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RESUMO

PINTO, Lilian Vilela Andrade. Germinacéo de sementes de lobeira (Solanum
lycocarpum St. Hil): mecanismo e regulacéo. Lavras: UFLA, 2007. 67p. (Tese
— Doutorado em Manejo Ambiental). '

Os objetivos deste estudo foram: i) determinar o melhor método de
coleta dos frutos de S. lycocarpum no campo, ii) definir a melhor condigdo de
ambiente para a germinacdo, iii) caracterizar morfologicamente os frutos e
morfo-anatomicamente as sementes, iv) estudar o mecanismo de germinagao de
sementes, v) estudar o efeito de ABA exogeno na regulacdo da germinagao e vi)
comparar 0 mecanismo e regulagdo da germinagdo de S. lycocarpum com o
mecanismo e regulacdo da germinagdo em sementes de tomate. Como principais
resultados foram verificados que os frutos de S. lycocarpum devem ser coletados
apo6s a dispersdo natural; a melhor condigdo de germinagdo € a de alternancia de
luz e temperatura de 20/30°C, a cada 12 horas; o efeito da alternincia da
temperatura ¢ no endosperma micropilar; o fruto consiste em uma baga de
coloracdo verde mesmo quando maduro e apresenta endocarpo polposo,
amarelado, aromatico e em média 545 sementes; as sementes apresentam
tegumento rigido de coloracdo marrom-escura, o qual ndo impede a embebicao
de 4gua; o embrido encontra-se encaixado no endosperma e apresenta forma
espiral, sendo que os cotilédones localizam-se na parte interna e o hipocétilo ¢ a
radicula de forma curvilinea, na parte externa; o endosperma micropilar ¢é
formado por 7 a 8 camadas de células poligonais alongadas que apresentam
valores do didmetro médio e da espessura da parede celular estatisticamente
inferiores aos presentes nas células do endosperma lateral; apés um prolongado
periodo na fase Il de embebicao, os embrides isolados de sementes embebidas
em agua apresentaram aumento no peso fresco significativo antes da protrusao
da radicula, coincidindo com o rompimento do tegumento das sementes, mas
ndo do endosperma que para ser rompido necessita que as sementes ainda
fiquem sob condi¢des de germinagdo por mais 1 a 2 dias; a for¢a de ruptura do
endosperma micropilar apresentou dois estagios de queda significativa em seus
valores ao longo da embebicdo em 4gua; a atividade da enzima endo-f-
mananase de sementes embebidas em 4gua iniciou-se ap6s o primeiro dia de
embebicdo e mostrou-se crescente ao longo de todo o periodo de embebigdo; a

! Comité Orientador: Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UFLA (Orientador) e Antonio
Claudio Davide — UFLA (Co-orientador).



forca de ruptura do endosperma micropilar apresentou correlagdo significativa
com o aumento da atividade de endo-B-mananase; a atividade de endo-[3-
mananase ocorreu antes da protrusdo da radicula apenas no endosperma
micropilar de sementes embebidas em agua e, apenas ap6s a protrusao radicular,
foi observada atividade de endo-B-mananase no endosperma lateral; o ABA
inibiu 0o aumento de peso fresco dos embrides apos o inicio da fase II de
embebicdo, o segundo estagio de amolecimento do endosperma micropilar e a
atividade da enzima endo-fB-mananase no endosperma micropilar durante a
emebebicdo; as sementes de S. lycocarpum na presenca de ABA comportaram-
se semelhantemente com as sementes de tomate, considerando o segundo estagio
de reducao da forca de ruptura do endosperma micropilar, a atividade de endo-f3-
mananase ¢ a localizagdo da enzima. Assim, o amolecimento do endosperma
micropilar ¢ necessario para a ocorréncia de germinagdo em sementes de S.
lycocarpum, e ocorre em dois estagios que coincidem com o aumento da
atividade da enzima endo-B-mananase, sendo o segundo estagio, também,
influenciado pelo aumento do potencial de pressdo das células do embrido.

Palavras-chave: endo-f-mananase, acido abscisico; endosperma micropilar,
potencial de pressdo; morfo-anatomia, amolecimento.
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ABSTRACT

PINTO, Lilian Vilela Andrade. Germination of Solanum lycocarpum St. Hil
seeds: mechanism and regulation. Lavras: UFLA, 2007. 67p. (Thesis —
Doctorate in Environmental Management). '

The aims of this study were i) to determine the method to collect fruits at field
condition, ii) to define the best germination condition, iii) to characterize
morphologically the fruits and morpho-anatomically the seeds, iv) to study the
germination mechanism of the seeds, v) to study the control of this process by
ABA and vi) to compare the mechanism and regulation of germination of S.
lycocarpum and tomato seeds. The results showed that fruits of S. lycocarpum
must be dispersed after natural dispersion. The best germination condition
found was by alternating light/dark and temperature (20-30°C), 12 hours. The
effect of the alternation of temperature during the germination is in endosperm
cap. The fruit is a berry, greenish even when mature, with fleshy, yellowish,
fragrant endocarp. The seeds (545 per fruit, in average) have a rigid, dark-brown
seed coat which does not avoid water uptake. The embryo is spiralled, encircled
by the endosperm, with the cotyledons at the inner part and the hypocotyl and
radicle, curved, at the outer part. The endosperm cap has 7-8 layers of elongated
polygonal cells with average diameter and cell wall thickness statistically lower
than those of the cells of the lateral endosperm. After a prolonged period at the
phase II of imbibition, the embryos isolated from seeds imbibed in water showed
a significant increase of fresh weight before radicle protrusion coinciding with
the rupture of the seed coat, but not of the endosperm, which is only ruptured
after seeds remain under germination conditions for 1-2 more days. The
puncture force of the endosperm cap showed two stages of significant decrease
throughout the imbibition course in water. The activity of endo-f-mannanase in
water-imbibed seeds started after the first day of imbibition and increased
throughout the imbibition course. The puncture force of the endosperm cap
showed significant correlation with the increase of the activity of endo-[3-
mannanase. Before radicle protrusion, activity of endo-B-mannanase occurred
only in the endosperm cap in water-imbibed seeds. Activity of this enzime in the
lateral endosperm was observed only after radicle protrusion. ABA inhibited the
increase of the embryo weight after the begginning of phase II of imbibition, the

! Advising committee: Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UFLA (Supervisor) and Antonio
Claudio Davide — UFLA (Co-supervisor).
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second stage of weakening of the endosperm cap and the activity of endo-j3-
mannanase in the endosperm cap throughout the imbibition course. In the
presence of ABA, seeds of S. lycocarpum behaved similarly to the tomato seeds,
considering the second stage of decrease in the rupture force of the endosperm
cap, the activity of endo-f-mannanase and its location. Thus, the weakening of
the endosperm cap is necessary for the germination of S. lycocarpum seeds
which occurs in two stages. The first and the second stages coincide with the
increase of the activity of endo-B-mannanase, with the embryo contributing to
the second stage through increasing its fresh weight which indicates increase of
the pressure potential of its cells, before radicle protrusion.

Key-words: endo-B-mannanase, abscisic acid; endosperm cap, pressure
potential; morpho-anatomy, weakening.
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1 INTRODUCAO

A espécie Solanum lycocarpum St.Hil pertence a familia Solanaceae e é
popularmente conhecida como lobeira, fruta-de-lobo, berinjela e jurubebdo
(Rizzini, 1971), sendo encontrada em abundancia no bioma Cerrado (Oliveira-
Filho & Oliveira, 1988). S. lycocarpum apresenta porte arboreo ou arbustivo
grande que pode atingir 4 metros de altura (Corréa, 1984) e grande importancia
ecologica pelo fato de seus frutos servirem de alimento ao lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus Illiger) (Motta Jinior & Martins, 2002), a anta
(Tapirus terrestris) (Pinto, 1998), ao cachorro do mato (Cerdocyon thous)
(Rodrigues, 2002), a raposa do campo (Lycalopex vetulus) (Dalponte & Lima,
1999) e ao lagarto teitt (Tupinambis merianae) (Castro & Galetti, 2004). Os
frutos de S. lycocarpum também apresentam propriedades alimenticias (Corréa,
et al., 2000) e medicinais (Marciano, 1997; Dall’Agonol & von Poser, 2000 ¢
Rocha, 2006). A espécie se destaca, ainda, pelo fato da planta crescer e se
desenvolver em condi¢cdes ambientais desfavoraveis tais como: estresse hidrico,
terras acidas e pobres em nutrientes (Vidal et al., 1999), como em areas
degradadas ¢ em pastagens (Oliveira Filho & Oliveira, 1988 ¢ Lombardi &
Mota-Junior, 1993).

Embora S. lycocarpum tenha muitos usos e importancia, ainda pouco se
conhece sobre as caracteristicas morfo-anatomicas de seus frutos e sementes e
sobre o mecanismo e regulacdo da germinacao de suas sementes.

O estudo das caracteristicas morfologicas das sementes € importante nas
analises de identificagdo e de diferenciagdo das espécies (Oliveira & Pereira,
1984 ¢ Amorim, 1996), na definicdo da condi¢do de armazenamento, dos
métodos de semeadura (Kuniyoshi, 1983), no tipo de substrato durante o teste de

germinagdo (Aratjo & Matos, 1991) e em estudos de manejo visando a



conservagdo da fauna mediante estudos de dieta de herbivoros (Kuniyoshi,
1983). Outro fato relevante ¢ que estes estudos permitem a identificagdo de
espécies no banco de sementes do solo, contribuindo para melhor compreensao
da regeneracdo e sucessdo vegetal nos ecossistemas florestais (Beltrati, 1994),
além de auxiliar quais estratégias tecnolédgicas, fisioldogicas € moleculares podem
ser utilizadas para compreender o mecanismo ¢ regulagdo da germinacdo de
sementes (da Silva et al., 2007).

S. lycocarpum pertence a mesma familia do tomate (Solanum
esculentum). Todavia S. lycocarpum é uma espécie selvagem, enquanto tomate é
uma espécie domesticada e considerada modelo para estudos de
desenvolvimento e germinacao de sementes (Hilhorst et al., 1998). As sementes
de tomate apresentam endospermas rigidos, que apresentam correlagdo com o
amolecimento dos mesmos por enzimas para que a germinagao ocorra (Groot &
Karssen, 1987 e Toorop et al., 2000). Outras espécies, tais como pimenta
(Capsicum annuum) (Watkins & Cantliffe 1983), tabaco (Nicotiana tabacum)
(Leubner-Metzger et al., 1995), meldo (Cucumis melo) (Welbaum et al., 1995),
Datura sp (Sanchez et al., 1986, 1990) e café (Coffea arabica) (da Silva et al.,
2004), também tém endosperma que precisa ser amolecido por enzimas para que
haja a germinagdo (protrusdo radicular).

Endo-B-mananase (E.C.3.2.1.78) ¢ uma enzima envolvida no
amolecimento das paredes celulares do endosperma de sementes de tomate
(Nonogaki & Morohashi, 1996; Voigt & Bewley, 1996; Toorop et al., 1996;
Dahal et al., 1997; Still & Bradford, 1997 e Still et al., 1997). A atividade de
endo-B-mananase em sementes de tomate ocorre antes da protrusdo da radicula
no endosperma micropilar e, apenas apos a protrusao da radicula, foi observado
sua atividade no endosperma lateral (Toorop et al., 2000). No inicio da
germinacdo o aumento da atividade de endo-B-mananase mostrou-se

correlacionar com a queda na for¢a necessaria para o embrido romper o



endosperma (Toorop et al., 2000). Além disso, mudangas estruturais no
endosperma micropilar antes da germinagdo como células comprimidas e
aumento da porosidade na parede celular, também foram observadas em
sementes de tomate (Toorop et al., 2000).

O acido abscisico (ABA) ¢ um hormoénio conhecido por induzir
dorméncia, por inibir a germinacdo de sementes (Bewley & Black, 1994) e por
regular a expressdo génica (Ni & Bradford, 1993; Bradford et al., 2003). Em
sementes de tomate, o ABA inibe a germinagao pela inibigdo do segundo estagio
de amolecimento do endosperma micropilar. Todavia a atividade de endo-B-
mananase nao ¢ inibida (Nomaguchi et al., 1995 e Toorop et al., 1996, 2000).
Portanto, esse resultado mostra que a atividade de endo-f-mananase no
endosperma micropilar de tomate ndo ¢ suficiente para que ocorra a germinagao.
Além disso, esse resultado também sugere que outras enzimas que degradam
paredes celulares estejam envolvidas com o amolecimento do endosperma das
sementes de tomate (Nomaguchi et al., 1995 e Toorop et al., 1996, 2000).

Além do efeito de ABA exo6geno no endosperma micropilar, tem sido
mostrado que esse hormodnio também tem efeito importante nas células do
embrido durante a germinagdo. Por exemplo, Schopfer e Planchy (1985)
observaram que ABA inibe expansdo celular das células do embrido em
sementes de Brassica napus. da Silva et al. (2004), mostrou que existe um
aumento no conteudo de ABA enddgeno no embrido de sementes de café
durante a germinagdo, e que ABA exodgeno inibe o aumento no potencial de
pressao (turgor) das células do embrido durante a germinagdo. Esses resultados
levaram da Silva et al. (2004) a sugerirem que ABA inibe a extensdo das paredes
celulares das células do embrido durante a germinagao.

Estudos morfologicos e anatdmicos de sementes e frutos e estudos do
mecanismo e regulacdo da germinacdo de S. lycocarpum podem ser comparados

com espécies modelos, tal como o tomate, possibilitando encontrar algo nao



relatado com relagdo ao mecanismo e regulagdo da germinacdo, servindo de
apoio a germinacdo desta e de outras espécies.

Assim, os objetivos do presente estudo foram: a) determinar o melhor
método de coleta dos frutos de S. lycocarpum no campo; b) definir a melhor
condi¢do de ambiente para a germinacao; c¢) caracterizar morfologicamente os
frutos e morfo-anatomicamente as sementes; d) estudar o mecanismo de
germinacdo de sementes; ¢) estudar o efeito de ABA exdgeno na regulagdo da
germinacdo; f) comparar o mecanismo e regulagdo da germinagdo de S.
lycocarpum com o mecanismo e regulagdo da germina¢do em sementes de

tomate.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao da espécie

A espécie Solanum lycocarpum St.Hil pertence a familia Solanaceae e é
popularmente conhecida como fruta-de-lobo, lobeira, berinjela e jurubebdo
(Almeida et al., 1998 ¢ Rizzini, 1971). No Cerrado do Brasil Central (Oliveira-
Filho & Oliveira, 1988), a espécie ¢ encontrada em abundancia nas vegetacdes
do tipo Campo Sujo, Cerradao e Cerrado (Almeida et al., 1998 e Silva et al.,
1994). Apresenta porte arboreo ou arbustivo grande que atinge até 4 metros de
altura, possuindo muitos ramos, os quais sdo cilindricos, lenhosos, fistulosos, um
pouco tortuosos e revestidos por densissimos pélos estrelados (Corréa, 1984). As
folhas sdo duras, espinhosas (Ferry, 1969), simples, alternas e pecioladas
(Almeida et al., 1998).

E uma espécie andromondica, ou seja, apresenta no mesmo individuo
flores hermafroditas e flores funcionalmente masculinas (Oliveira-Filho &
Oliveira, 1988). Apresenta floragdo durante todo o ano, principalmente de margo
a novembro (Almeida et al., 1998), fato constatado por Oliveira-Filho &
Oliveira (1988), que verificaram que o nimero de flores abertas e de novas
inflorescéncias aumentam apoés as chuvas. As inflorescéncias sdo do tipo cimeira
monacasia helicoidal e distribuem-se por toda a copa dos arbustos e nas
extremidades dos ramos (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). Segundo Symon
(1979) o género Solanum apresenta abundincia de pdlen, o que reflete na
necessidade de se manter um bom nimero de polinizadores especializados para
assegurar a polinizagdo cruzada, ja que o género ¢ autoimcompativel.

Os frutos sdo produzidos durante todo o ano (Dalponte & Lima, 1999)
ndo apresentando varia¢do sazonal na quantidade de frutos no chao (Diets, 1984

e Rodrigues, 2002).



S. lycocarpum tem importancia ecoldgica, econdmica-social e
silvicultural, sendo portanto, utilizada de varias maneiras. A fungdo ecoldgica se
resguarda no fato de seus frutos servirem de alimento ao lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus Illiger) (Rodrigues, 2002; Motta Junior & Martins,
2002; Martins & Motta Junior, 2000; Aparecido, et al., 1998; Pinto, 1998 e
Lombardi & Mota-Junior, 1993), ao cachorro do mato (Cerdocyon thous)
(Rodrigues, 2002), a anta (Tapirus terrestris) (Pinto, 1998), a raposa-do-campo
(Lycalopex vetulus) (Dalponte & Lima, 1999) e ao lagarto teia (Tupinambis
merianae) (Castro & Galetti, 2004).

Quanto as importincias econdmico-sociais, destacam-se suas
propriedades alimenticias em func¢ao dos baixos teores de fenois em seus frutos
(Corréa, et al., 2000), podendo a polpa ser consumida “in natura” (Oliveira-
Junior, 2002) ou ser utilizada para se fazer geléias (Silva et al., 1994). Ainda, a
polpa dos frutos de S. lycocarpum apresenta propriedades medicinais, podendo
ser utilizada no controle de diabetes mellitus (Marciano, 1997; Dall’Agonol &
von Poser, 2000 e Rocha, 2006) ¢ obesidade (Dall’Agonol & von Poser, 2000),
no decréscimo no nivel de colesterol-LDL (lipoproteina de baixa densidade)
(Dall’Agonol & von Poser, 2000, Rocha, 2006) (Dall’Agonol & von Poser,
2000), no combate a hepatite, & asma e a tosse (Corréa, 1984) e com principio
antiflamatoério (Vieira et al., 2003).

Ja a importancia silvicultural é assegurada pelo fato da planta crescer e
se desenvolver em condigdes ambientais desfavoraveis, tais como estresse
hidrico, terras acidas e pobres em nutrientes (Vidal et al., 1999), podendo se
destacar na recuperacgdo de areas de empréstimo do bioma Cerrado. A espécie ¢é
colonizadora de areas degradadas pelo homem e de pastagens (Oliveira Filho &
Oliveira, 1988). Segundo Lombardi & Mota-Junior (1993), em areas abertas
pelo homem, como pastos, a germinagdo e o estabelecimento de plantulas de S.

lycocarpum sdo superiores que em areas de Cerrado ndo perturbado. Uma



justificativa para esta afirmativa pode ser o fato das sementes de S. lycocarpum
apresentarem germinagdo epigea, onde o hipocdtilo alonga-se e expde os
cotilédones a luz (Pinto, 1998). Segundo Ng (1978), plantulas epigeas tendem a
ser intolerantes ao sombreamento, desenvolvendo-se melhor em locais com

menor competi¢do por luz.

2.2 Germinacéo e embebicdo

Sob o ponto de vista fisioldgico, a germinagdo € o evento que inicia com
a embebicdo de agua pela semente e termina com a elongacdo do eixo
embrionario e protrusao da radicula (Bewley, 1997a).

Este fendmeno inclui intimeros processos, tais como hidratacdo de
proteinas, mudancas estruturais sub-celulares, respiracdo, sintese de
macromoléculas e elongacao celular, sendo nenhum deles tnico no processo de
germinacgdo (Bewley & Black, 1994).

A embebicdo das sementes ¢ um processo fisico, relacionado
basicamente as propriedades colodais dos seus constituintes e as diferencas de
potencial hidrico (y) entre a semente € o meio externo (Bewley & Black, 1994).

A absorcao da agua ndo ocorre de maneira igual pelos diferentes tecidos
das sementes e varia com a espécie, permeabilidade do tegumento,
disponibilidade de agua, temperatura, pressdo hidrostatica, area de contato da
semente com a agua, forgas intermoleculares, composigdes quimicas e condigdes
fisiologicas (Popinigis, 1985).

De maneira geral, durante a germinagdo, a embebicdo ¢ um tipo de
difusdo que segue um padrdo trifasico (Bewley & Black, 1994).

A fase | inicia-se com uma rapida embebicdo de agua, determinada
principalmente pelo potencial matricial (y,,) extremamente baixo da semente
ortodoxa seca e caracteriza-se por ser um processo puramente fisico, ou seja,

ocorre independentemente da semente ser viavel ou morta ¢ dormente, a ndo ser



que trate de dorméncia imposta pela impermeabilidade do tegumento. A
embebigdo promove a reativagdo do metabolismo das sementes, sendo esta fase,
bioquimicamente, caracterizada pelo aumento acentuado da atividade
respiratoria, ativacdo das enzimas, inicio do desdobramento dos materiais de
reserva em substancias menores, capazes de serem transportadas até o embrido,
¢ inicio da reorganizagdo das membranas fosfolipidicas.

A fase II é de estagnacdo no ganho de agua pelo fato das forcas
matriciais se equilibrarem e ndao mais serem significantes (Bewley & Black,
1994). Esta fase ¢ longa, sendo sua duracdo 8 a 10 vezes maior que a fase I,
podendo se prolongar por semanas, meses e até anos antes do fim da
germinacdo. A atividade respiratoria se estabiliza ou cresce de maneira muito
lenta em relagdo a fase anterior. No inicio desta fase, é verificado o aumento do
tamanho do reticulo endoplasmatico, ribossomos e RNA ribossdmico,
preparando as células para quebra, transporte ¢ sintese de substancias utilizadas
ao longo do processo germinativo. A ativagdo das enzimas € iniciada pela acdo
de giberelinas (GA), que atuam na sintese de enzimas hidroliticas como -
amilase, ribonucleases, endo-B-gluconase e fosfatases resultando na degradacao
do endosperma e suas paredes celulares. Grande parte das enzimas da
germinacdo sdo sintetizadas através de mRNA que sdo formados durante a fase
II, apesar de inicialmente, a sintese de proteinas depender do mRNA que foi
formado durante o desenvolvimento e ter permanecido no periodo seco. Ha
transporte ativo das substincias desdobradas na fase anterior, do tecido de
reserva para o tecido meristematico onde serdo ressintetizadas em substancias
utilizadas no crescimento do embrido. Embora o eixo embrionario ja esteja
recebendo algum nutriente, ainda ndo consegue crescer (Bewley, 1997a).
Sementes mortas e profundamente dormentes ndo vdo além deste ponto

(Guimaraes, 1999).



Na terceira fase ha a retomada da embebicdo de agua auxiliada pelo
crescimento da radicula, que primeiramente ocorre por elongagdo celular, apos
ter tido seu ciclo celular ativado com a embebi¢do, e¢ somente apds o
rompimento do tegumento comeca haver divisdes mitoticas (Coperland &
McDonald, 1999), ou seja, o inicio da germinagao visivel (Bewley & Black,
1994). Ha sintese de DNA e a atividade respiratéria aumenta (Bewley, 1997a).
Bioquimicamente, as substancias desdobradas sdo reorganizadas em substancias
mais complexas, dando origem a componentes celulares, permitindo o
crescimento do eixo embrionario (Coperland & McDonald, 1999 ¢ Bewley,

1997a).

2.3 Crescimento da radicula

A expansdo da radicula é um processo dirigido pelo potencial de pressido
do embrido, requerendo que as paredes celulares das células do eixo
embrionario, que estdo entre a ponta da radicula e a base do hipocotilo, cedam.
Para Bewley (1997a), o crescimento da radicula, de um modo geral, pode
ocorrer em fungao de trés razodes.

A primeira razdo é que, proximo a protrusdo da radicula, o potencial
osmotico (ys) das células da radicula torna-se mais negativo por causa do
acumulo de solutos, possivelmente como resultado da hidrélise de reservas
presentes dentro das proprias células da radicula. O decréscimo no \; poderia
levar ao aumento da embebi¢do de agua, fazendo com que haja aumento do
turgor e este, por sua vez, promoveria a extensdo das células (Bewley, 1997a).
Giberelinas (GA) ndo apresentam efeito nos parametros osmoticos, por outro
lado, pesquisas mostram que o GA age sobre o metabolismo de carboidratos
envolvidos no fornecimento de energia as células do embrido e que podem

contribuir para tornar o potencial osmotico celular mais negativo, fazendo com



que a entrada de agua ocorra mais rapidamente nas células do embrido,
favorecendo assim sua expansdo (Taiz et al., 2004).

A segunda possibilidade consiste no fato de que ha extensibilidade e
afrouxamento da parede celular das células da radicula em resposta a pressdo de
turgor interna, levando a sua elongacdo (Bewley, 1997a). A expansina ¢ uma
proteina induzida por GA na parede celular da radicula (Kende et al., 1998) ¢
tem sido proposto que ela esteja relacionada ao processo de elongagdo celular
por enfraquecer a parede celular, interpondo-se entre a celulose e o xiloglucano,
e podendo, até mesmo, romper as ligagdes ndo covalentes entre os polimeros da
parede celular (Cosgrove, 1999 e 2000). Chen et al. (2001) verificou que o gene
leEXP8 ¢ expresso apenas na zona de elongacao da radicula.

A terceira possibilidade é que os tecidos que circundam o embrido
amolecem, permitindo dessa forma a elongacgdo da radicula. Neste processo nao
ha mudanca no potencial osmoético () e o potencial de pressdo (y,) no embrido
¢ insuficiente para levar a expansdo das paredes celulares. A redugdo da
resisténcia mecanica, imposta pelo endosperma, a elongacdo da radicula, ¢é
controlada pela acdo de hidrolases (endo-f-mananase, a-galactosidase e [3-
manosidase) produzidas e excretadas pelo proprio endosperma (Bewley, 1997a).
Dentre as espécies dicotiledoneas que necessitam da sintese de enzimas
hidroliticas que resultam na degradacdo das paredes celulares do endosperma
micropilar e conseqiiente amolecimento do endosperma micropilar, permitindo
assim, a elongacao da radicula, destacam-se: tomate (Groot & Karssen, 1987;
Groot et al., 1988; Chen & Bradford, 2000; Toorop et al., 2000 e Ni & Bradford,
1993), pimenta (Watkins & Cantliffe, 1983) tabaco (Leubner-Metzger et al.,
1995), melao (Welbaum et al., 1995), Datura sp (Sanchez et al., 1986, 1990 e de
Miguel & Sanchez, 1992) e Coffea arabica (da Silva et al., 2004).

Em sementes de tomate, apenas o amolecimento do endosperma a frente

da radicula ¢ suficiente para que ocorra a protrusdo da radicula (Groot &
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Karssen, 1987). A ocorréncia do amolecimento do endosperma foi verificada por
meio da quantificacdo da forca requerida para o embrido penetrar o endosperma
em sementes de tomate (Toorop et al., 2000). Neste caso, a reducdo da forga
necessaria para a penetragdo coincide com a atividade de endo-B-mananase na
regido do endosperma localizada em frente a radicula, chamado de endosperma
micropilar (Toorop et al., 2000).

Em sementes de café (Coffea arabica), o crescimento do embrido ¢é
controlado pelo aumento no potencial de pressao nas células do embrido e pela
extensdo das paredes celulares (da Silva et al., 2004). Concomitante com o
crescimento do embrido, existe um declinio da forga exercida pelo endosperma a
penetracdo do embrido, coincidindo com o aumento na atividade de endo-f3-
mananase ¢ de porosidades nas paredes celulares na regido do endosperma
micropilar (da Silva et al., 2004). Esses resultados confirmam que, em sementes
de café, além do crescimento do embrido, ha degradacdo das paredes celulares
do endosperma, com a finalidade de facilitar a protrusao da radicula (da Silva et

al., 2004).

2.4 Papel da endo-B-mananase na hidroélise da parede celular

A endo-B-mananase, uma das enzimas mais estudadas em sementes de
tomate, estd envolvida na hidrdlise da parede celular do endosperma durante a
germinagdo e pos-germinagdo, estando associada com o amolecimento dos
tecidos e mobilizagdo de reservas, respectivamente (Groot et. al.,, 1988;
Nonogaki et al., 1992, 1995, 1998a, 1998b, 2000; Nonogaki & Morohashi,
1996; Toorop et. al, 1996; Voigt & Bewley, 1996; Dahal et al., 1997; Still &
Bradford, 1997 e Still et al., 1997).

Diferentes isoformas eletroforéticas e genes de endo-B-mananase sdo

seqiliencialmente expressos nas diferentes partes do endosperma (Nonogaki &
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Morohashi, 1996 e Nonogaki et al., 2000). A isoforma Mo (Nonogaki &
Morohashi, 1996) ¢ o gene LeMan2 (Nonogaki et al., 2000) sdo expressos no
endosperma micropilar, e estdo envolvidos com o amolecimento do endosperma
micropilar antes da protrusdo da radicula (Nonogaki & Morohashi, 1996 ¢
Nonogaki et al., 2000). Ja as isoformas M1 (Nonogaki & Morohashi, 1996 e
Bewley et al., 1997), M2, M3 (Nonogaki & Morohashi, 1996) e o gene LeManl
(Bewley et al., 1997 e Nonogaki et al., 2000) sdo expressos no endosperma
lateral e estdo envolvidos com a mobilizacdo de reservas de galactomanas do
endosperma lateral (Nonogaki & Morohashi, 1996; Bewley et al., 1997 e
Nonogaki et al., 2000). Isto implica que o amolecimento do endosperma
micropilar e a degradacdo dos carboidratos de reserva da parede celular no
endosperma lateral sdo processos fisiologicos distintos que utilizam isoformas
de enzimas especificas (Chen et al., 2002).

A endo-f-mananase também parece estar envolvida com o
amolecimento do endosperma em sementes de pimenta (Watkins et al., 1985),
datura (Sanchez & de Miguel, 1997) e café (Coffea arabica) (da Silva et al.,
2004).

2.5 Dorméncia de sementes

Durante a maturagdo da semente, o embrido entra em uma fase
quiescente em resposta a dessecagdo. Estas sementes germinardo se forem
submetidas a condi¢des Otimas como niveis adequados de agua e oxigénio,
temperatura adequada e auséncia de inibidores. Em muitos casos, sementes
viaveis ndo irdo germinar, apresentando, portanto, o fenomeno denominado de
dorméncia (Taiz et al., 2004).

Componentes do processo de germinagdo tais como embebigdo,
respiragdo, sintese de acidos nucléicos e proteinas e inimeros outros eventos

metabolicos, podem ocorrer em uma semente dormente, sem que haja protrusao
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da radicula (Bewley & Black, 1994). Este processo, caracterizado pelo atraso da
germinagdo, pode ser entendido como uma adaptagdo das espécies, permitindo
que estas sobrevivam e colonizem novos ambientes apds superar situagdes
estressantes que as sementes venham a enfrentar (Baskin & Baskin, 1998).
Varias sdao as formas em que a dorméncia se manifesta, podendo ser desde
alguma resisténcia a entrada de agua para a germinagdo até os mais complexos
mecanismos hormonais que controlam o desenvolvimento da semente (Bewley
& Black, 1994).

De acordo com Nikolaeva (1969 e 1977) a dorméncia em sementes ¢
classificada em endogena e exdgena. Esta classificacdo foi ampliada por Baskin
& Baskin (1998), que introduziram os conceitos de dorméncia primdria e
secundaria. A classificagdo de dorméncia encontra-se resumida na tabela 1.

Na dorméncia endogena, algumas caracteristicas do embrido previnem a
germinagdo. Segundo Bewley (1997a), o proprio embrido ¢é dormente
promovendo a dorméncia embrionaria. Na dorméncia exogena, alguma
caracteristica da estrutura, incluindo endosperma, tegumento ou fruto cobrindo o
embrido, previne a germinagdo. Esta dorméncia é conhecida por dorméncia
mecénica e quando os embrides sdo isolados das sementes e embebidos em
condi¢des apropriadas, germinam (Bewley & Black, 1994).

Segundo Baskin & Baskin (1988), a dorméncia primaria ou inata se
estabelece na semente antes de sua dispersdo exigindo tratamentos ou condigdes
especificas para se tornar uma semente quiescente, € a dorméncia secundaria se
instala na semente apds a dispersdo. Na dorméncia secundaria, duas situagoes
podem ocorrer: a semente com dorméncia primaria perde a dorméncia apos a
dispersdo, mas, sob uma condicdo desfavoravel a germinagdo, adquire
novamente dorméncia; ou a semente ¢ dispersa sem qualquer tipo de dorméncia,

passando a dormente sob uma condicao desfavoravel ou estressante.
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TABELA 1 Classificagdo dos tipos de dorméncia (Baskin & Baskin, 1998).

Categorias | Grupos Causada por Mecanismo
Dorméncia | Exogena Tecidos maternos ou | - Inibicdo da absorc¢éo de
primaria (fora do endosperma agua (dorméncia fisica);
(pré- embrido) - Mecanismo que restringe a
dispersdo) expansdo do embrido e a
protrusao da radicula
(dorméncia mecanica);
- Modificacdo de trocas
gasosas;
- Prevencéo dos lixiviados
inibidores do embrido;
- Fornece inibidores ao
endosperma (dorméncia
quimica).
Endogena | 1. Imaturidade do - Embirdo tem que
(dentro do | embrido (dorméncia | completar o
embrido) morfologica); desenvolvimento para depois
2.Bloqueio metabolico | germinar;
(dorméncia - Mecanismo fisiologico
fisiologica) pouco conhecido.
3. Dorméncia morfo-
fisiologica (1 e 2
combinadas)
Combinada | Combinagao de
dorméncia exdgena e
enddgena
Bloqueio metabdlico, |- Mecanismo fisiologico
Dorméncia induzida em sementes | pouco conhecido
secundaria ndo dormentes quando
(pOs- as condigOes
dispersao) ambientais ndo sao

favoraveis a
germinagao.
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2.6 ABA impde dorméncia enddgena

Acredita-se que a dorméncia do embrido deva-se a presenca de
inibidores, especialmente o ABA, bem como a auséncia de promotores de
crescimento, como a giberelina (Taiz et al., 2004).

Mutantes ABA-deficientes (aba) de Arabidopsis mostraram-se ndo
dormentes na maturidade. Quando foram realizados cruzamentos reciprocos
entre aba e plantas tipo selvagem, as sementes apresentaram dorméncia somente
quando o embrido foi capaz de produzir ABA. Nem o ABA materno nem a
aplicagdo exdgena foram eficazes na indu¢do da dorméncia do embrido aba. Por
outro lado, o ABA derivado do tecido materno constitui o principal pico
presente nas sementes e € necessario para outros aspectos do desenvolvimento
dessas, como, por exemplo, evitar a viviparidade na fase intermediaria da
embriogénese. A dorméncia é também muito reduzida em sementes do mutante
ABA-insensivel (abil, abi2 e abi3), ainda que tais sementes contenham
concentragdes mais altas de ABA do que aquelas do tipo selvagem durante todo

o desenvolvimento (Figura 1) (Taiz et al., 2004).
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FIGURA 1 Germinagdo de sementes em Arabidopsis thaliana. (o) Forma
selvagem; (A) Mutantes ABA-deficientes; (V) mutante ABA-
insensivel (Taiz et al., 2004).
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Segundo Liu (1996), a presenca de ABA nas sementes de tomate e seu
efeito na dorméncia estdo relacionados com a inibi¢do da expansdo da radicula e
principalmente elongacdo da radicula, uma vez que as sementes ndo
apresentaram um padrdo de absor¢do de agua trifasico.

O crescimento do embrido antes da protrusdo da radicula ¢ comum em
sementes com embrido imaturo, como por exemplo, em aipo (Apium graveolens)
(Jacobsen & Pressman, 1979 e van der Torn & Karssen, 1992). Sementes de café
tém o embrido maduro completamente diferenciado, mas este ainda tem que
crescer antes de completar a germinagdo (da Silva et al., 2004). Valio (1976)
propds que o ABA inibe a germinacdo de sementes de café por inibir o
crescimento do embrido. da Silva et al. (2004) mostraram que o ABA inibiu o
aumento do turgor no embrido, controlando assim, o crescimento potencial do
embrido durante a germinagdo. Em sementes de café, o ABA ¢ sintetizado de
novo no embrido durante a embebigdo das sementes. Hilhorst (1995) sugere que
0 ABA possa suprimir a hidrolise de enzimas que atuam no afrouxamento da
parede celular das células do embrido e, assim, inibir a elongagdo e extensdo.
Schopfer & Plachy (1985) e da Silva et al. (2004) propuseram que o ABA inibiu
a expansio do embrido em Brassica napus e do embrido em café,
respectivamente, por inibir o afrouxamento da parede celular das células e

assim, limitando o crescimento do embrido.

2.7 ABA imp06e dorméncia exogena

Karssen et al. (1987), estudando sementes de tomate mutantes
deficientes em ABA (sit"), verificaram que o ABA ¢é essencial para a indugédo de
dorméncia em sementes. Em sementes de tomate, o primeiro sitio de agdo do
ABA ¢ provavelmente no endosperma micropilar, onde sua presenca pode inibir
a expressao de enzimas hidroliticas nas células da parede que sdo responsaveis

pelo amolecimento dessas células (Groot et al., 1987, 1988). Ni & Bradford
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(1992) propuseram que baixos niveis de ABA podem apenas diminuir a
atividade de enzimas, enquanto altas concentragdes poderiam inibir
completamente a atividade enzimatica. Este amolecimento ocorre durante a
embebicdo e antes da protrusdo da radicula, sendo assim imprescindivel para a
germinacdo de sementes de alface (Pavlista & Valdovinos, 1978), pimenta
(Wakins & Cantliffe, 1983), tomate (Groot & Karssen, 1987 e Toorop et al.,
2000) e café (da Silva et al., 2004). Em sementes de alface, ABA enddgeno
inibiu a atividade de endo-fB-mananase e celulase (Bewley, 1997b). Em sementes
de fenugreek e carob, o ABA suprimiu atividade de endo-B-mananase no
endosperma (Kontos et al., 1996). Em sementes de tabaco, a -1,3-glucanase foi
correlacionada com ruptura do endosperma micropilar, ¢ quando as sementes
foram embebidas em ABA, verificou-se diminui¢do dessa ruptura (Leubner-
Metzger et al., 1995). No endosperma micropilar de tomate, ABA ndo inibiu a
celulase (Toorop, 1998 e Bradford t al., 2000), a endo-B-mananase (Toorop et
al., 1996; Still & Bradford, 1997 e Toorop, 1998), a a-galactosidase, a -
manosidase, a B-glucosidase ou a exo-poligalacturonase (Toorop, 1998), mas a
protrusdo da radicula foi prevenida. Em sementes de café, o ABA reduziu a
atividade de endo-f-mananase no endosperma micropilar para aproximadamente
10% ou menos da atividade de endo-B-mananase encontrada em endosperma
micropilar de sementes embebidas em agua, ndo reduziu a atividade de endo-f3-
mananase no restante do endosperma, ndo inibiu a atividade de celulase no
endosperma, mas inibiu a germinagado (da Silva et al., 2004). De acordo com da
Silva et al. (2004), o ABA inibiu ainda a segunda fase do amolecimento do
endosperma micropilar, presumivelmente por inibir a atividade de pelo menos
duas isoformas de endo-f-mananase e ou, indiretamente, por inibir o turgor da

radicula. Por meio de estudos com sementes de tomate, verificou-se que o ABA
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inibe a emergéncia da radicula, no entanto, ndo impede o amolecimento inicial

do endosperma micropilar (Toorop et al., 1996).

2.8 Regulagéo da germinagéo pelo balango hormonal

Controles hormonais e¢ ambientais que regulam a germinagdo sdo
caracterizados com relagdo aos seus efeitos na germinagdo visivel, protrusdo da
radicula, ¢ na expressdo de genes associadas com mobilizagdo de reservas
(Finkelstein & Gibson, 2001).

A teoria do balango hormonal de sementes ¢ principalmente baseada nos
efeitos da aplicacdo dos reguladores de crescimento ABA, hormonio inibidor do
crescimento, ¢ GA, horménio promotor do crescimento (Groot et al., 1987). O
ABA ¢ inibidor do crescimento por induzir dorméncia e inibir a germinagao de
sementes (Bewley & Black, 1994). Ja o 4acido giberélico ¢ promotor do
crescimento por agir na extensibilidade da parede celular, na atividade
enzimatica e na variagdo do potencial osmotico, interferindo, portanto,
diretamente na germinacdo, mobilizagdo de aclcares e na superacao de
dorméncia (Karssen, 1995).

Duvidas na validade da teoria do balango hormonal em sementes foram
relatadas por Bewley & Black (1982). Todavia, Groot et al. (1987) realizaram a
separagdo da acdo do ABA e do GA no tempo e lugar, afirmando que este fato
seja um forte argumento para sustentar a existéncia do balango hormonal na
regulacdo da dorméncia de sementes. Os autores verificaram que o ABA ¢
restrito ao desenvolvimento, impondo dorméncia, enquanto GA ¢ requerido
apenas durante a germinagao.

Segundo Taiz et al. (2004), a perda da dorméncia do embrido esta
freqiientemente associada a queda acentuada na razdo entre ABA ¢ GA. Cunha
& Casali (1989) salientam que o efeito inibidor do ABA na germinacao pode ser

revertido pelo GA;, quando utilizado em concentragdes que superam o seu teor,
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mas, a partir de um nivel critico de ABA, sua agdo inibidora prevalece. A
aplicag@o exogena de GA, além de contrabalangar a inibigdo imposta pelo ABA,
induz o crescimento do embrido e estimula o processo germinativo, confirmando
sua participacdo na superacdo da dorméncia das sementes (Wang et al., 1998).

Por meio de estudos com sementes de mutantes deficientes em GA foi
observado que a germinagao de sementes de tomate ¢ totalmente dependente de
GA endogena ou exdgena (Groot & Karssen, 1987). Tanto os niveis como a
sensibilidade ao GA apresentam importdncia no controle da germinacdo e
dorméncia (Hilhorst et al., 1986). Sementes que sdo deficientes tanto de ABA
como de GA requerem niveis de GA muito menor para sua germinacao (Karssen
e Lacka, 1986).

Ni & Bradford (1993) afirmaram que a dorméncia de sementes de
tomate seria controlada pelo balango entre GA e ABA, de forma que os dois
horménios atuariam promovendo e inibindo respectivamente a sintese de

enzimas necessarias ao processo de germinacdo dessas sementes.

2.9 Modelos de germinacéo

Varios modelos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de explicar
os mecanismos e regulagdo da germinagdo de sementes de tomate (Groot, 1987 ¢
Toorop et al., 2000) e café (Coffea arabica) (da Silva et al., 2004).

O modelo de germinagdo proposto por Groot (1987) ¢ influenciado pela
acdo endogena do ABA e¢ GA. Para o autor, a agdo dos dois hormonios ¢
separada no tempo ¢ local da semente. O ABA atua durante o desenvolvimento
da semente, promove a inibi¢do do amolecimento do endosperma e reduz o
crescimento do embrido. O primeiro efeito do ABA ¢ diminuido durante o
armazenamento, mas o ultimo ainda ¢é visivel mesmo apods longos periodos de
armazenamento a seco. Ja o GA, produzido no embrido e excretado para as

células do endosperma, ¢ ativo apenas durante a germinagdo e age de duas
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maneiras. Primeiramente na hidroélise das células da parede do endosperma,
resultando no amolecimento das camadas celulares que oferecem resisténcia
mecanica ao embrido e, por ultimo, estimulando o crescimento do embrido.

Toorop et al. (2000) sugerem que o amolecimento do endosperma em
sementes de tomate constitui um processo que ocorre em dois estagios. O
primeiro estdgio do amolecimento do endosperma micropilar ndo ¢ inibido pelo
ABA e esta correlacionado com a atividade de endo-f-mananase, até as 45h de
embebi¢do, e, com o aparecimento de poros nas células da parede do
endosperma micropilar. A presenca desta enzima no endosperma micropilar nao
esta relacionada com o segundo estagio que ocorre entre as 45h de embebigdo e
a protrusdo da radicula, concluindo que neste segundo estagio, outros fatores
tornam-se limitantes para completar a germinagdo. Este fator ndo seria a
resisténcia da testa, visto que Groot & Karssen (1987) mostraram que a forca de
ruptura da testa ¢ pequena, 0,1 Newton, sendo o endosperma micropilar o
principal componente de resisténcia mecanica. Este segundo estagio ¢
controlado pelo ABA, o qual pode regular as enzimas associadas com o futuro
amolecimento do endosperma micropilar.

Da Silva et al. (2004) desenvolveram um modelo para a germinagdo de
sementes de café (Coffea arabica), as quais precisam tanto do crescimento do
embrido como de degradacdo do endosperma micropilar pelas enzimas endo-f3-
mananase ¢ celulase. Como no modelo desenvolvido por Toorop et al. (2000), o
amolecimento do endosperma micropilar ocorre ao final de dois estagios e a
presenca do ABA controla apenas o segundo estagio. O aumento da atividade de
celulase coincidiu com o primeiro estdgio do amolecimento e o aumento da
atividade de endo-f-mananase com o segundo estagio. A inibicdo do segundo
estagio ocorreu presumivelmente pelo fato do ABA inibir a atividade de duas
isoformas de endo-f-mananase. O aumento na atividade de endo-f-mananase e

celulase coincidiu com a diminuicdo da forga requerida para ruptura do
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endosperma e com a surgimento dos poros nas células da parede. Impressdo dos
tecidos mostrou que a atividade de endo-f-mananase foi espacialmente regulada
no endosperma. Durante a embebicdo ha uma breve elevacdo do contetdo de
ABA no embrido, sugerindo que o ABA enddgeno possa controlar além do
amolecimento do endosperma, o potencial crescimento do embrido em sementes

de café (Coffea arabica).

21



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos frutos e beneficiamento das sementes

Para definir o método de coleta do fruto no campo para o
processamento, frutos de coloragdo verde de S. lycocarpum que aparentavam
estarem maduros foram colhidos na planta ou coletados apos dispersdo natural
(coletados sobre o solo) em agosto de 2004, em areas do municipio de Lavras,
MG, situadas na bacia hidrografica do Ribeirdo Santa Cruz entre as coordenadas
geograficas 21° 09’39 e 21° 20°14” de latitude sul e 44° 51°36” ¢ 45° 00°00” de
longitude oeste de Greenwich. As caracteristicas externas dos frutos avaliadas
para classifica-los como maduros foram: tamanho grande, menos pilosidade,
menos brilho e coloracdo verde fosca com manchas amarronzadas. Os frutos
foram transportados para o galpdo de beneficiamento do Laboratorio de
Sementes Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e beneficiados.
O beneficiamento dos frutos ocorreu apds apresentarem-se moles e consistiu em
cortad-los ao meio seguido da retirada da polpa e passagem da mesma em
peneiras sob agua corrente para a separacdo das sementes. Os frutos colhidos na
planta e coletados apos dispersdo natural foram beneficiados separadamente e as
sementes dos respectivos frutos compuseram dois lotes de sementes
denominados de lote de sementes colhidas e de lote de sementes coletadas.
Assim, neste estudo considerou-se que: sementes originadas de frutos colhidos
na planta = semente colhida; e, sementes originadas de frutos coletados no chao
= sementes coletadas.

Danos mecanicos as sementes foram evitados e, quando ocorreram, as
mesmas foram eliminadas. Para a obtencdo de um lote homogéneo, as sementes
pequenas e mal formadas foram descartadas. Apds a retirada da agua superficial

com papel mata-borrao, as sementes foram mantidas na sala de secagem (20°C e
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60% UR) até alcancarem 8% de umidade. As sementes foram armazenadas em
sacos plasticos selados dentro da camara fria (5°C = 2°C) até o inicio dos

experimentos.

3.2 Determinacéo do grau de umidade

O grau de umidade das sementes colhidas e das sementes coletadas foi
determinado submetendo-se 4 repeti¢des de aproximadamente 0,5 g de sementes
a estufa regulada a 103°C por 17 horas. Os resultados foram expressos em

porcentagem conforme as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

3.3 Germinacéo

Para avaliar se havia diferenga no potencial de germinacao de sementes
de S. lycocarpum entre as sementes colhidas ¢ as sementes coletadas, foi
realizado um experimento de germinagdo, utilizando 4 repetigdes de 25
sementes. As sementes que tiveram a superficie externa previamente esterilizada
com hipoclorito de sddio 1% por 10 minutos foram colocadas para embeber
entre folhas de papel de germinagdo umedecidas com 6 ml de agua destilada ou
6 ml de uma solugdo de 100 uM ABA (Sigma) em placas de Petri de 90 mm de
diametro. As placas de Petri foram colocadas em camara de germinagdo tipo
BOD reguladas sob luz e temperatura constantes de 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40°C ¢
sob luz e temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas. A solucdo de ABA
foi preparada com KOH seguido de neutralizagdo por 1N HCI (da Silva et al.,
2004). Em paralelo, 4 repeticdes de 25 sementes originadas de frutos coletados
tiveram a superficie externa previamente esterilizada com hipoclorito de sédio
1% por 10 minutos. As sementes tiveram o endosperma micropilar removido
com o auxilio de um bisturi e foram colocadas para embeber entre folhas de

papel de germinag@o umidecidas com 6 ml de 4gua destilada em placas de Petri
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de 90 mm de didmetro que foram incubadas em BOD, regulada sob luz e
temperatura contantes de 20, 25 e 30°C, e luz e temperatura alternadas de
20/30°C a cada 12 horas. Este experimento teve o intuito de verificar se a
germinagdo das sementes era facilitada apds a remogdo do endosperma
micropilar e o efeito da temperatura no endosperma micropilar. Os experimentos
de germinacao foram avaliados diariamente tendo a protrusdo da radicula (Imm
de comprimento) como critério.

A germinagdo foi avaliada através da porcentagem final de germinagdo e
o vigor, através do indice de velocidade de germinacao (IVG) utilizando a

equacao de Maguire (1962):

IVG:E+&+...+ G,
N, N

1 2 Nn

onde:
Gy, Gy, G, = nimero de sementes com protrusao da radicula com pelo menos

Imm de comprimento presentes na primeira contagem, na segunda contagem,
até na ultima contagem.
Ni, N,, N, = niimero de dias de embebigdo a primeira, segunda contagem, até a

ultima contagem.

Ap6s a protrusdo da radicula as sementes foram transportadas para uma
placa de petri de 90 mm de didmetro contendo duas folhas de papel de
germinagdo embebidas em 6ml de dgua destilada para que imagens da semente
imediatamente apds a protrusdo da radicula e diariamente durante o
desenvolvimento da plantula fossem obtidas a partir de uma camara digital

Céanon Power Shot S40, 4.0M pixels.
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3.4 Caracterizagdo morfolégica do fruto e da semente

Frutos coletados no chédo e suas sementes tiveram suas cores ¢ formas
avaliadas visualmente e as dimensdes quantificadas com o auxilio de um
paquimetro digital. A quantificacdo das dimensdes dos frutos ¢ das sementes foi
obtida a partir da média de 10 frutos e de 100 sementes, respectivamente. Os
frutos foram cortados no sentido transversal e as sementes cortadas no sentido
longitudinal, utilizando um estilete, para observacao das estruturas internas da
semente. Imagens dos frutos e das sementes foram obtidas com o uso de uma
camara digital (Canon Power Shot S40, 4.0M pixels) acoplada a um microscopio

estereoscopico (modelo Leica MZ 75).

3.5 Caracterizacdo morfo-anatbmica do endosperma micropilar e lateral a
partir da microscopia eletronica de varredura

Os parametros morfo-anatdomicos avaliados no endosperma micropilar
foram espessura, didmetro das células e espessura da parede celular ¢ no
endosperma lateral, foram diametro das células e espessura da parede celular.

A quantificagdo da espessura do endosperma micropilar foi realizada a
partir da média do comprimento das camadas de células que constituem o
endosperma micropilar de trés sementes. Para a quantificagdo do didmetro das
células foram realizadas duas medi¢des em cada célula, uma no sentido de maior
comprimento ¢ a outra no sentido de menor comprimento, obtendo um valor
médio por célula em dez células de trés sementes. A quantificacdo da espessura
da parede celular foi realizada a partir da média da espessura da parede celular
de dez células de trés sementes.

A quantificagdo destes parametros foi feita a partir do programa Arc
Map, utilizando as eletromicrografias geradas através de microscopio eletronico
de varredura (Leo Evo 40). As eletromicrografias geradas, considerando a

distancia de trabalho, tamanho do feixe de elétrons, brilho, contraste, velocidade
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de varredura e aceleragdo de voltagem, foram gravadas no formato tif e
impressas.

Todas as etapas de preparo da amostra até a sua visualizagdo em
microscopio eletronico de varredura foram realizadas no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra-estrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, utilizando a metodologia de
Alves (2004).

As sementes de S. lycocarpum originadas de frutos coletados foram
semeadas entre folhas de papel de germinacdo, embebidas em 6 ml de agua
destilada em placas de Petri de 90mm de didmetro que foram incubadas em
BOD regulada sob luz e temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas por
um periodo de 24 horas.

Para a obtengdo das amostras, foram feitos cortes longitudinais, com
auxilio de laminas de barbear, em trés sementes. Em seguida, as amostras foram
fixadas permanecendo por 24 horas imersas no fixador Karnovsky modificado -
Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,05M,
pH 7,2 e CaCl, 0,001M - a temperatura ambiente. Apos a fixagdo, as amostras
foram lavadas em aldeido com trés passagens de 10 minutos em tampao
cacodilato 0,05 M pH 7,2 e em seguida realizada a pos-fixacdo das amostras,
imergindo-as em uma solugdo de tetroxido de désmio 1% e em solugdo tampao
cacodilato 0,1 M com pH 7,2, durante 1 hora. As amostras fixadas em tetroxido
de oOsmio foram lavadas trés vezes com agua destilada e, em seguida,
desidratadas em solu¢des de concentragdo crescente de acetona de 25% e de
50%, onde as amostras permaneceram por 10 minutos em cada concentracao.
Depois, as amostras foram imersas em concentracdo de 75% de acetona onde
permaneceram por 2 horas. Em seguida as amostras foram colocadas na
concentracao 90% durante 10 minutos, e, finalmente submetidas a concentracao

de 100%, por trés vezes durante 10 minutos cada. As amostras, ainda umidas de
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acetona, foram levadas a uma camara hermeticamente fechada e resfriadas a 5°C
para a secagem ao ponto critico. A secagem ao ponto critico foi realizada para
que a tensdo superficial da acetona ao final da secagem ndo destruisse detalhes
superficiais das amostras. Em seguida, os stubs (suporte para as amostras),
foram envoltos em papel aluminio e as amostras presas sobre o mesmo. Sobre o
papel aluminio foi colocado fita adesiva de carbono para fixar as amostras de
modo a permitir a visualizacdo das estruturas das sementes. Depois, as amostras
receberam um banho de ouro para aumentar sua resisténcia ¢ condutividade
elétrica, permitindo, assim, uma melhor visualizacdo das estruturas internas da

semente.

3.6 Curva de embebicao

A determinagdo da curva de embebigdo foi realizada para as sementes
originadas de frutos coletados, utilizando-se 8 repeticdes de 8 sementes
esterilizadas com hipoclorito de sédio 1% por 10 minutos. As sementes foram
semeadas em rolos de papel de germinagdo umedecidos em agua destilada na
quantidade de 2,5 vezes o peso inicial do papel. Os rolos contendo as sementes
foram incubados em BOD regulada sob luz e temperatura alternadas de 20/30°C
a cada 12 horas. As sementes tiveram o peso fresco quantificado de hora em
hora até a sexta hora de embebicao, de trés em trés horas até as 48 horas do

inicio da embebicdo e diariamente até o 30% dia de embebicio.

3.7 Peso fresco dos embrifes durante a embebicéo

Para avaliar o peso fresco do embrido durante a germinacao de sementes
de S. lycocarpum, dez embrides tiveram o seu peso fresco monitorado. Os
embrides foram isolados diariamente de sementes originadas de frutos coletados

que foram inicialmente esterilizadas com hipoclorito de soédio 1% por 10
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minutos ¢ colocadas para germinar entre folhas de papel de germinagdo
umedecidas em 6 ml de agua destilada ou em 6 ml de uma solu¢do de 100uM
ABA. A placa de Petri de 90mm de didmetro contendo as sementes foi incubada
em BOD regulada sob luz e temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas.
Durante a embebicao foram obtidas imagens das sementes com o uso de
uma camara digital (Canon Power Shot S40, 4.0M pixels) acoplada a um
microscopio estereoscopico (modelo Leica MZ 75). As imagens foram obtidas
de sementes com tegumento intacto no inicio da fase Il de embebigdo, de
sementes com tegumento rompido no momento que antecede a protrusdo da
radicula, de sementes com parte do tegumento rompido removido mostrando a
presenca do endosperma micropilar e de sementes com o endosperma micropilar

removido mostrando o embrido.

3.8 Determinacéo da forca de ruptura

A forca de ruptura do endosperma micropilar foi determinada seguindo a
metodologia utilizada por Groot & Karssen (1987), Toorop et al. (2000) e da
Silva et al. (2004). Sementes intactas originadas de frutos coletados foram
embebidas em agua destilada ou em solucdo de 100uM ABA, conforme descrito
no item 3.3 por 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias sob a condigdo de luz e
temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas. O aparelho utilizado foi um
texturdmetro (Stable Microsystems Texture Analyser) do Laboratério de
Microestrutura e Arquitetura Alimentar do Departamento de Ciéncias dos
Alimentos da UFLA. Na parte superior do aparelho foi acoplada uma sonda de
ponta hemisférica de 2mm de diametro e, na sua base, um bloco de polivinil que
apresenta um orificio de 2,2mm de didmetro. O endosperma micropilar foi
removido da semente intacta por meio de um bisturi € o embrifo foi retirado sem
que houvesse danos ao endosperma micropilar. O endosperma micropilar (com

tegumento presente), foi posicionado na sonda e perfurado pela mesma. A
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penetracdo da sonda no endosperma micropilar foi possivel devido ao
movimento vertical da sonda para baixo. A forca requerida para a ruptura do
endosperma micropilar expressa em Newton (N), foi usada como um parametro
de resisténcia mecanica do endosperma micropilar durante a germinacdo das
sementes. O dado de resisténcia foi obtido da média de 30 sementes individuais

retiradas de forma aleatoria durante a embebicdo das sementes.

3.9 Quantificacéo da atividade de endo-f-mananase

Para a extracdo e quantificacdo da atividade da enzima endo-f3-
mananase foram utilizados os mesmos 30 endospermas micropilares embebidos
em agua destilada e em 100uM ABA usados para determinar a for¢a de ruptura
do endosperma micropilar mencionada no item 3.8. A extracdo da enzima foi
feita em 200ul de tampao de extragdo Hepes (0,1M pH 8,0) com 0,5M de NaCl.
A atividade de endo-pB-mananase foi analisada em gel de 0,75 mm de espessura,
contendo 0,5% (peso/volume) de locust bean gum (Sigma) em tampao
Mcllvaine (pH 5,0) e 0,8% de Agarose tipo III-A (Sigma). O gel que se
encontrava sobre gelbond film (Pharmacia) foi perfurado de modo a obter
orificios de tamanho suficiente para receber a aplicagdo de 2ul do estrato da
amostra. O gel foi colocado em uma BOD umida na auséncia de luz sob 25°C
por 21 horas e, em seguida, revelado. A revelagdo do gel foi feita pela imersdo
do mesmo em solu¢do tampao Mcllvaine por 30 minutos, lavado em agua
destilada para remover o excesso do tampao, imerso em Vermelho Congo
(Sigma) 0,5% por 10 minutos, em etanol 96% por 10 minutos para remocao do
excesso do Vermelho Congo, lavado em agua destilada para a remogao do etanol
e, finalmente, imerso em solugcdo 1M de NaCl até revelacdo. Todas as etapas da
revelacdo foram realizadas em uma plataforma agitadora com movimentos

rotatorios na horizontal. A atividade da endo-f-mananase foi identificada pela
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ocorréncia de circulos brancos no gel. Para a quantificacdo da endo-B-mananase
foi calculada a média das medidas do didmetro de cada amostra em duas
diregdes com um paquimetro digital. O calculo da atividade de endo-f3-
mananase nas amostras foi feita por meio de compara¢do com uma curva padrao
gerada com endo-f-mananase de Aspergillus niger (Megazyme, North Rocks,
Sydney, Australia). Fotos do gel foram obitidas com camera digital (Canon
Power Shot S40, 4.0 M pixels) para o calculo da atividade da enzima de acordo

com Downie et al. (1994).

3.10 Localizacao da atividade de endo-B-mananase

Dez sementes, originadas de frutos coletados, tiveram a superficie
externa esterilizada com hipoclorito de so6dio 1% por 10 minutos, sendo
colocadas para embeber em 6 ml de agua destilada ou em 6 ml de uma solugao
de 100 uM ABA (Sigma), conforme descrito no item 3.3, por 1, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 e 40 dias sob luz e temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas.
Depois, foram cortadas no sentido longitudinal com auxilio de uma ladmina de
barbear. O excesso de umidade das partes da semente foi removido com papel de
filtro, ¢ imediatamente as partes foram colocadas sobre um gel de 0,75 mm de
espessura contendo 0,5% (peso/volume) de locust bean gum (Sigma) em tampao
Mcllvaine (pH 5,0) e 0,8% de Agarose tipo III-A (Sigma). O gel, que se
encontrava sobre gelbond film (Pharmacia), foi transferido para uma incubadora
umida por 3 horas sob temperatura ambiente. Apos esse periodo, as partes das
sementes foram removidas do gel com auxilio de uma espatula e, em seguida, o
gel foi revelado, conforme descrito acima no item 3.9. A localizacdo da
atividade de endo-f-mananase foi identificada pela ocorréncia de pontos claros
no gel. O gel foi fotografado com camara digital (Canon Power Shot S40, 4.0 M
pixels).
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3.11 Analise estatistica

Os dados dos itens 3.3, 3.5, 3.7, 3.8 e 3.9 foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade, usando-se o programa Sisvar 4.3 (Furtado, 2000). Foi
realizado o ajuste de equagoes de regressdo para descrever a reducao da forca de
ruptura do endosperma micropilar em fungdo da atividade da enzima endo-f3-
mananase, usando-se o programa SigmaPlot2000. A correlacdo entre a forca de
ruptura do endosperma micropilar e a atividade da enzima endo-f-mananase foi

comparada usando-se o teste t a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Germinacao

A germinagdo das sementes de S. lycocarpum foi lenta tanto para as
sementes colhidas como para as sementes coletadas. A maior porcentagem de
germinacdo para as sementes colhidas ao longo de 40 dias de embebigdo em
dgua foi de 40%, enquanto que no mesmo periodo de embebi¢do em 4gua, a
maior porcentagem de germinagdo alcancada pelas sementes coletadas foi de
91% (Figura 2A e 2B). O maior valor do indice de velocidade de germinagao
(IVG) apresentado pelas sementes colhidas foi de 1,49 e pelas sementes
coletadas foi de 4,14 (Tabela 2). Os valores da porcentagem de germinagdo e do
IVG encontrado para as sementes colhidas e coletadas foram estatisticamente
diferentes pelo teste de Scott-Knott a 5%, indicando que as sementes coletadas
mostram-se menos dormentes que as sementes colhidas (Tabela 2).

Dentre as sete condi¢cdes de germinacdo avaliadas, a que se mostrou
Otima para a germinagdo das sementes coletadas de S. lycocarpum foi a condicdo
de luz e temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas. Sob estas condigdes
foi alcangada a maxima porcentagem de germinagdo (91%) no menor tempo
(Figuras 2B e Tabela 2). A protrusdo da radicula (Figura 3) iniciou-se no sexto
dia e atingiu 50% no vigésimo sexto dia de embebigdo (Figuras 2B).

A germinagdo das sementes coletadas que tiveram o endosperma
micropilar removido (Figura 2C) ndo apresentou diferengas significativas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade quando embebidas em 4gua sob as
condigdes de temperaturas constantes de 20, 25 ¢ 30°C e a condigdo de luz e
temperatura alternadas de 20/30°C, a cada 12horas (Tabela 2). Os valores de

germinagdo, e, principalmente a velocidade de germinacdo de sementes
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coletadas com endosperma micropilar removido, foram superiores aos resultados

da germinagdo de sementes coletadas intactas (Tabela 2).

As sementes coletadas embebidas em 100 uM ABA tiveram a

germinacao completamente inibida (Figura 2D).
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FIGURA 2 Germinagdo de sementes de S. lycocarpum sob diferentes condigdes:

A) Sementes colhidas embebidas em agua; B) Sementes coletadas
embebidas em agua; C) Sementes coletadas com endosperma
micropilar removido; D) Sementes coletas embebidas em 100 uM
ABA. Pontos representam a média de germinacao de 100 sementes
e as barras os desvios padroes médios de 4 repeticdes. Seta indica
50% de germinagdo.
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TABELA 2 Porcentagem de germinagdo ¢ indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes colhidas intactas, de
sementes coletadas intactas e de sementes coletadas com endosperma micropilar removido ao final dos 40
dias de embebigao sob diferentes condigdes de germinagao.

Germinacéo (%) VG
Condicdes de Sementes Sementes Sementes Sementes Sementes Sementes
germinacéo colhidas coletadas coletadas com colhidas coletadas coletadas com
intactas intactas endosperma intacta intacta endosperma
micropilar micropilar
removido removido
15°C 0| Ca 0 | Da 0,00 | Aa 0,00 | Ba
20°C 8| Ca 16 | Ca 100 | Aa 0,27 | Aa 0,51 | Ba 51,80 | Aa
25°C 14 | Ba 28 | Ba 97 | Aa 042 | Aa 1,09 | Ba 43,06 | Aa
30°C 17 | Ba 31 | Ba 94 | Aa 0,58 | Aa 1,26 | Ba 64,90 | Aa
35°C 7| Ca 15| Ca 0,33 | Aa 0,97 | Ba
40°C 1| Ca 1| Da 0,06 | Aa 0,25 | Ba
20/30°C 40 | Ab 91 | Aa 97 | Aa 1,49 | Ab 4,14 | Aa 49,03 | Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.




FIGURA 3 Protrusdo da radicula e desenvolvimento da plantula sob luz e
temperatura alternadas de 20/30°C a cada 12 horas. (a) representa a
protrusdo da radicula; e (b a g) representa o desenvolvimento da
plantula. Barra indica 1 cm.

4.2 Morfologia do fruto e da semente de Solanum lycocarpum

O fruto de S. lycocarpum ¢ uma baga que pode atingir 13 cm de
diametro, apresenta coloracdo verde mesmo quando maduro (Figura 4A) e
apresenta endocarpo polposo, amarelado (Figura 4B) e aromatico. Em média, os
frutos de S. lycocarpum apresentam 545 + 99 sementes.

As sementes de S. lycocarpum, quando secas a 8,0% de umidade,
apresentam tegumento rigido de coloracdo marrom-escura, forma achatada
(Figura 4C), comprimento, largura e espessura médios de 7mm, 5,17mm e
1,78mm, respectivamente. Um quilo de sementes, eliminando as sementes mal
formadas, contém em média 35.000 sementes. O embrido apresenta forma
espiral e encontra-se encaixado no endosperma. Os cotilédones localizam-se na

parte interna e o hipocotilo e a radicula, de forma curvilinea, na parte externa. O
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endosperma ¢ dividido em duas partes, sendo, que a parte do endosperma oposta
a ponta da radicula ¢ denominada endosperma micropilar e a parte restante do

endosperma ¢ denominada endosperma lateral (Figura 4D).

Em

FIGURA 4 Frutos e sementes de S. lycocarpum. A) Fruto, B) Corte transversal
do fruto maduro, C) Face externa da semente intacta embebida em
dgua por 24 horas, D) Corte longitudinal da semente embebida em
agua por 24 horas com detalhes do endosperma micropilar (Em),
endosperma lateral (El), radicula (R), hipocétilo (H), cotilédones
(C) e tegumento (T). (Barra indica 1 cm para as Figuras AeBe 1
mm para as figuras C e D).
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4.3 Morfo-anatomia das células do endosperma micropilar e lateral

O endosperma micropilar das sementes de S. lycocarpum é formado por
7 a 8 camadas de células poligonais alongadas (Figura SA ¢ 5B) que, juntas,
correspondem a uma espessura de 118,25 £ 20,04 xm (Tabela 3) e ocupam
16,89% do comprimento da semente. As células do endosperma micropilar
apresentam diametro médio de 19,63 um e espessura média da parede celular de

2,28 um (Tabela 3).

FIGURA 5 Microscopia eletronica de varredura de sementes de S. lycocarpum
embebidas em agua por 24 horas: A) Endosperma micropilar,
embrido e tegumento, B) Detalhe das células e das camadas de
células do endosperma micropilar, C) Endosperma lateral, embrido
e tegumento, D) Detalhe das células do endosperma lateral. (Em)
endosperma micropilar, (EI) endosperma lateral, (E) embrido e (T)
tegumento. Barras indicam 100 pm para as Figuras A e C e 20 pm
para as Figuras B e D.
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Avaliando a forma destas células ao longo das camadas do endosperma
micropilar, verificou-se que as células localizadas proximas ao embrido sdo
poligonais mais achatadas que as células do endosperma micropilar localizadas
proximas ao tegumento, que também sdo poligonais, no entanto, menos
achatadas (Figura 5B).

O endosperma lateral apresenta células com didmetro médio de 36,77
um e espessura da parede celular média de 4,39 pm, valores estatisticamente
superiores aos presentes nas células do endosperma micropilar (Tabela 3). As
células do endosperma lateral também apresentam a forma poligonal, no entanto,

sdo menos alongadas que as células do endosperma micropilar (Figura 5C e 5D).

TABELA 3 Parametros morfo-anatdmicos do endosperma micropilar e do
endosperma lateral.

Média Desvio padréo
Endosperma Parametros (am) ()
Espessura 118,25 20,04
Micropilar Diametro 19,63 B 7,45
Espessura da parede celular 2,28 b 0,42
Diametro 36,77 A 9,24
Lateral Espessura da parede celular 4,39 a 0,76

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula nio diferem entre si para a variavel didmetro e
médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si para a variavel espessura, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.4 Curva de embebicéo

A curva de embebicdo demonstrou que as sementes de S. lycocarpum
apresentam um padrdo trifasico de embebicao de agua (Figura 6) no periodo de
30 dias de avaliacdo. Durante a fase I verificou-se uma rapida embebi¢ao de
agua pela semente e conseqiientemente aumento de 53,11% no seu peso fresco
até atingir a fase II, em torno de 36 horas de embebicdo. A fase II consistiu na

fase mais longa, na qual, em média, as sementes permaneceram sem aumento
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significativo de peso fresco por no minimo seis dias. A fase III teve seu inicio
quando as sementes voltaram a apresentar aumento no peso fresco, como

conseqiiéncia da germinagdo.
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FIGURA 6 Curva de embebigcdo de sementes de S. lycocarpum mostrando as
fases I, II e Il da embebigdo. Pontos representam a média de 8
repeticdes com § sementes cada e as barras os desvios padrdes
médios. Observe que houve uma rapida embebicao de agua pela
semente.

4.5 Peso fresco dos embrides durante a embebicéo

Os embrides isolados de sementes embebidas em agua que se
encontravam no inicio da fase Il de embebigdo e apos pelo menos 5 dias nesta
fase, ndo adquiriram nenhum aumento de peso fresco significativo (Figura 7) e
as sementes ndo apresentaram nenhuma modificacdo morfologica externa
(Figura 8A). Apos um prolongado periodo de embebigdo, dentro da fase II de
embebicdo, os embrides de sementes embebidas em agua apresentaram aumento
no peso fresco significativo antes da protrusdo da radicula de aproximadamente
13,78% (Figura 7 — diferenca entre os pontos B e C de embebigdo). Esse

aumento no peso fresco foi seguido do rompimento do tegumento das sementes
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(Figura 8 B). Apods o rompimento do tegumento, as sementes, em média, ainda
precisaram permanecer sob condi¢cdes de germinacdo por mais 1 a 2 dias para
que houvesse o rompimento do endosperma micropilar (Figura 8 C), e, enfim a
protrusdo da radicula (Figura 8D).

Obviamente, quando as sementes embebidas em agua romperam o
endosperma micropilar e a protrusdo da radicula ocorreu, houve novamente
aumento significativo de peso fresco dos embrides (Figura 7). J& os embrides
isolados de sementes embebidas em 100 uM ABA ndo apresentaram aumento
significativo de peso apoés atingir o inicio da fase II de embebicdo, e as sementes
ndo apresentaram rompimento do tegumento e em nenhum momento ocorreu
protrusdo radicular como observado para sementes embebidas em agua (Figura

7).
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FIGURA 7 Ganho de peso fresco de embrides de S. lycocarpum isolados de
sementes embebidas em dgua e em 100uM ABA, antes e apds a
protrusdo da radicula. Os pontos A, B, C e D correspondem: A = ao
inicio da fase Il de embebicdo; B = a fase II apos 5 dias de
embebi¢do nesta fase, C = as sementes com tegumento rompido; e
D = as sementes germinadas. Observe que para sementes
embebidas em ABA as sementes ndo apresentam tegumento
rompido e nem ocorreu germinagao.
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FIGURA 8 Sementes de S. lycocarpum embebidas em agua. A) Semente com
tegumento intacto; B) Semente com tegumento rompido, momento
que antecede a protrusdo da radicula (semente abrindo); C) Semente
com parte do tegumento rompido removido mostrando a presenca

do endosperma micropilar; D) Semente com endosperma micropilar
removido mostrando o embrido. (Barra indica 1mm).
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4.6 Forca de ruptura do endosperma micropilar

A forca de ruptura do endosperma micropilar de sementes de S.
lycocarpum embebidas em agua e em 100 uM ABA apresentou redugdo
significativa em seus valores ao longo de 40 dias de embebigdo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade (Figura 9).

A forca de ruptura de sementes embebidas em agua iniciou-se com 2,12
Newton (N) no inicio da embebigdo das sementes (ldia) e diminuiu
significativamente até 1,82 N no décimo dia de embebi¢do. A partir dai,
manteve-se inalterada significativamente até o vigésimo quinto dia de
embebi¢do, com valores em torno de 1,73 N (Figura 9). Porém, a partir do
vigésimo quinto dia, a forca de ruptura apresentou queda acentuada significativa
atingindo 1,2 N no trigésimo dia de embebigdo. A partir deste ponto, a forga de
ruptura ndo apresentou redugdo significativa em seus valores até o final da
embebicdo (Figura 9). Assim, foram observados dois estagios significativos de
queda na forca de ruptura do endosperma micropilar de sementes embebidas em
agua. O primeiro estagio de queda ocorreu do inicio da embebigdo até o décimo
dia e o segundo estagio, a partir do vigésimo quinto dia de embebicdo, sendo que
entre o décimo dia e o vigésimo quinto dia, ou seja, durante quinze dias, nao foi
observado alteragdo ficando a forca em torno de 1,73 N (Figura 9).

Para as sementes embebidas em 100 uM ABA, a forga de ruptura foi de
2,33 N apo6s um dia de embebicdo ¢ de 1,84 N apos o quadragésimo dia de
embebi¢do. No vigésimo dia de embebi¢do em ABA a forga de ruptura
apresentou reducdo significativa e ndo mais apresentou reducdo de valor
significativo ao longo da embebicdo (Figura 9). Assim, em sementes embebidas
em 100 uM ABA, foi observado apenas um estagio de queda na forga de ruptura

do endosperma micropilar significativo.
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FIGURA 9 Forga requerida para ruptura do endosperma micropilar de sementes
de S. lycocarpum durante a embebi¢do em dgua € em 100uM ABA.
Pontos representam a média de 30 medigdes e as barras representam
os desvios padrdes. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula
comparam dentro dos tratamentos (4gua ou ABA) e seguidas pela
mesma letra mintiscula comparam entre os tratamentos (agua e
ABA) ndo diferindo entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

4.7 Quantificacdo da atividade de endo-f-mananase

A atividade da enzima endo-B-mananase em endospermas micropilares
de sementes embebidas em agua iniciou-se no primeiro dia de embebigdo e
apresentou aumento significativo em seus valores ao longo dos 40 dias de
embebicdo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Figura 10). Dois
picos de aumentos significativos na atividade da enzima endo-f-mananase
foram observados, ocorrendo a partir do quinto e do vigésimo quinto dia de
embebicdo. Durante todo o periodo de embebicdo das sementes em agua, apenas
entre o décimo e o décimo quinto dia de embebigdo ndo foi observado aumento

significativo da atividade da enzima endo-f-mananase (Figura 10).
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Em endospermas micropilares de sementes embebidas em 100uM ABA,
a atividade da enzima endo-B-mananase apresentou diferenca significativa em
seus valores em trés momentos ao longo dos 40 dias de embebigdo. Os valores
da atividade de endo-f-mananase ndo diferiram significativamente do inicio da
atividade, que ocorreu aos cinco dias de embebicdo, até o décimo quinto dia de
embebicdo, apresentando o primeiro aumento significativo a partir do décimo
quinto dia de embebicdo e o segundo aumento significativo a partir do vigésimo

quinto dia de embebicao (Figura 10).
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FIGURA 10 Atividade da enzima endo-B-mananase em endospermas
micropilares de sementes intactas embebidas em agua ou em
100uM ABA. Os dados da atividade de endo-B-mananase
correspondem a média de 3 repeti¢des e as barras representam os
desvios padrdes. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula
comparam dentro dos tratamentos (agua ou ABA) e seguidas pela
mesma letra mintiscula comparam entre os tratamentos (agua e
ABA) ndo diferindo entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Endospermas micropilar de sementes embebidas em agua apresentaram

maior atividade da enzima endo-B-mananase que os endospermas micropilares
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de sementes embebidas em ABA ao longo de todo o periodo de embebigdo. Aos
40 dias de embebicdo os valores da atividade da enzima endo-f-mananase para
os endospermas micropilares de sementes embebidas em agua ¢ em 100uM
ABA foram de 122,34 pmol.min’.cap’/ec e 92,02 pmol.min”.cap’ec,

respectivamente (Figura 10).

4.8 Forga de ruptura do endosperma micropilar X atividade de endo-$-
mananase

A forga de ruptura do endosperma micropilar de sementes embebidas em
agua e em 100uM ABA apresentou correlacdo linear negativa significativa com
o aumento da atividade de endo-f-mananase a 5% de probabilidade pelo teste t

com valores de r* de 0,9014 e de 0,6726, respectivamente (Figura 11).
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FIGURA 11 Regressdo linear entre a forga de ruptura do endosperma micropilar
¢ a atividade da enzima endo-B-mananase de sementes de S.
lycocarpum durante a embebic¢do em agua e em 100uM ABA.
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4.9 Localizagéo da atividade de endo-B-mananase

A localizagdo da atividade da enzima endo-f-mananase foi verificada
apos a impressdo dos tecidos da semente de S. lycocarpum sobre gel de agarose.
A impressdo dos tecidos revelou pontos claros no gel, evidenciando a atividade
da enzima endo-f-mananase em sementes de S. lycocarpum. Antes da protrusdo
da radicula houve atividade de endo-B-mananase apenas no endosperma
micropilar tanto de sementes embebidas em 4gua quanto para semente
embebidas em 100 uM ABA (Figura 12B e 12C). Apenas apds a protrusao
radicular foi observada atividade de endo-f-mananase no endosperma lateral

(Figura 12D) para sementes embebidas em agua.

FIGURA 12 Impressdo dos tecidos de sementes de S. lycocarpum mostrando a
atividade da enzima endo-fB-mananase. A) Semente cortada
longitudinalmente, B) Semente embebida em agua por 10 dias, C)
Semente embebida em 100 uM ABA por 10 dias, D) Semente
germinada embebida em agua. Pontos claros no gel evidenciam
atividade de endo-f-mananase.
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5 DISCUSSAO

A germinacdo de sementes de S. lycocarpum, pertencente a familia
Solanaceae, mostrou-se significativamente superior para as sementes coletadas
do que para as sementes colhidas (Figura 2A ¢ 2B ¢ Tabela 2). Ao final do teste
de germinagdo das sementes colhidas, as sementes ndo germinadas, ao serem
apertadas, encontravam-se firmes, ndo apresentavam em sua superficie a
presenca de fungos e ao serem cortadas longitudinalmente, o endosperma e o
embrido estavam claros, com os mesmos aspectos de quando se iniciou a
germinacdo, sendo, portanto, consideradas como viaveis de acordo com a ISTA
(1999) e, portanto, indicando a ocorréncia de sementes dormentes ao final dos
experimentos de germinagdo. Uma possivel explicagdo para a baixa
porcentagem de germinagdo das sementes colhidas comparada com sementes
coletadas pode ser devido a niveis ainda altos de ABA em sementes colhidas.
Hilhorst et al. (1998) mostraram em sementes de S. lycopersicon que a
porcentagem de germinag¢do durante o desenvolvimento das sementes ¢
crescente com a reducdo dos niveis de ABA que ocorre gradualmente durante a
fase de secagem (final do desenvolvimento). Assim, sugere-se que as sementes
de frutos colhidos ainda apresentam niveis suficientes de ABA para inibir a
germinag¢do. Portanto, as sementes de S. lycocarpum devem ser obtidas a partir
de frutos coletados apds dispersdo natural para garantir o sucesso da germinacao.

A germinacdo de sementes coletadas embebidas em agua ocorreu entre
as temperaturas de 20 e 40°C. Esta faixa de temperatura corresponde as
condi¢des de tolerancia das espécies tropicais para germinagdo, uma vez que
estas espécies sdo tolerantes a alta temperatura, apresentando limite maximo
igual ou superior a 35°C, porém, muitas vezes, sensiveis a baixa temperatura,

com limite minimo superior a 5°C (Okusanya, 1978). Embora tenha ocorrido
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germinagdo na faixa de temperatura fixa de 20 a 40°C, a condicdo de alternancia
de Iuz e temperatura de 20/30°C a cada 12 horas foi a que proporcionou a maior
porcentagem e velocidade final de germinagdo das sementes coletadas (Figura
2B e Tabela 2). No bioma Cerrado, onde S. lycocarpum é abundante, observa-se
uma pequena variagao da temperatura média ao longo do ano, 21 a 27°C, mas ha
uma amplitude didria de mais de 15 °C (Sementes do cerrado, 2005). Assim, as
sementes de S. lycocarpum germinaram em maior porcentagem e velocidade
quando, em condigdes de laboratorio, foram oferecidas de forma mais
aproximada, as condi¢des naturais de ocorréncia da espécie.

As razdes dos efeitos da temperatura alternada na germinagdo de
sementes ainda ndo sdo bem conhecidas. Todavia, alguma especulagdo pode ser
feita considerando-se o experimento em que as sementes tiveram o endosperma
micropilar removido e foram colocadas para germinar em diferentes
temperaturas (Figura 2C). Observou-se que todas as sementes germinaram apos
o quinto dia de embebigdo, periodo bastante reduzido quando comparado aos 40
dias necessarios para as sementes intactas atingirem porcentagem de germinagao
proxima a 100%. Portanto, estes resultados mostram que o efeito da alternancia
de temperatura durante a germinacdo ¢ no endosperma micropilar. Bewley &
Black (1994), afirmam que a alternincia de temperatura ¢ bastante eficiente na
superacdo de dorméncia em espécies que tém um tecido circundando o embrido,
que normalmente oferece barreira mecanica a passagem do mesmo. E possivel
que temperaturas alternadas quebrem o balango inibidor/promotor, fazendo com
que o inibidor diminua durante o ciclo de baixas temperaturas, enquanto os
promotores aumentem durante o periodo de altas temperaturas e desta forma
promova a germinacao (Copeland and McDonald, 1999).

As estruturas internas da semente de S. lycocarpum encontram-se
dispostas de forma muito semelhante as estruturas internas das sementes de

tomate (Figura 4D) e Toorop, 1998). As células do endosperma micropilar
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apresentam tanto o didmetro médio quanto a espessura da parede celular
menores estatisticamente que as células do endosperma lateral (Tabela 3). Estas
diferengas indicam preferéncia ou predestinagdo da regido onde a protrusdo da
radicula ira proceder. Em sementes de tomate (Toorop et al., 2000) e de C.
arabica (da Silva et al., 2004), a preferéncia ou predestinagdo da regido onde a
protrusdo da radicula ird ocorrer também foi sugerida. O endosperma micropilar
de S. lycocarpum é composto por sete/oito camadas de células (Figura 5B),
nimero superior as quatro camadas de células presentes no endosperma
micropilar de sementes de tomate (Toorop et al., 2000) e as trés camadas de
células presentes no endosperma micropilar de sementes de Coffea arabica (da
Silva et al., 2004). O endosperma lateral apresenta células menos alongadas
(Figura 5D) e maior espessura da parede celular (Tabela 3), indicando que as
paredes celulares armazenam substancias de reservas em maior quantidade que
as células do endosperma micropilar.

As sementes de S. lycocarpum apresentaram o padrdo trifasico de
embebigdo de agua proposto por Bewley & Black (1994). A fase I de embebigao
foi bastante rapida, apresentando duragdo de 36 horas, contrastando com a fase
II que foi bastante longa, permanecendo as sementes sem aumento significativo
de peso fresco por pelo menos seis dias (Figura 6). A rapida absorcdo de agua na
fase I vai ao encontro dos relatos de Bewley & Black (1994), que salientam que
esta fase caracteriza-se por ser um processo puramente fisico, ou seja, ocorre
independentemente da semente ser viavel ou morta e dormente, a ndo ser que
trate de dorméncia imposta pela impermeabilidade do tegumento. Observa-se,
portanto, que ndo houve impedimento fisico do tegumento a entrada de 4gua na
semente de S. lycocarpum (Figura 6).

A redugdo da forga de ruptura do endosperma micropilar em sementes de
S. lycocarpum embebidas em agua apresentou dois estagios, sendo o primeiro

estagio, do inicio da embebicao até o décimo dia e o segundo estagio, a partir do
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vigésimo quinto dia de embebicdo. A forga de ruptura ndo apresentou redugdo
significativa entre o décimo e o vigésimo dia (Figura 9). A ocorréncia de dois
estagios de redugdo da for¢a de ruptura do endosperma micropilar também foi
encontrada em sementes de tomate (Toorop et al., 2000) ¢ café (da Silva et al.,
2004). Em sementes de S. lycocarpum embebidas em agua, a for¢a inicial de
ruptura do endosperma micropilar foi de 2,12N, valor bem superior quando
comparado com os valores iniciais de ruptura do endosperma micropilar
encontrado em sementes de tomate (0,6N) (Toorop et al., 2000). O menor valor
da forga requerida para romper o endosperma micropilar de sementes de S.
lycocarpum ¢é superior (1,05N) ao menor valor exercido observado para
sementes de tomate (0,28N) (Toorop et al., 2000). O valor mais elevado para a
ruptura do endosperma micropilar de sementes de S. lycocarpum pode estar
associado com as sete/oito camadas de células presentes no endosperma
micropilar (Figura 5B), niimero superior as quatro camadas de células presentes
no endosperma micropilar de sementes de tomate (Toorop et al., 2000). A forca
de ruptura do endosperma micropilar de sementes de S. lycocarpum reduziu
49,53% durante a embebicdo, valor de redugdo proximo ao encontrado para a
reducdo da for¢a de ruptura do endosperma micropilar em sementes de tomate
(46,67%) (Toorop et al., 2000).

A medida que houve redugdo da for¢ca de ruptura do endosperma
micropilar verificou-se aumento na atividade da enzima endo-f-mananase antes
da protrusdo da radicula (Figura 11), corroborando com os resultados de Groot
et al. (1987) e Toorop et al. (2000) para sementes de tomate. Os dois estagios de
redugdo da for¢a de ruptura do endosperma micropilar coincidiram com os picos
de aumentos significativos na atividade da enzima endo-f-mananase no
endosperma micropilar que ocorreu a partir do quinto ¢ do vigésimo quinto dia
de embebigao (Figura 10). Os valores da atividade da enzima endo-f-mananase

sdo similares apds 24 horas de embebicdo em sementes de S. lycocarpum (15
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pmol.min".cap™) e tomate (13,2 pmol.min™".cap™) (Nonogaki et al., 2000), ¢ no
momento que antecede a germinagdo, com valores préximos de 120 pmol.min°
'.cap™ para ambas as espécies (Figura 10 e Toorop et al., 2000), embora os
endospermas micropilares de S. lycocarpum apresentem tamanhos e pesos
diferentes. Pode-se inferir que o aumento da atividade dessa enzima em
sementes de S. lycocarpum ¢ mais lento visto ao longo periodo de tempo gasto,
40 dias, para que as sementes de S. lycocarpum atinjam a concentrag¢do de endo-
B-mananase alcancada pelas sementes de tomate para o maximo de germinacao,
que ocorre no terceiro dia de embebigdo. Assim, em sementes de S. lycocarpum
ha a necessidade de maior quantidade dessa enzima para que seja eficiente para
o amolecimento das sete/oito camadas de células do endosperma micropilar
(Figura 5B) e a germinagdo ocorra com o mesmo padrdo observado para
sementes de tomate (Toorop et al., 2000).

A localizacdo da atividade da enzima endo-f-mananase em sementes de
S. lycocarpum mostrou-se idéntica a atividade desta enzima em sementes de
tomate (Toorop et al., 2000). O padrido de localizagdo espacial e temporal da
enzima em ambas as espécies ocorreu antes da germinagdo no endosperma
micropilar, enquanto que no endosperma lateral ocorreu somente apds a
germinagdo (Figura 12 ¢ dados de Toorop et al., 2000). A presenga da enzima
endo-p-mananase no endosperma lateral somente ap6s a germinagdo indica que
as substancias de reserva armazenadas na parede celular destas células sdo
degradadas apos a germinacdo e utilizadas como fonte de energia para o
crescimento das plantulas. A enzima endo-B-mananase presente em sementes de
S. lycocarpum e tomate, ambas as espécies da familia Solanaceae, comportam-se
diferentemente das sementes de A. crassiflora, pertencente a familia
Annonaceae (da Silva et al., 2007), que mostra atividade no endosperma lateral

antes da protrusao da radicula. Esta espécie tem embrido imaturo que cresce 3

51



vezes o seu tamanho original antes da protrusdo radicular, e, aparentemente, a
atividade desta enzima oferece suporte ao crescimento do embrido.

Na presenca de ABA, a germinagdo de sementes de S. lycocarpum foi
completamente inibida (Figura 2D). O segundo estagio da for¢a de ruptura do
endosperma micropilar (Figura 9) e a atividade de endo-fB-mananase no
endosperma micropilar (Figura 10) também foram inibidos por ABA. Assim,
sementes de S. lycocarpum na presenca de ABA comportaram-se
semelhantemente com as sementes de tomate, considerando o padrao da forca de
ruptura (Toorop et al., 1996, 2000, Chen & Bradford, 2000, Wu et al., 2001), a
atividade de endo-B-mananase (Dahal et al., 1997, Still & Bradford, 1997) ¢ a
localizagdo da enzima (Toorop et al., 2000).

Como ABA ndo inibe a atividade de endo-B-mananase, mas inibe a
germinagdo em sementes de tomate, sugeriu-se que outras enzimas controladas
por ABA poderiam estar envolvidas no controle do segundo estagio de
amolecimento do endosperma (Toorop et al., 1996). Por exemplo, ABA nao
inibiu, em sementes de tomate, a atividade de celulase (Toorop, 1998 ¢ Bradford
et al, 2000), o-galactosidase, [-manosidase, [-glucosidase e exo-
polygalacturonase (Toorop, 1998). Todavia, em sementes de café (Coffea
arabica), duas isoformas de endo-B-mananase (pI 4.5 e pl 6.5) e germinagdo
foram inibidas por ABA (da Silva et al., 2004). Por outro lado, Gong et al.
(2005) mostraram que as paredes celulares da regido do endosperma micropilar
em sementes de fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.), caraway (Carum
carvi L.), Chinese Senna (Cassia tora L.), carob (Ceratonia siliqua L.) e
tamareira (Phoenix dacylifera L.) tém paredes mais finas, o que facilitaria a
penetracdo do embrido e rompimento do endosperma micropilar. Nestas espécies
a atividade de endo-B-mannanase ocorreu apenas apds a protrusdo da radicula,

ndo estando, portanto, envolvida com a germinacao.
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Todavia ndo se pode excluir que o segundo estagio de amolecimento do
endosperma também seja controlado pelo potencial de pressdo gerado pelo
embrido, visto que o ABA inibe o aumento no potencial de pressdo no embrido
de sementes de café (da Silva et al., 2004) ¢ de Brassica napus (Schopfer &
Plachy, 1985) durante a embebigdo. Para provar esta hipotese em sementes de S.
lycocarpum, tentou-se medir a for¢a de ruptura em endospermas micropilares
isolados embebidos em ABA. Todavia, ocorreu grande lixiviagdo de compostos,
atraindo microrganismos, levando ao apodrecimento durante a embebi¢ao dos
endospermas micropilares, tornando-se impossivel tal experimento. Porém,
medidas feitas no peso fresco de embrides de sementes embebidas em agua e
ABA mostram que ndo houve aumento significativo de peso fresco de embrides
oriundos de sementes embebidas em ABA, somente para as sementes embebidas
em agua (Figura 7). Isso indica que o embrido de sementes de S. lycocarpum
cresceu durante a embebi¢do e pode contribuir com o segundo estagio de
amolecimento do endosperma micropilar, através da geracdo de aumento no
potencial de pressdo (turgor). Assim, € possivel que o efeito de ABA no segundo
estagio de amolecimento do endosperma em sementes de S. lycocarpum seja
também no embrido, controlando o aumento do potencial de pressdo. Hilhorst
(1995) sugere que o ABA possa suprimir a hidrolise de enzimas que atuam no
afrouxamento da parede celular das células do embrido e, assim, inibir a
elongacdo e extensdo. A expansina ¢ uma enzima induzida por GA na parede
celular da radicula (Kende et al., 1998) e tem sido proposto que ela esteja
relacionada ao processo de elongacdo celular por enfraquecer a parede celular,
interpondo-se entre a celulose e o xiloglucano, e podendo, at¢ mesmo, romper as
ligacdes ndo covalentes entre os polimeros da parede celular (Cosgrove, 1999 e
2000). O gene IeEXP8 ¢ expresso apenas na zona de elongacdo da radicula
(Chen et al., 2001) e sua expressao ¢ reduzida apos 48 e 96 horas de embebicao

em ABA para sementes nao germinadas (Ni & Bradford, 1993).
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Em sementes de café, da Silva et al. (2004), afirmam que o segundo
estagio de amolecimento do endosperma ¢ parcialmente causado pelo embrido,
pois as paredes celulares do endosperma micropilar mostram-se comprimidas
devido a forga exercida pelo embrido que aumenta em tamanho antes da
protrusdo da radicula. Assim, para sementes de S. lycocarpum, sugere-se que a
presenca de atividade de endo-B-mananase no endosperma micropilar durante a
germinacdo teria fun¢do importante no primeiro estagio de amolecimento do
endosperma, contribuindo para o amolecimento inicial das paredes celulares
deste ¢ na ajuda ao aumento do potencial de pressdo das células do embrido,
importante no segundo estagio de amolecimento do endosperma. Para reforcar
que o embrido cresce durante a germinacdo observou-se que em sementes
embebidas em agua, o tegumento rompe-se antes da protrusdo da radicula
(Figura 8B) e o endosperma micropilar encontra-se intacto (Figura 8C), embora
isso nunca ocorresse em sementes embebidas em ABA.

Portanto, o mecanismo e regulacdo da germinacdo de sementes de S.
lycocarpum assemelham-se muito com as sementes de tomate. Todavia, as
sementes de S. lycocarpum necessitam de periodo de tempo bem superior desde
o inicio da embebigdo até a germinagdo, quando comparado com as sementes de
tomate. Sugere-se que este periodo de tempo prolongado para que a germinagao
ocorra em sementes de S. lycocarpum pode ser explicado pelo maior nimero de
camadas de células do endosperma micropilar (sete/oito) de S. lycocarpum que
deve ser rompido. Todavia, esperava-se uma maior quantidade da enzima endo-
B-mananase comparada com as sementes de tomate, ja que existe quase o dobro
de camadas de células no endosperma micropilar que poderiam contribuir para
uma maior quantidade de atividade da enzima endo-B-mananase, porém, isso
ndo foi observado. Especula-se, portanto, que para que as sementes de S.
lycocarpum germinem, o embrido teria que ser capaz de gerar uma forga (turgor)

superior as sementes de tomate para poder romper as camadas de células dentro
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do mesmo periodo de tempo, ja que a atividade da enzima endo-f-mananase ¢ a
mesma para as duas espécies. Para que haja aumento de turgor no embrido talvez
fosse necessario um aumento da razdo GA/ABA. O aumento dessa razdo deve-se
a sintese de novo de giberelina que age sobre o metabolismo de carboidratos
envolvidos no fornecimento de energia as células do embrido e que podem
contribuir para tornar o potencial osmotico celular mais negativo, fazendo com
que a entrada de agua ocorra mais rapidamente para o interior da célula do
embrido, favorecendo assim sua expansao (Taiz et al., 2004). Aparentemente, o
aumento na razdo GA/ABA demora mais tempo para ocorrer e, portanto, o
maior tempo para a superacdo de dorméncia e germinacdo em sementes de S.
lycocarpum.

Assim, em sementes de S. lycocarpum embebidas em agua ha aumento
de peso fresco do embrido, indicando expansao celular e crescimento do embriao
culminando com o rompimento do tegumento antes da protrusdo da radicula. Em
sementes embebidas em ABA ndo houve aumento de peso fresco e nem
rompimento do tegumento. No endosperma micropilar a enzima endo-B-
mananase apresenta atividade antes da protrusdo da radicula, o que indica que
esta enzima contribui para o amolecimento do endosperma micropilar nesta
espécie. O amolecimento do endosperma micropilar apresentou dois estagios.
ABA inibiu o segundo estagio ¢ o aumento no ganho de peso fresco do embrido.
O primeiro e segundo estagios coincidem com o aumento da atividade da enzima
endo-f-mananase, sendo que o embrido também contribui com o segundo
estagio através do aumento do seu peso fresco que indica aumento do potencial

de pressao das células do embrido, antes da protrusao da radicula.
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6 CONCLUSOES

- Os frutos de S. lycocarpum devem ser coletados apds a dispersdo
natural.

- A melhor condigdo para a germinagdo de sementes de S. lycocarpum é
a de alternancia de luz e temperatura de 20/30°C a cada 12 horas.

- As sementes de S. lycocarpum apresentam tegumento rigido, o qual
ndo impede a embebigdo de agua.

- O amolecimento do endosperma micropilar € necessario para a
ocorréncia de germinacdo em sementes de S. lycocarpum e ocorre em dois
estagios que coincidem com o aumento da atividade da enzima endo-B-
mananase, sendo o segundo estagio, também, influenciado pelo aumento do
potencial de pressdo das células do embrido.

- O ABA inibiu a germinagdo de sementes de S. lycocarpum por inibir o
aumento do peso fresco dos embrides, o aumento da atividade da enzima endo-
[-mananase no endosperma micropilar ao longo da embebicdo e o segundo
estagio de amolecimento do endosperma micropilar.

- As diferengas entre os mecanismos de germinacao de sementes de S.
lycocarpum e tomate sdo que as sementes de S. lycocarpum necessitam de
periodo de tempo maior de embebigdo para germinarem, possuem endosperma
micropilar com numero maior de camadas de células, apresentam forgca de
ruptura do endosperma micropilar maior e o embrido exerce papel importante no
segundo estagio de amolecimento do endosperma micropilar. Na presenca de
ABA as sementes de S. lycocarpum apresentam comportamento semelhante as
sementes de tomate, considerando o segundo estagio de reducdo da forca de
ruptura do endosperma micropilar, a atividade da enzima endo-f-mananase ¢ a

localizagdo desta enzima.
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