenta coloragio arroxeada quase preta ou verde,
dependendo do tipo. O mesocarpo € polposo e delgado, com espessura quase
sempre igual ou inferior 2 1mm e envolve o volumoso e duro endocarpo, o qual
contém em seu interior uma semente, com embrido diminuto e abundante

endosperma ruminado.



2.2 Classificaciio botdnica

Divisio: Magnoliophyta (= Angiosperma); Classe: Liliopsida (=
Principes); Subclasse: Arecidae; Ordem: Arecales; Familia Arecaceae (=

Palmae); Subfamilia: Arecoidae; Género: Euterpe; Espécie: Euterpe oleracea

2.3 Importincia econdmica

O agaizeiro é uma das palmeiras mais tipicas d2 Amazbnia e apresenta
uma multiplicidade de usos. Seu principal produto € obtido pelo despolpamento
de seus frutos, produzindo o famoso agai, bebida de consisténcia pastosa, muito
utilizada na alimentagiio popular e elaboragio de sucos, picolés e sorvetes. Nos
Gltimos anos, diversas formas de apresentagdo do produto tém surgido no
mercado, tais como: o agai pasteurizado, o0 agai com xarope de guarani, o agai
em pd, o iogurte, o doce de leite com agai, a geléia e o licor de agai. Atualmente,
parte da produgio do suco de agai vem sendo exportada para os estados do
Sul/Sudeste do Brasil, bem como para o Nordeste e, mais recentemente, para os
Estados Unidos.

O palmito, outro importante produto derivado do agaizeiro ¢ usado no
preparo de picles, saladas, cremes e ragdo animal. De todo o palmito produzido
no Brasil, 95% provém do agaizeiro. Recentemente, algumas pesquisas estdo
sendo desenvolvidas para o aproveitamento da vassoura (cacho) do agai e da
haste que envolve o palmito, como matéria-prima para a confecgdo de papel
artesanal. O carogo da fruta é aproveitado como adubo organico e ragdo para
animais. Além das possibilidades de utilizagdo anteriormente citadas, algumas
industrias de perfume t¢m demonstrado grande interesse em produzir fragrincias

com esséneias da fruta do acaizeiro.



O agaizeiro vem se destacando como uma espécie promissora no
agronegdcio e como fonte de renda para pequenos agricultores, que podem
produzir como integrados das agroindistrias de processamento de acai,

principalmente na regiéo norte do estado do Para.

2.4 Anatomia de palmeiras

Alguns trabalhos relacionados com palmeiras foram produzidos na
década de 1990, abordando vérias tematicas da botdnica (Henderson et al., 1991;
Henderson & Scariot, 1993; Moussa et al., 1994; Jardim, 1996; Mesquita &
Jardim, 1996; Storti, 1993; Jardim & Macambira, 1996; Kiichmeister et al.,
1998; McCurrach, 1960; Khan & Granville, 1992; Rabelo, 1997), e suas
diversas possibilidades de uso (Khan & Granville, 1992; Simpson & Ogorzaly,
1995; Heywood, 1993).

Medina (1959) destaca as palmeiras como um grupo muito importante
dentre as plantas produtoras de fibras e Oliveira (1991), em levantamento feito
na regifio amazOnica, ressalta as caracteristicas anatSmicas que algumas
palmeiras possuem e que favorecem a obtengdo € o beneficiamento de suas
fibras. Entretanto, sio escassos os trabalhos sobre anatomia de palmeiras,
principalmente quando referentes a rgéos reprodutivos, como sementes.

Tomlinson (1961) fez um estudo descrevendo a anatomia dos orgdos
vegetativos de algumas palmeiras. O mesmo autor, em 1990, descreveu o fruto
das palmeiras como uma baga ou drupa fibrosa, possuindo uma ou mais
sementes com mesocarpo fibroso e com formato, na maioria dos casos, esférico.
Destacou, como caracteristicas morfolégicas constante dos frutos, o endosperma
abundante e o embrido de pequena dimensdo, em relagdo ao endosperma. Uhl &

Dransfild (1987) descreveram a morfologia geral do fruto das palmeiras.



Recentemente, Essig (1999) descreveu as principais caracteristicas
anatdmicas do pericarpo do fruto de diversas palmeiras, classificando os
diferentes tecidos e estruturas que os compdem.

As sementes das palmeiras s3o geralmente arredondadas, podendo ser
oblongas, achatadas ou mesmo cdnicas e, menos frequentemente, curvadas.
Pinheiro (1986) afirma que o embrifo pode ser basal, se estd situado proximo &
micrépila ou no ponto de insergiio da semente; apical, se situado no lado
contrério, ou lateral. Dentre os raros trabalhos sobre anatomia de sementes de
palmeiras, podem-se destacar os trabalhos de Aguiar (1998), descrevendo a
anatomia da semente de Euterpe precatoria e o de De Paula (1975), que

descreve a anatomia de Euterpe oleracea Mart..

Alguns trabalhos abordam o processo de degradagdo e a composi¢do
quimica do endosperma das sementes de palmeiras, sendo os aspectos
anatémicos pouco explorados (Takeuchi, 1961; Alang et al., 1988; Sugimura &
Murakami, 1990). Dassanayake & Sivakachchan (1973) verificaram que o
endosperma de Borassus flabellifer L. consiste de duas regiSes, uma periférica e
outra central, que apresentam caracteristicas diferenciais, como, por exemplo, o
tamanho e a disposi¢ao das células.

Outros estudos anatdmicos foram feitos a fim de elucidar questdes
relacionadas com a embriogénese e germinagdo de sementes de palmeiras
(Dassanayake & Sivakadachchan, 1973; DeMason & Thomson, 1981; Haccius
-& Kelara, 1979; Teixeira et al.,, 1993). Mais recentemente, Menezes (2000)
descreveu aspectos morfo-anatdmicos do fruto e da semente de Socratea

exorrhiza, detalhando as camadas do pericarpo e a anatomia do embrigo.

Algumas sementes de monocotiled6neas podem apresentar células do
endosperma vivas. DeMason et al. (1983) afirmaram que as células do

endosperma de Phoenix dactilifera sio vivas.



As células do endosperma podem formar grandes reservas na forma de
polissacarideos de parede. A constituigiio quimica desses polissacarideos pode
variar consideravelmente entre taxa (Meier & Reid, 1982). As paredes
espessadas das células do endosperma de todas as palmeiras investigadas por
Meier & Reid (1982) e Mayer & Polijakoff-Mayber (1989), consistiam de pura
manana. A manana é um polissacarideo que se caracteriza pela quase auséncia
de ramificagdes, dureza e insolubilidade em agua.

DeMason et al. (1989) sugerem que as paredes endospérmicas de
Phoenix dactilifera sdo formadas, inicialmente, pela deposigio de
galactomananas € que, durante 0 processo de desenvolvimento da semente, as
ramificagdes de galactose sdo clivadas, dando origem a paredes de pura manana.

Outra carateristica interessante das sementes de palmeiras € que algumas
podem ser ruminadas. Bayer & Appel (1996) afirmam que uma semente pode
ser ruminada em decorréncia da existéncia de um endosperma ou do préprio
tegumento irregular. O iltimo caso pode ocorrer em algumas palmeiras, cujo
tegumento desenvolve-se irregularmente dentro do endosperma, antes do
endurecimento do mesmo (Corner, 1966).

Nao ha definigdo se a ruminagdo do endosperma ou do tegumento da
semente proporciona alguma vantagem durante o desenvolvimento e/ou
germinacio da semente. Contudo, Boesewinkel & Bouman (1984) sugerem que
a ruminagdo pode aumentar a superficie de contato entre a testa € 0 endosperma,
permitindo um aumento da absor¢éo de dgua e nutrientes pela testa.

Nesse sentido, é importante ressaltar a importincia dos estudos
anatomicos na geragio de informagGes que ajudem o entendimento de processos

fisiolégicos relativos & germinag#o de sementes.



2.5 O estresse anéxico

Diversas sio as condigdes ambientais que podem proporcionar o
alagamento do solo, gerando condigdes de hipoxia ou anoxia, dentre as quais se
destacam: irrigagio em solos mal drenados, inundacdes e elevagdo do nivel de
reservatérios hidrelétricos. Apés o alagamento do solo, as raizes das plantas
podem experimentar uma deficiéncia de O, em decorréncia da lenta difuséo do
mesmo através dos espagos porosos do solo, por estarem cheios de agua (Drew
& Lynch, 1980; Drew, 1992). Quando, em um solo alagado, a respiragéo dos
microorganismos é estimulada, ocorre, em menos de 24 horas, uma queda
abrupta nos niveis de O, do solo, provocando a transi¢do de um ambiente aerado
a um anéxico (Erdmann & Wiedenroth, 1988; Good & Paetkau, 1992).

As plantas sdo organismos aerdbicos obrigatdrios, entretanto, podem
tolerar condi¢des anaerdbicas por periodos de tempo varidveis, dependendo da
espécie, mas, geralmente, nio crescem sob anoxia (auséncia de Oz). Contudo,
coleoptiles de arroz (Oryza sativa) ¢ arroz selvagem (Zizania aquatica) possuem
uma capacidade limitada de crescerem sob condigGes estritamente anaerébicas.
O crescimento observado nessas espécies parece estar relacionado,
principalmente, com a expans#o celular, mas evidéncias (Opik, 1973; Mocquot
et al., 1981) demonstram que pode ocorrer alguma divisio celular nas espécies e
condic¢Ges citadas.

As plantas adotam diversas estratégias para tolerarem a diminui¢io ou
auséncia de O; no solo. Estratégias morfo-anatdémicas, como formagio de
aerénquimas (He, Drew & Morgan, 1994), lenticelas (Tang & Kozlowski, 1984;
Siebel, Vanwijk & Blom, 1998; Crawford & James, 1998) e raizes adventicias
(Pezeshki, 1996; Osundina, 1998), sdo importantes como mecanismos de escape
a auséncia de O,, em casos de alagamento. J& as estratégias metabdlicas

permitem que as plantas suportem a auséncia de oxigénio. Nesta condigio



(anoxia), as estratégias de escape nfo tém nenhum efeito, contudo, as plantas
tolerantes ao alagamento e/ou anoxia parecem ser capazes de desenvolverem
ambas as estratégias de tolerédncia.

Sob condigdes normais de oxigénio (normoxia), as plantas oxidam 1
mol de hexose, pro meio da glicélise, do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (CAT)
e da cadeia de transporte de elétrons (CTE), produzindo de 30 a 32 moles de
ATP (Taiz & Zeiger, 2004). Na auséncia de O, — o aceptor final de elétrons da
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial —, essa produco cai a dois moles.
Com isso, a razio ATP/ADP diminui, pois a CTE péra de oxidar o NADH
formado no CAT e acumula-o na mitocondria, provocando a inibi¢do do mesmo.
O piruvato, que antes era oxidado no CAT passa a ser substrato para as vias
anaerdbicas - principalmente etanélica e ldctica. Essas vias sdo importantes por
permitirem a reciclagem do NAD" e produgdo de, pelo menos, dois moles de
ATP/mol de hexose, no citossol.

Tudo indica que a tolerdncia 4 anoxia que algumas plantas possuem esta
relacionada a rota glicolitica. Sob condigGes anaerdbicas, ocorrem mudangas nos
niveis de intermediérios glicoliticos em tecidos vegetais e um aumento do fluxo
glicolitico, o conhecido efeito Pasteur. O aumento do fluxo glicolitico é
indispensavel, durante a anaerobiose, pois possibilita 0 aumento da sintese de
ATP, na unidade de tempo, quando comparada com a sintese glicolitica de ATP
em condigSes aerdbicas. A via glicolitica ocorre tanto em condigGes aerébicas
quanto em condigdes anaerébicas. A suplementagdio de glicose exdgena, em
raizes destacadas, promoveu um aumento da taxa fermentativa e do metabolismo
energético (Hole et al., 1992; Saglio, Raymond & Pradet, 1980; Waters et al.,
1991a) e, algumas vezes, aumentou o tempo de sobrevivéncia de raizes inteiras
(Waters et al., 1991b; Webb & Armstrong, 1983) ou manteve a estrutura
mitocondrial sem alteragdes irreversiveis (Vartapetian et al., 1977). Assim, um



suprimento de aglcares prontamente respiravel pode, em alguns casos, aumentar

a sobrevivéncia em condi¢Ges andxicas.

A faita de oxigénio, mesmo que por pequenos periodos de tempo, pode
promover o efeito Pasteur em algumas plantas. Isto ndo significa que a espécie
que o apresenta serd tolerante i anoxia, pois muitas plantas intolerantes
apresentam um efeito Pasteur pronunciado (Bewley & Black, 1978). Erythina
caffra, uma espécie tolerante, também apresenta, entretanto, Echinochloa
phyllopogon e arroz nio (Kennedy et al., 1980).

Em virtude das plantas tolerarem a anoxia por pelo menos algumas
horas, a disting3o entre plantas tolerantes e intolerantes € relativa. Entretanto, ela
é evidente em se tratando de espécies origindrias de regides alagadas, que
possuem um metabolismo especializado que permite s mesmas tolerarem
periodos prolongados de anoxia. Estudos tém demonstrado que rizomas e folhas
de Scheonoplectus lacustris, Scirpus maritimus e Typha angustifolia
(Armstrong, Brindle & Jackson, 1994; Barclay & Crawford, 1982); ramos e
tubérculos da monocotiledénea aqudtica Potamogeton pectinatus (Summers &
Jackson, 1996) e da monocotiledénea anfibia Acorus calamus (Bucher &
Kuhlemeier, 1993) sdo capazes de tolerarem de semanas a meses de anoxia.

A base metabdlica de tolerdncia & anoxia deve envolver a manutengdo
da glicélise para a produgdo de ATP, regeneragdo de NAD" a partir do NADH,
para que a glicélise ndo seja paralisada, e a produgdio de metabdlitos finais que
sejam indcuos ou que rapidamente sejam transferidos para o meio externo. O
NAD" é requerido para a conversdo do 3-fosfogliceraldeido a 1,3-fosfoglicerato,
na glicdlise. Esta reacgdo € catalisada pela desidrogenase do fosfogliceraldeido,
utilizando o NAD" regenerado, tanto por meio da rota fermentativa etanélica
como léctica. Orgiios tolerantes a anoxia, de espécies de regides alagadas,
apresentam caracteristicas como: fermentagio etandlica predominante
(Armstrong, Brindle & Jackson, 1994; Bertani, Brambilla & Menegus, 1980;



Bucher & Kuhlemeier, 1993; Duss & Briindle, 1982); liberagdo do etanol para o
meio externo (Bertani, Brambilla & Menegus, 1980; Duss & Briindle, 1982;
Monk, Crawford & Briindle, 1984) e presenga de reservas de carboidratos para
manter a glicolise e o metabolismo energético (Armstrong, Brindle & Jackson,
1994; Bertani, Brambilla & Menegus, 1980; Guglielminetti, Perata & Alpi,
1995; Hanhijarvi & Fagerstedt, 1995; Steinmann & Brindle, 1984). Em alguns
casos, uma alta atividade de fosforilases do amido permite a produgdo de mais
um mol de ATP por mol de glicose oxidada (Hanhijarvi & Fagerstedt, 1995;
Steinmann & Bréndle, 1984).

Todas as plantas sdo capazes de sobreviver durante pequenos periodos
de anoxia (de minutos a algumas horas). Entretanto, em células que sdo
metabolicamente ativas, o conteiido de ATP ¢ suficiente por apenas 1-2 minutos
(Roberts et al., 1984a; Roberts et al., 1984b). O metabolismo anaerobico deve
manter os niveis de ATP celulares compativeis com a manutengdo da
organizagio celular, caso contrario, ocorrera a morte celular.

De maneira geral, sementes de cereais ndo germinam sob anoxia, mas
arroz representa uma excegdo a essa regra (Alpi & Beevers, 1983; Perata &
Alpi, 1993). Ao comparar as estratégias moleculares e metabélicas de tolerancia
a anoxia que o arroz utiliza com as utilizadas por outros cereais, constata-se que
faltam muitas respostas e que existem algumas lacunas a serem preenchidas.
Entretanto, sabe-se que ¢é essencial a qualquer espécie manter o metabolismo
fermentativo ativo e capaz de produzir niveis elevados de ATP (Drew, 1990;
Kennedy, Rumpho & Fox, 1992; Perata & Alpi, 1993). Para isso, € importante
que a espécie tenha uma reserva de carboidratos disponivel, para manter o
metabolismo fermentativo. Geralmente, sementes amilaceas sdo mais tolerantes
a anoxia que sementes oleaginosas (Raymond, Al-Ani & Pradet, 1985), mas
dentre os cereais cultivados, somente as sementes de arroz sdo capazes de

produzir a-amilase durante a anoxia (Perata et al., 1992 e 1993).
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A quantidade de agicares soliveis disponiveis para a fermentagdo em
sementes de cereais é, comumente, muito limitada, sendo o amido o principal
carboidrato de reserva. A degradagiio total do amido, durante a germinagdo de
sementes de cereais, ocorre em decorréncia da ag@o conjunta das enzimas o-
amilase, B-amilase, enzima desramificadora e a-glucosidase. Guglielminetti,
Perata & Alpi (1995) demonstraram que sementes de arroz, germinando
anaerobicamente, foram capazes de degradar grios de amido in vivo. Esta
capacidade foi relacionada com a sintese de novo de a-amilase e B-amilase, e
ativagiio de enzimas pré-existentes de isoformas da enzima desramificadora e a-
glucosidase. Guglielminetti et al. (1995) observaram que plantulas de arroz
foram capazes de degradar amido e sacarose até frutose-6-P, sob anoxia e
propuseram que o metabolismo da sacarose ocorre, principalmente, pela via da
sacarose sintase, em conjunto com nucleosideo difosfato quinase, permitindo a
ciclagem dos uridilatos. O gene de sacarose sintase é induzido em diversas
espécies de plantas sob anoxia (McElfresh & Chourey, 1988; Chourey, Taliercio
& Kane 1991; Ricard et al., 1991). Contudo, até agora, somente o arroz foi
capaz de induzir anaercbicamente a sacarose sintase, tanto em ambito
transcricional como traducional (Ricard et al., 1991), enquanto que em milho e
Sorghum, duas espécies com baixa toleréncia a anoxia, a indugiio ocorreu apenas
em nivel transcricional (McElfresh & Chourey, 1988; Taliercio & Chourey,
1989; Chourey, Taliercio & Kane, 1991).

O amido n#o ¢ a tnica fonte de carboidratos em sementes. Matheson
(1990) cita que, em palmeiras, a principal reserva das células endospérmicas é
constituida de manana, um polimero de D-manose unidas por ligagdes p (1 —
4), chegando a atingir 60% das sementes, ocorrendo como principal constituinte
de uma parede celular muito espessa. As mananas podem ser degradadas pela
a¢do conjunta da B-mananase ¢ B-manosidase. Sachs (1862) e Keusch (1963),
citados por_Chandra Sekhar & DeMason (1990), estudando a germinagdo de
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sementes de Phoenyx dactylifera, observaram que seu pequeno embri&io conico
desenvolve lentamente e seu cotilédone é transformado em um haustério, que

drena os produtos da degradacio das reservas durante a germinagdo.

O periodo de germinagdo de sementes e desenvolvimento de pléntulas €
critico para o estabelecimento de uma espécie vegetal em seu habitat. Em um
ambiente sujeito ao alagamento, a existéncia de mecanismos metabolicos de
tolerincia a hipoxia e/ou anoxia, em sementes e plantulas, é imprescindivel. A
existéncia de um “pool” de amido ou de uma reserva carbdnica qualquer ¢ de um
sistema eficiente de degradagdo dessas reservas, até hexoses, que podem
alimentar o fluxo glicolitico durante a auséncia de oxigénio, ¢ uma caracteristica
importante e pode definir a permanéncia de uma espécie em um habitat sujeito

ao alagamento.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Simulagiio da anoxia

Sementes e plantulas de agaizeiro, aos cingiienta dias apés a semeadura,
foram submetidas 2 diferentes periodos de tempo aos tratamentos andxico e
aerado. O tratamento anéxico foi induzido colocando-se o material vegetal em
frascos de vidro com tampas de rosca, cheios com 4gua destilada, que, antes de
serem fechados, foram borbulhados com ghs nitrogénio, por um minuto. As
sementes submetidas ao tratamento anéxico foram préviamente submetidas a
uma desinfestagiio, mergulhando-as em uma solugdo de hipoclorito de sédio
(0,5%) por um minuto e posterior lavagem com dgua destilada. Os experimentos
foram realizados em cdmara de germinagdo, com temperatura controlada (35°C

+ 1), no escuro.
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As plantulas e sementes do tratamento aerado foram colocadas em
caixas plasticas contendo vermiculita, mantidas em sala de crescimento sob uma

irradidncia de fétons de 60 umol m™s?, 30 = 5°C e um fotoperiodo de 12 horas.

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repetigdes por tratamento e dez sementes e/ou plantulas

por parcela.

3.2 Curva de embebigio

Vinte e cinco sementes de agaizeiro foram colocadas em germinador,
sob 35°C, no escuro, envolvidas em papel de germinagdo, em frascos de vidro,
nos quais foi adicionada dgua em quantidade suficiente para manter a umidade
do papel, sem submergir as sementes. A cada 24 horas pesou-se cada semente,

durante quinze dias consecutivos.

3.3 Interconversiio de matéria seca entre endosperma e plintula durante o

processo germinativo e desenvolvimento da plintula do acaizeiro

Sementes de agaizeiro foram colocadas para germinar em recipientes de
pléstico contendo vermiculita, em sala de crescimento, nas mesmas condi¢des
dos experimentos anteriores. Decorridos 0, 10, 25, 50, 75 ¢ 100 dias apds a
semeadura, foram coletados trés lotes de dez sementes e/ou plintulas,
dependendo do periodo avaliado e foram colocadas para secar em estufa de
circulagio forgada, até massa constante. Apds a secagem, foram separados e
pesados os endospermas e o conjunto de plantula mais haustério. Registraram-se
os diferentes estadios de desenvolvimento da plantula por meio de fotografia.
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3.4 Estudo anatdmico de sementes e plintulas de acaizeiro e determinaciio

dos tecidos de acimulo de amido

Segbes transversais do endosperma da semente, do haustério, da base do
cauliculo. A um centimetro abaixo do apice do eéfilo (Figura 1) de plantulas de
agaizeiro, foram corados com solug@o de azul de toluidina 1%, lugol (1g de iodo
e 2g de iodeto de potissio em 300ml de dgua) e sulfato de Berberina (1%),
durante dez minutos. Posteriormente, foram montadas laminas em agua e
observadas em um microscopio de luz e fluorescéncia (microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX60), do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras.
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eofilo

base do cauliculo

haustorio

endosperma

FIGURA 1- Plantula de agaizeiro com cingiienta dias apos a semeadura, mostrando as
principais estruturas ¢ regioes nas quais foram realizados cortes transversais (haustorio,

endosperma, base do cauliculo ¢ ¢6filo).

A coloragio com lugol permitiu a determinagio das regides das
plantulas de agaizeiro que acumulam amido, as quais foram utilizadas nos

estudos relativos a atividade amilolitica e a focalizagio isoelétrica.



3.5 Observagiio de células isoladas do endosperma ¢ haustério de plintulas

de acaizeiro

Pequenos pedagos do endosperma e haustério de plantulas foram
macerados suavemente, apds congelamento em nitrogénio liquido, em almofariz,
em presenga de dgua, para provocar a separa¢do de algumas células intactas do
tecido. Em seguida, filtrou-se o macerado através de uma tela de nailon com 60
pm, colocada no fundo de um ependorf de 1 ml. Posteriormente, retiraram-se
algumas amostras de células retidas na tela, submetendo-as a solugdes de azul de
toluidina ou lugol, durante dez minutos. Essas amostras foram utilizadas na

montagem de laminas, em 4dgua e posterior observagdo em microscopio de luz.

3.6 Anilise ultra-estrutural das células do endosperma de sementes

Amostras do endosperma de sementes secas do agaizeiro foram fixadas
em solu¢do de Kamnovsky (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2,5% e cacodilato
0,05 M, pH 7,2), durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram lavadas em
tampio cacodilato por 3 vezes, durante 10 minutos cada vez e pds-fixadas em
solugio de tetréxido de 6smio 2%, por, no minimo, 5 horas. Posteriormente &
fixa¢dio, as amostras foram desidratadas em uma série de solu¢des de acetona
(25%, 50%, 75%, 90% e 100 %), durante 10 minutos em cada solugdo e trés
vezes em acetona pura, e submetidas a uma série de solugdes crescentes de
resina Spurr, diluida em acetona (30%, 70% e 100%). Apos o emblocamento em
resina Spurr, realizou-se o toalete dos blocos, montagem em suporte feito de
resina Spurr ¢ os cortes no ultramicrétomo (Reichert-Jung). Os cortes foram
fixados em grades de cobre de 300 mesh, que foram submetidas,
sucessivamente, a acetato de uranila (3%) e acetato de chumbo (3%), durante 3

minutos cada. Os cortes foram observados no microscopio eletrénico de
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transmissdo do Departamento de Patologia da Universidade Federal de Lavras
(Zeiss EM-109).

3.7 Microscopia eletronica de varredura

Amostras de endosperma e haustério, retiradas de plantulas de agaizeiro
aos 35 dias apds a semeadura, foram imersas em soluggo fixativa (Kamovisk's),
pH 7,2, por um periodo de 24 horas. Em seguida, foram transferidas para uma
solugdo de tetroxido de 6smio 1%, em dgua, por 1 hora e subseqiientemente
desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% ¢ 100%, esta
tiltima por trés vezes), e depois levadas para o aparelho de ponto critico (BAL-
TEC CPD 030). Posteriormente, as amostras foram montadas em suportes de
aluminio (sfubs), com a ajuda de uma fita de carbono dupla face, colocadas
sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro (evaporador de ouro
BAL-TEC SCD 050) e observadas em microscopio eletronico de varredura
(LEO EVO 40XVP). Todas as atividades citadas nesse item foram
desenvolvidas no Departamento de Patologia da Universidade Federal de

Lavras.
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3.8 Influéncia das reservas da semente sobre a sobrevivéncia de plantulas

de acaizeiro 4 anoxia

Plantulas de agaizeiro com a primeira folha completamente expandida,
com e sem sementes', foram submetidas a cinco, dez e vinte dias de anoxia.
Posteriormente & aplicagio dos tratamentos anoXicos, as plantulas foram
transferidas para uma condigfio de normoxia, colocando-as em caixas de plastico
com vermiculita, em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 27 + 5°C e uma irradidncia de fStons de 60 pmol mZs?. As
condigdes da sala de crescimento foram mantidas nos demais experimentos. O
tratamento testemunha constou de plintulas sem as sementes aderidas, sob

condigdes de normoxia.

3.9 Determinacio do periodo de tolerincia mdximo de sementes de

acaizeiro 2 anoxia

Seis lotes de vinte sementes de agaizeiro por tratamento foram submetidos
a um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze e doze meses de
anoxia. Apds cada periodo de anoxia, trés lotes de sementes foram transferidos
para a condigio de normoxia, colocando-os em recipientes plasticos com
vermiculita, em sala de crescimento, determinando-se a percentagem de
germinago apos vinte dias. Trés lotes de vinte sementes foram secos em estufa

de circulagfio forgada, até massa constante. Em seguida, foram trituradas em

1 O termo semente ¢ sinénimo de haustério, pois as plantulas de agaizeiro
utilizadas neste experimento estavam em um estidio de desenvoivimento em que
suas reservas endospérmicas ja tinham sido totalmente degradadas pelo
haustdrio.
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moinho de bola, até a formagio de um pé que foi utilizado na determinagéo de

amido.

3.10 Determinaciio do teor de amido de sementes

Amostras de sementes antes da semeadura e apos meses de anoxia (um,
dois, trés, e quatro meses) foram secas em estufa de circulagéo forgada, até
massa constante. Posteriormente, o material seco foi triturado em moinho de
bola até a formagdo de um p6, determinando-se o teor de amido através do
método de Nelson (1944).

3.11 Avaliaciio qualitativa in vivo e in vitro da atividade amilolitica em

sementes e plintulas de acaizeiro

Sementes sem o haustério e o haustério, ambos cortados pela metade, ¢
segdes transversais da base do cauliculo de plantulas de agaizeiro que foram
submetidas a diferentes tempos de tratamento anéxico (zero, um, cinco e dez
dias), foram colocadas em placas de Petri contendo uma fina camada de meio de
amido sélido, com a superficie cortada voltada para o meio composto de agar
0,7%, amido solivel 1% e acetato de sédio 200 mM (pH 5,4). As placas de
Petri foram incubadas & temperatura de 35°C, por 3 horas, no escuro. Apés o
periodo de incubagdo, retiraram-se os cortes e adicionou-se as placas solugdo de
lugol, fotografando-as apés 3 horas.

Amostras de 100 mg de matéria fresca do endosperma e embnao de
sementes de agaizeiro submetidas a vérios tempos de anoxia (zero, um, cinco €
dez dias), foram maceradas em almofariz, em presenca de 1 ml de tampéo de
extragiio, contendo: CaCl, 10 mM, acetato de sédio 200 mM (pH 5.4 ) e DTT 1
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mM, sobre gelo. Posteriormente, o macerado foi centrifugado a 10.600 g, sob
4°C, durante 15 minutos e 100 pL do sobrenadante foram adicionados em
cavidades de uma placa de teste de ELISA, contendo 100 pL. do mesmo meio
sélido anteriormente utilizado no estudo da atividade amilolitica in vivo. As
placas de ELISA foram cobertas com um filme de PVC e incubadas em camara
de germinagdo a 35°C, por 3 horas, no escuro. Apés o periodo de incubagdo as
placas foram reveladas com lugol e fotografadas. O mesmo procedimento foi
realizado para plantulas aos cinqiienta dias apés a semeadura, submetidas a zero,
um, cinco e dez dias de anoxia, utilizando-se o haustério, a base do cauliculoe o
endosperma da semente, ainda aderido a plantula.

Os extratos utilizados na focalizagdo isoelétrica foram usados em outra
avaliagio qualitativa da atividade amilolitica, em que a quantidade de proteinas
adicionadas nas cavidades da placa de ELISA foi igual. Para isso, adicionaram-
se nas cavidades da placa de ELISA contendo 50 pL de meio sélido, extratos do
endosperma, haustério ¢ base do cauliculo, contendo 50 pg de proteina.
Posteriormente, as placas foram incubadas sob 35°C, durante 6 horas. Apés o
periodo de incubagdio, procedeu-se da mesma maneira que anteriormente.

Foram adicionados 90 puL dos extratos produzidos a partir do
endosperma, haustério e base do cauliculo de plantulas que foram submetidas
aos tratamentos zero e cinco dias de anoxia, foram adicionados a eppendorf
contendo 10 pL de tampdo de extragio. Antes de adicionar uma aliquota de 50
puL desses extratos na placa de ELISA, contendo 50 pL de meio s6lido e incubd-
la por 3 horas, sob 35°C submeteu-se cada uma, de trés réplicas dos extratos, aos
tratamentos: incubagdo sob 70°C, por 15 minutos, adi¢do de EDTA (1 mM) e
extrato sem tratamento algum (testemunha). Apés o periodo de incubagdo, as
placas foram reveladas com lugol e fotografadas.
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3.12 Focalizacdo isoelétrica de enzimas amiloliticas

Plantulas de agaizeiro foram submetidas aos tratamentos zero, um €
cinco dias de anoxia. Em seguida, tomaram-se amostras de 1g de matéria fresca
do endosperma, haustério e base do cauliculo que, depois de congelados com
nitrogénio liquido, foram maceradas em almofariz, sobre gelo, contendo 1 mL
do tampio de extragdo (CaCl, 10mM, acetato de s6dio 200 mM, pH 5,4 e DTT 1
mM). O macerado obtido foi centrifugado por vinte minutos a 10.000g, sob 4°C.
Posteriormente, utilizou-se o sobrenadante, contendo 50 pg de proteina
(Bradford, 1976), para a focalizagio isoelétrica em gel continuo de
poliacrilamida (7,5%). O gel foi preparado de acordo com Alfenas (1998),
adicionando-se 1% de amido soliivel e anfélitos (2%), com variagéo de pH de 5-
7. Utilizaram-se NaOH (0,02 M) e H,SO; (0.2%) como tampdes do catodo e
anodo, respectivamente. As condigdes de corrida foram: 150 V, 25 mA, 50 W,
sob 4°C.

3.13 Avaliaciio qualitativa da atividade da enzima endo-f-mananase:

3.13.1 Preparo do extrato

Amostras de lg de matéria fresca do endosperma e haustério de
plantulas de agaizeiro com 50 dias ap6s a semeadura, submetidas a 0 hora, 24
horas e 5 dias de anoxia foram congeladas com nitrogénio liquido e maceradas
sobre gelo, em almofariz contendo 1ml de tamp3o citrato de sédio 50mM (pH
5,0). Posteriormente, o macerado foi centrifugado por vinte minutos a 10.000g,

sob 4°C, coletando-se o sobrenadante e armazenando-o a -20°C.
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3.13.2 Preparo do gel

Aqueceu-se em microondas, até a liquefagdo, a mistura contendo:
agarose, 0,7%; 24 mL de locust bean gum 0,5% (galactomanana extraida de
sementes de Ceratonia siliqua) ¢ 6 mL de tampo citrato de sédio, feito a partir
da mistura de 10 ml de solugdo de 4cido citrico (IM) e 50 mL de solugéo de
Na,HPO, (0,4 M), em um volume final de 200 mL, ajustando-se o pH para 5.,0.
Apbs o aquecimento, a mistura foi adicionada em uma moldura de vidro com
1mm de espessura ¢ uma 4rea interna de aproximadamente 48 cm’, colocada
sobre uma folha de gel bond em uma superficie de vidro plana.

A solugdo de locust bean gun (0,5%) foi feita aquecendo-se a mesma
por 2 horas a 80°C, sob agitagdo. Posteriormente, deixou-se a solugfio esfriar em
temperatura ambiente, centrifugando-a por dez minutos a 3000g, armazenando-
se o sobrenadante sob -20°C. Durante o preparo da mistura do gel a solugdo de
locust bean gum deve ser centrifugada novamente, sob as mesmas condigGes

utilizadas durante sua preparacdo.
3.13.3 Aplicagiio do extrato e revelaciio do gel

Aplicaram-se 2 pL dos extratos produzidos no jtem 3.13.1 em orificios
de 2 mm de didmetro, feitos no gel preparado de acordo com o item 3.12.2.
Apbs 21 horas de incubagio em cimara de germinag#o, sob 35°C, no escuro, em
recipiente fechado, para impedir a desidratagéio do gel, revelou-se o gel
procedendo-se da seguinte maneira: lavagem com agua destilada; lavagem por
trinta minutos em tampdo citrato de sédio, o mesmo utilizado no preparo do gel,
retirando-se seu excesso com &gua destilada; coloragio com solugdo de
vermelho congo (0,5%), durante trinta minutos; remogio do vermelho congo e

adigdio de etanol 95%, por, no minimo, dez minutos; remogdo do etanol e adi¢do



de solugio de NaCl 1M (o gel deve ser mantido submerso na solugéo salina), até
a mudanga de cor do gel e formagdo de dreas esbranquigadas que caracterizam a
presenga da atividade da endo B-mananase. Apds 0 processo de revelagdo, os
géis foram fotografados.

3.14 “Tissue printing” de endo-B-mananase

Sementes de agaizeiro foram colocadas em germinador, sob 35°C, no
escuro, envolvidas em papel de germinagdo, em frascos de vidro, nos quais foi
adicionada 4gua em quantidade suficiente para manter a umidade do papel, sem
submergir as sementes. No 5°, 10° e 15° dia de germinagdo, retiraram-se
amostras de sementes que foram cortadas ao meio, retirando-se os haustérios das
mesmas. Seis endospermas e seis haustérios cortados ao meio foram colocados
no mesmo tipo de gel usado na avaliagdo qualitativa da endo-B-mananase, com
os lados cortados em contato com o gel. Apés os procedimentos de incubagio e
revelagdo do gel, relatados na avaliagdo qualitativa da atividade da endo-8-

mananase, foram feitos os registros fotograficos.

3.15 Determinacio do teor de dgua das sementes de acaizeiro

Cinqiienta sementes de agaizeiro foram pesadas antes da secagem em
estufa de circulagio forgada e apds secagem, até massa constante. Calculou-se o
teor de agua das sementes fazendo-se a diferenca entre o peso imido médio das

sementes, dividido pelo peso médio das sementes secas, vezes cem, expresso em

percentagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de embebicdo

As sementes de agaizeiro apresentam duas fases bem distintas durante o
processo de embebigdo (Figura 2). A primeira fase, que é caracterizada por um
rapido aumento do conteido de dgua da semente, parece terminar no quarto dia
de embebicio, a partir do qual se inicia a segunda fase, caracterizando-se como
um periodo de ativagdo metab6lica em que a semente absorve pouca agua.

Observou-se que a germinagdo das sementes de agaizeiro teve inicio a
partir do quinto dia de embebicdo, logo apés o inicio da segunda fase. Apés onze
dias de embebi¢do, 100% das sementes de acaizeiro ja tinham germinado.
Considerou-se como semente germinada aquela em que houve a protusio do
eixo hipocétilo radicular.

A auséncia de uma terceira fase durante o processo de embebigdo das
sementes de agaizeiro, que sdo endospérmicas, estd de acordo com Bewley &
Black (1985) que afirmaram que endospermas ou cotilédones ndo persistentes de
sementes nio se expandem e, como conseqiiéncia, néo apresentam a terceira fase

do processo de embebigdo.
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FIGURA 2 - Curva de embebicao de sementes de agaizeiro. As setas indicam o inicio da
germinagio e o ponto em que 100% das sementes haviam germinado.

4.2 Interconversio de matéria seca entre endosperma e embriio, durante o
processo germinativo e desenvolvimento da plantula do acaizeiro

Reducdes expressivas da matéria seca do endosperma das sementes de
agaizeiro foram possiveis de serem observadas ji no décimo dia apés a
semeadura, intensificando-se a partir do qilinquagésimo dia, quando entdio o
embridio passou a sofrer aumentos significativos na matéria seca (Figura 3).
Neste estadio, quando se intensificou o dreno de matéria seca do endosperma
para a plantula, observou-se um haustério bem desenvolvido ¢ que ainda pode
ser distinguido do endosperma (Figura 4), atingindo quase que a metade do
volume do endosperma.
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FIGURA 3 - Interconvers3o de matéria seca entre endosperma (¢) e embrido (e),
durante a germinagio e o desenvolvimento da plintula do acaizeiro.

O centésimo dia coincide com o desembainhamento da primeira folha e
com o quase total consumo do endosperma (Figura 4), uma vez que o haustério
apresenta-se ocupando toda a drea que antes era ocupada pelo endosperma.
Aparentemente, é nesse momento que a plantula se torna independente do
endosperma da semente e fica dependente apenas das reservas, muito

provavelmente o amido, acumuladas em seu haustdrio e/ou base do cauliculo.
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FIGURA 4 - Fases da germinagio ¢ desenvolvimento da plintula do agaizeiro apos 0,
10, 25, 50, 75 e 100 dias da semeadura.

4.3 Estudo anatémico de sementes e plintulas de agaizeiro

Nas segdes transversal ¢ longitudinal do endosperma da semente do
acaizeiro (Figura 5, A e B), respectivamente, nota-se que as células do
endosperma apresentam diferentes formas e uma parede celular bastante espessa,
com muitas pontoagdes, ocupando grande parte do volume celular total. De
maneira semelhante, Chandra Sekhar & DeMason (1987) demonstraram que as
paredes das células do endosperma da semente da palmeira Phoenix dactylifera

podem ocupar aproximadamente 65% do volume celular total, apresentando um
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grande niimero de corpos protéicos, conteido citoplasmatico reduzido e poucas
mitocondrias e plastideos.

Tanto sementes de monocotiledoneas como de dicotiledoneas podem
apresentar reservas na forma de polissacarideos de parede. Estes podem estar
presentes no endosperma (Arecaceae, Lilioflorae, Rubiaceae, Ebenaceae,
Loganiaceae), no perisperma ou no cotilédone (Lupinus, Ceratonia, Impatiens).

Em todas as palmeiras investigadas por Meier & Reid (1982) e Mayer &
Polijakoff-Mayber (1989), as paredes das células do endosperma das sementes
eram constituidas de manana. Manana é um polissacarideo de parede formado
por longas cadeias lineares de manose em ligagSes B-1,4, praticamente sem
ramifica¢des. Para Matheson (1990) a manana é o principal constituinte das
células endospérmicas de sementes da palmeira Phytelaphas macrocarpa,
podendo atingir 60% de sua massa seca.

Apesar de o amido ser o principal carboidrato de reserva na maioria das
sementes, em sementes de agaizeiro ele parece ter uma importincia secundaria
em termos quantitativos, pois o teor de amido em suas sementes atingiu um
valor médio de, aproximadamente, 16% da matéria seca, muito inferior aos
valores de manana comumente observados em sementes de outras palmeiras.
Nestas sementes, a manana desempenha duas fungdes: confere resisténcia
mecanica permitindo maior protegio ao embrido; serve como reserva de
carboidratos, que sdo digeridos durante a germinagdo e convertidos a sacarose
para a nutrigdo da plantula em desenvolvimento (Carpita & McCann, 2000).

As paredes celulares de sementes podem ser degradadas durante a
germinagdo, produzindo um importante suprimento adicional de carboidratos
para o desenvolvimento da plantula. Esta fungdo nutritiva ¢ especialmente
evidente durante a degradagdo de paredes celulares grossas de células do
endosperma ou cotilédone de algumas sementes (Meier & Reid, 1982; Halmer &
Bewley, 1982; Ashford & Gubler, 1984; Halmer, 1985).
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A seqiiéncia de degradagio das paredes celulares no ‘endosperma é
varidvel entre taxa, dependendo da localizagdo das enzimas degradativas. Em
leguminosas, como em Trigonella foenum-graecum, a degradagdo das paredes
do endosperma inicia nas células préximas as células da camada de aleurona
(Jacobsen, 1984). J& em Ceratonia siliqua ela ocorre mais uniformemente em
todo o endosperma (Seiler, 1977, citado por Werker, 1997)

As paredes das células endospérmicas das sementes de agaizeiro sdo
alongadas e apresentam um grande nimero de pontoagdes. Nas imagens da
Figura 5 - A (canto inferior direito), percebe-se que as pontoagdes de células
adjacentes do endosperma da semente de agaizeiro niio apresentam conecgdes
plasmodésmicas. Apesar de existir uma redugdo na espessura da parede nas
regides de pontoagdo, hd uma porgdo de parede bastante considerivel entre a
lamela média e o conteido citoplasmatico de células adjacentes. A provavel
inexisténcia de conecgdes plasmodésmicas, entre as células do endosperma da
semente do agaizeiro, pode possibilitar que o processo degradativo das reservas
contidas em suas paredes ocorra de maneira gradual, nas proximidades do
haustério em desenvolvimento. Com a degradagdo das paredes nas regides de
pontoagéo, as enzimas responsaveis pela degradagio da manana (mananase e
manosidase) podem passar para uma outra camada de células, iniciando o
processo degradativo nas mesmas. Esse processo parece ocorrer radialmente, do
centro do endosperma para a periferia, e deve ser controlado pelo haustério.
Caso existissem conecgdes plasmodésmicas entre as células do endosperma a
degradagdo, muito provavelmente, poderia ser generalizada. O processo iniciado
na camada mais interna tenderia a se difundir para as camadas mais externas,
promovendo o enfraquecimento das paredes, o que poderia facilitar o ataque de
microorganismos. Além disso, o haustério poderia ndo ser capaz de assimilar

todo o aglicar liberado a partir da degradagio das paredes endospérmicas.
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FIGURA 5 - (A) Secio transversal do endosperma da semente de agaizeiro, mostrando
células com diferentes formas, paredes espessadas ¢ muitas pontoagdes (retingulo
pontilhado). No canto inferior direito pode ser vista uma fotomicrografia eletronica com
detalhe de duas pontoagdes entre células adjacentes, mostrando a lamela média (seta) ¢
um corpo protéico (cp). (B) Segdo longitudinal do endosperma da semente de agaizeiro,
mostrando células alongadas com numerosas pontoagdes ¢ contetido citoplasmitico
intensamente corado com azul de toluidina.
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A testa da semente do agaizeiro ¢ do tipo ruminada. Caracteriza-se pela
incrustagdo da testa, que penetra no endosperma, formando linhas de células por
todo o endosperma. No endosperma da semente do agaizeiro essas linhas vio da
periferia da semente até os arredores do centro e sdo bem visiveis nas sementes
de plantulas de agaizeiro com 75 dias apds a semeadura (Figura 4). Detalhe da
expansdo das células da testa, rumo ao interior do endosperma pode ser
observado na Figura 6-A. De Paula (1975), estudando a anatomia do agaizeiro
(Euterpe oleracea), cita que essas projegdes do tegumento sio formadas por 8 a
13 camadas de células de largura, de paredes finas, pectoceluldsicas, ricas em
substincias de reserva.

Naio estd estabelecido se a ruminagio do endosperma e/ou da testa tem
alguma fungdo durante o desenvolvimento ou germinagio da semente.
Boesewinkel & Bouman (1984), tém sugerido que a ruminago do endosperma,
ao causar o aumento da superficie de contato entre a testa e 0 endosperma, pode
facilitar a entrada de dgua, oxigénio e/ou nutrientes a partir da testa.

Células isoladas do endosperma, coradas com azul de toluidina (Figura
6-B), mostram que as mesmas podem apresentar formas distintas. Na mesma
figura nota-se, nitidamente, a forma do citoplasma das células do endosperma,
em azul, com numerosas pontoagdes. O formato irregular pode ser importante no
processo de degradagio dos polissacarideos de parede durante a germinagio,
pois possibilitaria o aumento da superficie de contato entre a endo-B-mananase e
o principal constituinte das paredes das células endospérmicas, a manana. Tanto
as c¢lulas endospérmicas como as do haustério apresentam amido, pois ficaram
intensamente coradas apés serem submetidas a lugol (Figura 6- C e D). Nas
células do haustério é facil visualizar grios de amido dentro de pequenas células

parenquiméticas de parede delgada.
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FIGURA 6 — (A) Segiio transversal do endosperma da semente de agaizeiro mostrando
as projegdes da testa (— «) através do endosperma (end), que caracterizam uma testa
ruminada, observada através de um microscopio de epifluorescéncia. Os cortes foram
submetidos a sulfato de berberina (1%). (B) Grupo de células do endosperma da semente
de acaizeiro, mostrando o contetdo citoplasmitico em azul ¢ as paredes celulares
translucidas e espessadas, ricas em pontoagdes. Grupos de células do haustorio (C) ¢ do
endosperma (D) de plantulas de agaizeiro com 50 dias apds a semeadura, coradas com
lugol. As células do haustério apresentam diversos grios de amido e possuem paredes
delgadas. As células do endosperma sdo irregulares ¢ de paredes cspessas, com
citoplasmas intensamente corados, caracterizando uma reserva de amido em seu interior.

O estudo anatémico de plantulas aos cingiienta dias apés a semeadura
demonstrou que os principais locais de acimulo de amido sdo: endosperma,
haustorio, que nessa fase ocupa quase que a metade do volume do endosperma
(Figura 4) e base do cauliculo (Figura 7, A e B). A regido do eofilo (Figura 7, C
e D) ndo apresenta muitos grios de amido, contudo, a endoderme dos feixes
vasculares, tanto das pinas como nas bainhas, apresentam alguns grdos de

amido.



FIGURA 7 — (A ¢ B) Segoes transversais da base do cauliculo de plantulas de agaizeiro
aos 50 dias apés a semeadura, corados com lugol. Mostrando a regido central (rc) com
abundante quantidade de grios de amido e primeira bainha (ba), com diversos feixes
vasculares (seta). (C) - Segdo transversal do e6filo a um centimetro do apice da plintula
de agaizeiro aos 50 dias apos a semeadura, mostrando pinas (pi) dobradas envolvidas
pela segunda bainha (ba) com diversos feixes vasculares. (D) Detalhe de um feixe
vascular da segunda bainha, com endoderme (end) apresentando grios de amido (scta);

xi, xilema fl, floema; es, esclerénquima.

As sementes de monocotiledoneas sdo tipicamente albuminosas e tém
uma germinagdo hipégea. Entretanto, membros da familia Arecaceae (Palmae)
possuem um comportamento muito incomum durante a germinagdo: a porgio
distal de seu cotilédone permanece dentro da semente e, ao expandir-se
(funcionando como um haustorio), drena as reservas do endosperma, ocupando
seu lugar (Gatin, 1906; Thiselton-Dyer, 1910; Tomlinson, 1960). Este fenémeno
¢ acompanhado pela produgio de endo B-mananase e B-manosidase (Halmer,
1985; Bewley & Reid, 1985).
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A foto da Figura 8 mostra uma se¢do transversal do endosperma da
semente de acaizeiro de uma plantula apds cinqiienta dias da semeadura.
Observa-se que a regido do endosperma voltada para o haustorio esta
parcialmente degradada, tendo sua porgio central ja sido totalmente consumida,

dando lugar ao haustorio.

FIGURA 8 — Segiio transversal do endosperma da semente de agaizeiro de uma plantula
com 50 dias ap6s a semeadura, mostrando regido parcialmente degradada (canto inferior

direito) do endosperma.

A Figura 9-A mostra, em vista frontal, parte do endosperma de uma
semente de agaizeiro com 35 dias apds a semeadura, depois da retirada do
haustorio (Figura 9-B). Percebem-se, na cavidade em que o haustorio se
encontrava, restos das células do endosperma ao fundo e, em detalhe, uma

regidlo com um grupo de células endospérmicas ainda intactas ¢ outras
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parcialmente degradadas (Figura 9-C). Estes resultados parecem confirmar que o
haustdrio coordena a degradagdo do endosperma.

Keusch (1968), citado por Chandra Sekhar & DeMason (1990),
hipotetizou que o haustério de plantulas de Phoenix dactylifea L. tem duas
fungodes biologicas: secregdo de exoenzimas hidroliticas para o endosperma e
absorgio dos produtos provenientes da degradagio do endosperma. Esta possivel
excrecdo de enzimas hidroliticas para o endosperma pelo embrido é
perfeitamente compativel com a observagio de que as células dos embrides de
Phoenix dactylifera possuem mais que metade do volume celular total ocupado
por corpos protéicos (Chandra Sekhar & DeMason, 1987).

A degradagdo do endosperma de sementes de agaizeiro parece ocorrer,
inicialmente, nas células endospérmicas localizadas no centro de porges do
endosperma circundadas pelas proje¢des da testa (Figura 10-A), continuando até
atingir as referidas projegdes, que ndo sdo degradadas. Isso pode ser notado
observando-se a fotografia em corte da semente ainda aderida a plantula de

acaizeiro aos 75 dias apos a semeadura (Figura 4).
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FIGURA 9 — Vista frontal de parte do endosperma de semente de agaizeiro com 35 dias
apés a semeadura. Mostrando cavidade com residuos de células endospérmicas ao fundo
(A), depois da retirada do haustério (em detalhe em B) ¢ regido de transi¢ao entre uma

area integra ¢ degradada do endosperma (em detalhe em C).
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Bewley & Black (1985) citam que a hidrdlise de polissacarideos de
parede do endosperma (89% de manose depositada em paredes secundérias®) de
Phoenix dactylifera ocorre durante a liberagdo de exoenzimas pelo haustério e
quando a manana ¢ hidrolisada a manose, a qual é absorvida pelo haustdrio e
transportada até o eixo embriondrio, onde € convertida i sacarose. A
mobilizagio de mananas das paredes celulares do endosperma de sementes de
alface, por outro lado, envolvem a sintese de mananase a partir do proprio
endosperma (Halmer, 1985).

DeMason et al. (1985), estudando a germinag@io de Phoenix dactylifera,
citam que o haustério pode ndo ser responsivel pela produgio das enzimas 8-
mananase e B-manosidase ¢ que as mesmas podem ser ativadas nas células
endospérmicas por um sinal desconhecido vindo do haustério. Afirmam também
que o contefido de cada célula endospérmica é mobilizado primeiro, seguido
pela mobilizagio da parede, e que a digestio da parede celular de cada célula
endospérmica ocorre a partir do citoplasma, em dire¢io 4 lamela média.

O sentido da degradagdo das paredes celulares do endosperma de
sementes de Phoenix dactylifera - de dentro para fora - € uma importante
evidéncia da fungio das pontoagdes nas células endospérmicas do agaizeiro. E
provével que as pontoagdes facilitem a entrada da endo B-mananase proveniente
do haustério, pois apresentam paredes com uma espessura bem inferior aos
locais da parede sem pontoag3o. Apds sua entrada na célula, via degradagdio da
parede menos espessa na regido de pontoagdo, a endo B-mananase comega o
processo de degradacdio da parede celular, de dentro para fora. Usar essa
evidéncia como prova de que o endosperma € o responsivel pela degradagio de

suas paredes parece ser um equivoco.

2 Contrariando Bewley & Black (1985), DeMason; Chandra Sekhar & Harris
(1989), afirmam que as paredes das células endospérmicas de Phoenix
dactylifera sio primérias, pois sua deposi¢do ocorreu durante o alongamento
celular.
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Observando-se a Figura 10-B, parece que as .projec;ﬁes da testa podem
apresentar alguma fungdo no transporte de substincias provenientes da
degradagdo do endosperma, até o tecido condutor do haustério. Isso porque o
tecido vascular do haustério esta distribuido de maneira a acompanhar essas
projesdes, estabelecendo um contato direto com as mesmas. As projegdes da
testa também podem estar envolvidas no processo de conducio de carboidratos,
provenientes da degradagdo do amido das células endospérmicas de sementes de
agaizeiro, durante a anoxia, permitindo que 0 embrido receba um suprimento de
carboidratos suficiente para manté-lo vivo, pois a distincia entre 0 embrido e as
células endospérmicas mais afastadas do mesmo € grande. O transporte difusivo
destes agiicares até o embridio € pouco provavel, haja vista a quase inexisténcia
de espagos intercelulares entre as células endospérmicas.

Futuros trabalhos que avaliem a ultra-estrutura das células deste tecido e
a existéncia de conegdes plasmodésmicas entre as mesmas, possibilitando o
transporte passivo de aglcares, ¢ que demonstrem quais os aglcares
transportados nestas projegdes, serdo cruciais para o entendimento de como o
embrido do agaizeiro consegue suportar até quatro meses de anoxia.
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FIGURA 10 — Scgiio transversal do endosperma da semente de agaizeiro de plintula
apos 50 dias da semeadura. (A) Regides do endosperma (e) parcialmente degradadas,
envolvidas por projegdes da testa (1) ¢ pequena porgio do haustorio (h). (B) Detalhe do
tecido vascular do haustorio, formado nas proximidades das projegdes do endosperma

(setas).
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Em Phoenix dactylifera (DeMason & Thomson, 1981) um ftnico
cotilédone, circundando o epicétilo, originado a partir de um pequeno eixo
hipocétilo-radicular, ¢ muito simples em forma. Ele consiste de protoderme,
parénquima de reserva e procimbio. O sistema procambial é formado por uma
fita dnica no hipocétilo, a qual se ramifica dentro de um anel de 7-8 feixes, que
continuam o processo de bifurcagio até formarem 49 ou mais feixes separados
na extremidade do cotilédone. O embrido do agaizeiro, em segdo longitudinal e
transversal (Figura 11-A e B, respectivamente), apresenta uma estrutura bastante
semelhante a do embrido de Phoenix dactylifera, constituido por: eixo
hipocétilo-radicular; procimbio, que se ramifica, inicialmente em seis feixes e,
posteriormente, no sentido oposto ao eixo hipocétilo-radicular, formando
aproximadamente 30 faixas de procimbio na extremidade do cotilédone
(haustério) e parénquima de reserva, rico em idioblastos contendo réifides.

Sabe-se muito pouco sobre o mecanismo de transporte de aglicares -
provenientes da degradagdo do endosperma de palmeiras - para o haustério.
Resultados obtidos por Zambou & Spyropoulos (1999), em estudo com
cotilédones da leguminosa Trigonella foenum-graecum L., indicam que a D-
manose ¢ parcialmente transportada por um carregador que tem uma alta
especificidade pela mesma e ndo por um sistema de cotransporte agticar/H".
indicaram também que este carregador desempenha um papel importante
durante o processo de ativagdo e desativagio da absorgio dos cotilédones desta

leguminosa, durante o desenvolvimento das plantulas.

40



FIGURA 11 - Segdo longitudinal do embrido de agaizeiro, mostrando o eixo hipocétilo-
radicular (circulo); procdmbio (pe) e parénquima com numerosos idioblastos com rafides
(pa). A seta indica a regido de corte da figura 12,

_,

T l,.-( r i ..:-.I

FIGURA 12 - Segido transversal na regido do hipocotilo, mostrando seis feixes de
procambio (pc) e parénquima (pa) com abundante quantidade de idioblastos de rafides

(i).
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4.4 Tolerancia de sementes de acaizeiro-a anoxia

Apbs submeter sementes de agaizeiro a diversos meses de anoxia e
posterior transferéncia para condigdes de normoxia, observou-se que a
percentagem de germinagio foi elevada até o quarto més (80%) (Figura 13). A
partir do quinto més de anoxia, a germinagéo foi totalmente inibida.

Durante o periodo de estresse, o teor de amido nas sementes caiu de
17% para 2%, ao final do quarto més de anoxia (Figura 14). Esses resultados
mostram que, durante a anaerobiose, hi uma forte degradagdo do amido,
possivelmente pelo estimulo da glicélise e da rota fermentativa, em que as
desidrogenases alcodlicas e laticas sdo as principais enzimas envolvidas (Neto;
Alves & Oliveira, 1995b). Comparando-se os resultados dos teores de amido
com os da germinagio, parece que 2% ¢ a concentragio minima desse
carboidrato capaz de garantir o processo germinativo de sementes de agaizeiro
em niveis satisfatorios.

Trabalhos com rizomas e folhas de Scheonoplectus lacustris, Scirpus
maritimus, Typha angustifolia (Armstrong, Brindle & Jackson, 1994; Barclay &
Crawford, 1982); ramos e tubérculos da monocotiledénea aquatica Potamogeton
pectinatus (Summers & Jackson, 1996) e da monocotiledonea anfibia Acorus
calamus (Bucher & Kuhlemeier, 1993) demonstram que essas espécies sdo
capazes de tolerar de semanas a meses de anoxia € que essa tolerincia esta
relacionada & presenca de reservas de amido. Assim como nas espécies
anteriormente citadas, o amido também ¢é a reserva de carboidrato indispensavel

a sobrevivéncia de sementes de agaizeiro.
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FIGURA 13 - Percentagem de germinagio de sementes de agaizeiro apés serem
submetidasa 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e 12 meses de anoxia e posterior transferéncia
para condigdes de normoxia.
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FIGURA 14 - Percentagem de amido em sementes de agaizeiro apés 0, 1, 2, 3 e 4 meses
de anoxia.
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4.5 Efeito da anoxia sobre o consumo de amido do haustério de plintulas de
acaizeiro

Nota-se que os grios de amido contidos no haustério de plintulas em
condigiio de normoxia desapareceram apés 25 dias de anoxia (Figura 15-A e B).
Este resultado comprova a manutengio da atividade amilolitica no haustorio de
pléntulas de agaizeiro durante a anoxia, € explica a sobrevivéncia de 100% das
plantulas de agaizeiro ap6s 16 dias de anoxia (Neto; Alves & Oliveira, 1995a).

O haustério no ¢ a tnica fonte de amido em pléntulas de agaizeiro com
cinqgiienta dias ap6s a semeadura. O estudo anatomico mostrou que a base da
plantula do agaizeiro também armazena um abundante nimero de grdos de
amido (Figura 7 — A e B). Esse amido também pode ser importante durante
periodos de anoxia, como fonte de carbono respiravel.



FIGURA 15 - Segio transversal do haustério de plétas de aaizeir 208 50 dias a;iés
a semeadura, submetidas 4 condigio de normoxia (A) e a 25 dias de anoxia (B),

mostrando o desaparecimento dos grios de amido do haustério de plintululas
submetidas a 25 dias de anoxia.

45



4.6 Efeito das reservas das sementes sobre a sobrevivéncia de plantulas de
acai pés-anoxia

A sobrevivéncia das plantulas sem semente sob normoxia e a morte
daquelas com semente, submetidas a anoxia, comprovou que nio foi a retirada
da semente que ocasionou a morte das mesmas, mas a anoxia. Estes resultados
foram contrastaram com os obtidos por Neto, Alves & Oliveira (1995b), que
observaram que plantulas de agaizeiro suportaram até 16 dias de anoxia sem
crescimento aparente, voltando a crescer quando submetidas & normoxia.
Entretanto, ¢ importante destacar que as plintulas utilizadas pelos referidos
autores estavam em um estidio em que ainda apresentavam reservas, tanto no
haustério como no endosperma da semente. Durante o desenvolvimento normal
das plantulas de agaizeiro, tanto o amido como a manana do endosperma sdo
degradados e parte dos produtos desta degradaggo ¢ transportada ao haustério,
em que sdo utilizados na sintese de abundante quantidade de amido (Figura 15-
A).

120
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§, 80 - O com semente
,g 60 -
8 40 -
$ 20 _ zero -
O T T T T
0 5 10 20
Anoxia (dias)

FIGURA 16 - Percentagem de sobrevivéncia de plantulas de agaizeiro, com a primeira
folha, com e sem sementes aderidas, apés 0, 5, 10, ¢ 20 dias de anoxia ¢ transferéncia
para condi¢des de normoxia.
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Os resultados demonstram que as plantulas de agaizeiro, com o primeiro
par de folhas, dependem totalmente das reservas do haustério e/ou de reservas
acumuladas na propria plantula, para sobreviverem & anoxia. O fato das
plantulas com semente terem morrido apos os diferentes tempos de anoxia
confirma isso, pois, ao observar a fotografia de uma pléntula de agaizeiro aos
cem dias ap6s a semeadura (Figura 4), nota-se que as reservas do endosperma da
semente ja foram quase que totalmente consumidas pelo haustério e a primeira
folha ainda n3o esta totalmente expandida, o que ja se observava nas plantulas
utilizadas no experimento. Mais uma vez, constata-se que uma fonte de reservas
de carboidratos é fundamental para a tolerincia a anoxia, €, quanto mais
avancado o estidio de desenvolvimento da plintula, menor serd o tempo de
tolerdncia & anoxia, pois menos reserva teré a sua disposi¢éo.

O fato das pléintulas terem sido mantidas em um ambiente controlado,
com uma iluminagZio artificial de baixa intensidade, pode ndo ter permitido um
actimulo de amido em outras partes da plantula, que poderia ter ocorrido em uma
condigdio natural, a partir da atividade fotossintética. Isto poderia ter aumentado
o tempo de tolerincia das mesmas &4 amoxia, mesmo sem as reservas do
haustério. Além disso, em condigds naturais, as plintulas de agaizeiro sdo
submetidas a periodos de anoxia seguidos de aeragdo, quando em varzeas
sujeitas & influéncia das marés. Nestas condigdes esta dependéncia das reservas
do haustério, neste estidio de desenvolvimento (com a primeira folha

expandida), pode no ser tdo decisiva.

4.7 Avaliaciio qualitativa da atividade amilolitica em sementes e plintulas
de acaizeiro

A maior degradagio do amido nas cavidades em que foram adicionados

os extratos mostra que, independente do tempo de anoxia, o endosperma foi a
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parte da semente (Figura 17) e da pldntula (Figura 18) que apresentou a maior
atividade amilolitica. Percebe-se 0 mesmo comportamento na avaliacdo feita em
plantulas no ensaio in vivo (Figura 19). Quando foram utilizados extratos com a
mesma quantidade de proteinas, notou-se que ndo houve diferenga entre os
tecidos, porém, houve diferenga entre os tempos de anoxia aplicados (Figura
20).
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FIGURA 17 - Atividade amilolitica de extratos do endosperma e embrido de sementes

de agaizeiro submetidas a 0, 1, 5 ¢ 10 dias de anoxia (- sem extrato).
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FIGURA 18 - Atividade amilolitica de extratos do haustério, base do cauliculo ¢
endosperma, apés 0, 1, 5 ¢ 10 dias de anoxia (4- sem extrato).
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FIGURA 19 — Atividade amilolitica in vivo do endosperma, haustério ¢ base do
cauliculo de plantulas de agaizeiro com 50 dias apés a semeadura, submetidasa 0, 1, 5 ¢
10 dias de anoxia.
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FIGURA 20 - Atividade amilolitica de extratos do endosperma (e), haustorio (h) ¢ base
do cauliculo (b) apés 0, 1 e 5 dias de anoxia. (—-sem extrato). Em cada cavidade foi
aplicada uma quantidade de extrato contendo 50 g de proteina.

A superioridade da atividade amilolitica, inicialmente observada no
endosperma, parece ser reflexo da maior quantidade de proteinas do mesmo,
quando comparada com a do haustério e da base do cauliculo (Figura 21).

A diminuigdo dos teores protéicos no endosperma de plantulas
submetidas a cinco dias de anoxia (Figura 21) ndo parece ter interferido na
atividade amilolitica, pois foi mantida a capacidade de degradar o amido. Este
resultado demonstra que, apesar da diminui¢do dos teores protéicos do

endosperma, nio houve alteragao na sintese de enzimas amiloliticas no mesmo.
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FIGURA 21 - Teores de proteina dos extratos enzimaticos do endosperma, haustério e
base do cauliculo de plantulas de agaizeiro aos 50 dias ap6s a semeadura, submetidas a
0, 1 e 5 dias de anoxia.

Chandra Sekhar & DeMason (1987), em estudo comparativo da
composigio proteica do endosperma e embrido de Phoenix dactylifera,
demonstraram que o endosperma continha menores quantidades de proteina
(6,3%) que o embrido (22,8%), em termos de percentagem da matéria fresca.
Comparando-se esses resultados com os resultados obtidos para o endosperma e
o haustério do agaizeiro, nota-se uma diferenca bastante significativa. Os teores
de proteinas no endosperma de acaizeiro (6,8%) sdo compativeis com os de
Phoenix dactylifera, entretanto, os teores do embrido sdo bem inferiores.
Todavia, é importante ressaltar que os autores citados trabalharam com sementes
antes da germinagdo; no agaizeiro, trabalhou-se com o haustério de plantulas
com cingiienta dias apdés a semeadura. Fica evidente que grande parte da
proteina contida no embrido da semente do agaizeiro ji foi mobilizada durante o
desenvolvimento da plantula.

Apbs submeter os extratos do endosperma, haustério e base do cauliculo

a 70°C, por quinze minutos e a EDTA (ImM), notou-se que 0s mesmos ndo

53



provocaram uma resposta distinta daquela observada anteriormente. Observa-se
que o extrato endospérmico degradou mais intensamente o meio de amido,
independentemente do tratamento anéxico aplicado (Figura 22).

O tratamento com 70°C ndio provocou uma diminui¢do da atividade
amilolitica, 0 que era esperado caso uma B-amilase estivesse presente, pois
alguns trabalhos citam que a aplicagdo desse tratamento elimina a agdo dessa
enzima e de uma possivel fosforilase (Juliano & Varner, 1969; Yomo & Varner,
1973 e Swain & Dekker, 1966). Nolan (1984) relata uma significativa inibi¢ao
da atividade da a-amilase por etilenodiaminotetracético (EDTA) na
concentragdo de ImM. Os extratos submetidos ao EDTA (Figura 24— EFG, 1 ¢
2) néo parecem ter perdido a capacidade de degradar o amido. E provavel que a
a-amilase do agaizeiro niio seja susceptivel a agio do EDTA

Alguns trabalhos citam que a a-amilase é a principal enzima de
degradacdo do amido em cereais (Perata et al., 1992; Guglielminett et al., 1995),
sendo sintetizada de novo, apés embebigdo. A B-amilase € conhecida como
presente em sementes secas ¢ ativada apds a embebigdo. Contudo, os resultados
da avaliagio qualitativa da atividade amilolitica em sementes e plantulas de
agaizeiro sdo fortes evidéncias de que a principal enzima de degradagdo do
amido é a a-amilase, independente de estarem ou ndo sob anoxia. Mostram
também, que a atividade amilolitica ndo cessou apés a anoxia, tendo um
comportamento semelhante ao arroz. Entretanto, diferentemente do arroz, a
atividade da o-amilase é pré-existente em sementes de agaizeiro.
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FIGURA 22 - Atividade amilolitica de extratos do endosperma (e¢), haustério (h) e base
do cauliculo (b). ap6s 0 e 5 dias de anoxia, submetidos a 70°C, por 15 minutos; EDTA
(ImM) e testemunha, (—- sem extrato).

A focalizagao isoelétrica de enzimas amiloliticas detectou a presenga de
apenas uma isoenzima, provavelmente a-amilase, haja vista a manutengio da
atividade amilolitica apds o tratamento com 70°C e demonstra uma expressio
distinta de seu gene nos tecidos avaliados (Figura 23). No endosperma, a banda
se manteve desde o tempo zero (normoxia) até cinco dias de anoxia, entretanto,

na base do cauliculo, a banda enzimatica foi diminuindo com o tempo de
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aplicagio da anoxia e, no haustério, notou-se o inverso do ocorrido na base do
cauliculo, apresentando um aumento considerdvel apos cinco dias de anoxia.
Estes resultados parecem indicar que o haustério — tecido que acumula grande
quantidade de amido a partir da degradagio do amido e da manana do
endosperma — desempenha um papel importante na manutengdo do fluxo
glicolitico em plantulas de agaizeiro sob anoxia. Diferentemente do agaizeiro,
sementes de arroz apresentam duas isoenzimas de a-amilase que surgem no gel
somente ap6s dois dias de embebigao, principalmente no endosperma e escutelo,
independente da presenga ou ndo de oxigénio, tendo uma das isoenzimas
desaparecido durante a anoxia (Perata et al., 1992).

A explicagdo para a presenga de atividade amilolitica em sementes antes
do inicio da embebi¢do reside no fato de que as sementes de agaizeiro sdo
recalcitrantes e possuem um teor de agua de 35%. Por isso, elas sdo
metabolicamente ativas, pois, em sementes recalcitrantes, nio ha o periodo de
desidratagio e diminuigdo do metabolismo; elas sdo liberadas pela planta-mae
aptas para germinarem.

Comparando a capacidade germinativa de arroz e trigo em resposta a
tensio de oxigénio, Taylor (1946) afirmou que a capacidade do arroz de
germinar e crescer em baixas concentragdes de oxigénio, capacidade essa que o
trigo ndo possui, ¢ decorrente do fato de o arroz apresentar um sistema
fermentativo altamente funcional. Alguns trabalhos (Al-Ani et al., 1985;
Raymond, Al-Ani & Pradet, 1985) tém reforgado esta idéia. Ricard et al. (1991)
mostraram a indugo de sacarose sintase em arroz sob anoxia, especulando que o
inicio do metabolismo fermentativo pode aumentar a demanda por agucares, €
que em plintulas de arroz ainda presas as sementes, contendo reservas
amiliferas, 0 amido das mesmas permite a manutengdo de um metabolismo ativo

durante a anaerobiose.
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FIGURA 23 - Focalizagio isoelétrica de enzimas amiloliticas da base do cauliculo (b),
haustério (h) e endosperma (¢) de plantulas de agaizeiro submetidas a 0, 1 ¢ 5 dias de
anoxia.

Alguns trabalhos tém sugerido que o aumento da atividade de a-amilase
em plintulas de arroz submerso é, provavelmente, responsavel pela mobilizagio
de carboidratos, os quais sdo necessarios 8 manutengdo do metabolismo durante
o alagamento (Raskin & Kende, 1984; Smith & Jacobsen, 1987). Os resultados
de Perata et al. (1992) indicam que a anaerobiose afeta a atividade da a-amilase
e a-glucosidase (maltase), e que a degradagdo do amido ocorre com menos
intensidade. Isto ocorre apesar da alta demanda por carboidratos para o
metabolismo fermentativo. £ conveniente esclarecer que os primeiros autores
citados trabalharam com plantulas submetidas ao alagamento, enquanto que
Perata et al. (1992) trabalharam em condi¢des anoxicas. Os resultados obtidos

por Guglielminetti et al. (1995) confirmam as observagdes de Perata et al. (1992)



¢ demonstram que o arroz € capaz de sintetizar todas as enzimas necessarias a -
total degradag¢ao do amido (c-amilase, B- amilase, enzima desramificadora e o —
glucosidase), durante a anoxia.

Em agaizeiro, sob anoxia, parece haver um aumento da atividade da a-
amilase, possibilitando a degradagio intensa do amido localizado no haustério e
endosperma que, muito provavelmente, permite que suas plintulas se

mantenham vivas até a préxima vazante.

4. 8 Atividade de endo-f-mananase durante o processo de embebigio de

sementes

Ao avaliar a percentagem de germinagdo de sementes de agaizeiro
concomitantemente com a atividade da enzima endo B-mananase (Figura 24-A e
B), verificou-se que nio houve atividade da referida enzima nas sementes antes
do inicio da embebigio, tanto no endosperma como no embrido. Contudo, no
quinto dia de embebigio houve atividade em dois dos seis embrides avaliados,
mas em nenhum endosperma, coincidente com o inicio da germinagdo e com o
final da Fase I do processo de embebigio. No 10° e 15° dia observou-se
atividade em todos os endospermas e embrides, entretanto, a atividade no
endosperma restringiu-se as proximidades do local em que o haustorio estava
localizado, antes da retirada do mesmo do endosperma (Figura 24-A e B). O
surgimento da atividade da endo B-mananase a partir do quinto dia, somente no
haustério, confirma a afirma¢io de Bewley & Black (1985) de que a hidrélise
dos polissacarideos de parede do endosperma de Phoenix dactylifera é
decorrente da liberagdo de exoenzimas excretadas pelo haustério.

A pré-existéncia da atividade amilolitica em sementes antes da
semeadura e a sintese de nove da endo B-mananase a partir do quinto dia de

embebigdo sugerem que o amido € a reserva usada pelas sementes de agaizeiro
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durante o periodo pré-germinativo, haja vista ser uma semente recalcitrante e -
metabolicamente ativa. A recalcitrincia de sementes é muito comum em
espécies tropicais, pois, em um habitat imido ndo ha necessidade de um periodo
de dorméncia, visto que as condigdes sio sempre apropriadas para a germinagio.

Nao houve atividade da endo-B-mananase no endosperma e no haustério
de plantulas de agaizeiro com 50 dias apos a semeadura, submetidas a um e
cinco dias de anoxia (Figura 25). Contudo, tanto o haustério como o
endosperma, de plintulas em condigdes aeradas, apresentou atividade, porém, a
atividade do haustério foi mais significativa que a do endosperma. Este resultado
comprova que a endo-B-mananase ndo é sintetizada durante a anaerobiose e
parece ser inédito, pois nio consta na literatura nenhum trabalho em que se
avaliou a atividade da referida enzima sob condigdes de anoxia.

A inativagdo da sintese de endo B-mananase durante a anoxia é uma
estratégia interessante, pois sua sintese e excre¢io, a partir do haustério, é um
processo que demanda muita energia. A presen¢a de atividade da endo B-
mananase no endosperma das sementes de agaizeiro pode ser decorrente de uma
contaminagdo a partir de material do haustério, pois, neste estidio do
desenvolvimento plantular, o haustério ja se infiltrou em grande parte do
endosperma, tornando dificil a retirada de amostras de endosperma sem a

interferéncia de possiveis residuos do haustério.
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FIGURA 24 — (A) Percentagem de germinagiio de sementes de agaizeiro. (B) “Tissue
print” de endo B-mananase em sementes de agaizeiro apds 0, 5, 10 ¢ 15 dias de
embebigiio, no haustério e no endosperma. As regides esbranquicadas ocorreram
exatamente na por¢io do endosperma em que estava localizado o embriiio.
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FIGURA 25 - Avaliacio qualitativa da atividade de endo-[3-mananase no endosperma ¢
haustério de plantulas de agaizeiro, submetidas a 0, 1 e 5 dias de anoxia. A atividade da
endo-B-mananase ¢ caracterizada pela formagio de um anel esbranquigado na periferia
dos orificios do gel de agarose. Houve atividade somente nos extratos do endosperma ¢
haustério de plintulas ndo submetidas 4 anoxia, tendo, no haustério, essa atividade sido
visivelmente mais expressiva.

4.9 A estratégia de sobrevivéncia do acaizeiro ao estresse anéxico

A anilise de todos os resultados obtidos confirma que o agaizeiro parece
possuir uma estratégia de tolerancia a anoxia bem caracteristica. Esta espécie
apresenta dois tipos de carboidratos de reserva em suas sementes: amido e
manana. Durante o processo germinativo acrado, degrada tanto amido quanto
manana, entretanto, durante a anoxia, nio ¢ capaz de degradar manana,
conforme os dados da atividade da endo-B-mananase comprovaram, mas
continua degradando o amido acumulado no endosperma, na base do cauliculo e
no haustoério, pois a atividade amilolitica nesses tecidos ¢ mantida durante a

anoxia. Caso a anoxia se estenda por muito tempo e de maneira constante, héa a
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degradagio do amido até seu esgotamento, acompanhado da morte da semente
e/ou plantula. Contudo, por ser uma palmeira de ocorréncia generalizada no
estuario do rio Amazonas, principalmente em solos de varzea, sujeitos ao
alagamento didrio, o estresse an6xico ndo € constante, mas oscilatério, conforme
o ritmo das marés. Por isso, durante a maré alta, o acaizeiro deve degradar
apenas o amido, pelas rotas etandlica e latica (Neto, Alves & Oliveira, 1995),
suficiente para manter-se vivo, sem crescimento. Apos a anoxia, na maré baixa,
aciona o processo degradativo da manana ¢ mantém a degrada¢do do amido,
agora aerobicamente, capaz de sintetizar suficiente energia e intermediérios que
promovem o crescimento da plantula, repondo parte do amido do haustério.
Depois de varios ciclos de enchente e vazante, sinénimo de parada e retomada
de crescimento, respectivamente, atinge um estadio de desenvolvimento que
permite que suas folhas alcancem a fase gasosa, mesmo durante o nivel miximo
da coluna d’igua. A partir desse ponto, utiliza um mecanismo anatémico de
escape da anoxia, seu sistema constitutivo de formagdo de aerénquimas (Neto,
Alves & Oliveira, 1995), para conseguir transportar oxigénio até os tecidos

submersos, mantendo a respiragio aerdbica.
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5 CONCLUSOES

Nas condigdes do presente trabalho e com base nos resultados obtidos,
pode-se concluir que:

- a tolerdncia a anoxia de sementes e plintulas de agaizeiro esta
relacionada com a manutengao da atividade amilolitica;

- a enzima o-amilase é pré-existente em sementes de agaizeiro;

- a enzima endo-8-mananase n3o é sintetizada durante a anoxia;

- a enzima endo-B-mananase ¢ sintetizada de novo em sementes de
agaizeiro;

- o haustério é o sitio inicial de sintese da endo-B-mananase em

sementes de agaizeiro.
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