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RESUMO

QUEIROZ, Sue Ellen Ester. Mecanismo e controle da germinacio de
sementes de Genipa americana L. 2009. 51 p. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia Florestal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG .

Genipa americana pertence a familia Rubiaceae, possui importancia econdmica
para producdo de alimentos, e florestal, para a recomposi¢cdo de ambientes de
mata ciliar, por suportar periodos de alagamento. Assim, objetivou-se estudar o
mecanismo e controle da germinagdo de Genipa americana. Para a
caracterizacdo dos frutos e das sementes foram capturadas imagens digitais, e
microscopia eletronica de varredura foi utilizada para os estudos morfo-
anatomicos. As sementes foram embebidas em dgua ou em 100uM de ABA e o
crescimento do embrido foi mensurado ao longo dos dias de embebicdo, por
meio de um paquimetro digital. Para a determinacdo da forca requerida para a
ruptura do endosperma micropilar utilizou-se um texturdmetro. A atividade da
enzima endo-fB-mananase foi determinada através de um gel de atividade e a
técnica de impressdo de tecidos foi utilizada para localizar esta atividade. Para
amplificar o gene de endo-B-mananase foi utilizada a técnica da PCR. Os
principais resultados foram que, os frutos sdo do tipo baga, indeiscente e com
aproximadamente 105 sementes; as sementes possuem formato variado de
coloracdo castanho-amarelada e tegumento levemente enrugado. Para as
sementes embebidas em dgua, a protrusdo da radicula teve inicio a partir do
oitavo dia de embebicdo. O endosperma micropilar possui seis a oito camadas de
células, com dimensdes e espessura da parede celular inferiores aos do
endosperma lateral. Foi observado nos embrides das sementes embebidas em
dgua um crescimento antes da protrusio da radicula. Para as sementes
completarem a germinacdo foi necessirio o enfraquecimento do endosperma
micropilar, que ocorreu em dois estigios. Foi observado um aumento da
atividade da enzima endo-f-mananase ao longo dos dias de embebicdo, que
coincidiu com os dois estagios de enfraquecimento do endosperma micropilar,
sendo que o primeiro estdgio relacionou-se apenas com a ativividade da enzima
e o segundo estdgio também coincidiu com o crescimento do embrido. Tanto
para sementes embebidas em dgua ou ABA, por meio da técnica de impressao de
tecidos, foi observada a presenca da enzima no endosperma micropilar e lateral,
antes da protrusdo da radicula, mas a atividade de endo-B-mananase iniciou-se
no endosperma micropilar. ABA inibiu completamente a germinagdo das

" Orientador: Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UFLA.



sementes por inibir o crescimento dos embrides e o segundo estigio de
enfraquecimento do endosperma micropilar, mas a atividade de endo-B-
mananase nao foi inibida, ABA apenas causou uma redugdo da atividade dessa
enzima. A seqii€ncia parcial de aminoacidos de G. americana apresentou 98%
de similaridade com endo-B-mananase de sementes de Coffea arabica.

Palavras Chave: Endosperma. Endo-p-mananase. Forca de ruptura. Acido
abscisico.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Sue Ellen Ester. Mechanism and control of Genipa americana L.
seed germination. 2009. 51 p. Dissertation (Master in Forest Engineering) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Genipa americana belongs to the family Rubiaceae, it possesses economic
importance for food production, and forest importance for implantation of
environments of riparian forest for tolerate flooding periods. So, the objective of
the present work was to study the mechanism and control of germination of
Genipa americana. For the characterization of fruit and seeds, digital images
were captured and scanning electron microscopy was used for morphoanatomic
studies. The seeds were imbibed either in water or 100uM of ABA, the embryo
length was measured along the imbibition through a digital caliper. For
determination force required for the embryo to puncture the micropylar
endosperm a texturemeter machine was used. The activity of enzyme endo-B3-
mannanase was determined through an activity gel and the tissue printing
technique was utilized to locate this activity. To amplify endo-f-mannanase
gene the PCR technique was used. The main results were that, the fruits are of
the berrylike type, indehiscent and with about 105 seeds, the seeds possess
diverse shape, yellowish-brown in color and slightly wrinkled coat. For the
seeds imbibed in water, the radicle protrusion started at 8 days of imbibition.
The micropylar endosperm possesses six to eight layers of cells, with both
dimensions and thickness of the cell wall inferior to those of the lateral
endosperm. It was found that, the embryos of the water-imbibed seeds presented
growth before radicle protrusion. For the seeds to complete germination, the
weakening of the micropylar endosperm was necessary, which took place in two
stages. An increase of the activity of enzyme endo-f-mannanase was observed
along the imbibition, which coincided with two stages of weakening of the
endosperm micropylar, where the first stage releted with the activity of enzyme
and the second stage coincided too with the growth of embryo. Both for seeds
either water or ABA imbibed, the tissue printing technique revealed the presence
of the enzyme in the micropylar endosperm and in the lateral endosperm before
the radicle protrusion, but the activity of endo-B-mannanase started in the
endosperm micropylar. ABA inhibited totally seed germination by inhibiting the
embryo growth and the second stage of weakening of the micropylar endosperm,
but the activity of endo-f-mannanase was not inhibited, ABA only caused a
reduction of the activity of this enzyme. The partial sequence of aminoacids of

* Guidance: Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UFLA.
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G. americana presented 98% of similarity with endo-f-mannanase of Coffea
arabica seeds.

Key words: Endosperm. Endo-f-mannanase. Puncture force. Abscisic acid.
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1 INTRODUCAO

Genipa americana, conhecida popularmente como jenipapo, pertence a
familia Rubiaceae. Sua distribuicio se estende por todo o pafs em vérias
formacdes florestais, situadas em vdrzeas umidas ou encharcadas (Lorenzi,
1992). Segundo Andrade et al. (2000), a espécie possui uma ampla distribui¢io
pelas regides tropicais imidas e subtropicais da América Latina, desde o México
até a Argentina.

G. americana é uma espécie de importancia econdmica (Andrade et al.,
2003), pois seus frutos sdo consumidos in natura ou utilizados para a producao
de doces, compotas, licores e geléias (Nascimento, 1997). Os frutos, quando
verde, fornecem um suco de coloragdo azulado, muito usado como corante
(Sebbenn, 1997; Lorenzi, 1992). Na 4area florestal a espécie é utilizada para a
implantacdo de ambientes de mata ciliar, devido as suas caracteristicas
adaptativas, por suportar longos periodos de alagamento combinadas ao rdpido
crescimento e abundante producdo de sementes (Durigan & Nogueira, 1990).

A dispersdo dos frutos ocorre de novembro a dezembro, com producio
de grandes quantidades de sementes (Lorenzi, 1992). Os frutos sdo do tipo baga,
com mesocarpo adocicado e carnudo, contendo de 150 a 500 sementes. As
sementes sdo achatadas com perfil irregular (Souza, 1999), e apresentam
protrusdo da radicula com aproximadamente 8 a 13 dias apds o inicio da
embebi¢do (Andrade et al. 2000; Souza et al. 1999) e a porcentagem méxima de
plantulas € obtida ap6s 70 dias de embebi¢cdo (Andrade et al., 2000). Segundo
Nascimento & Damido-Filho (1998) a germinagdo das sementes € desuniforme;
todavia, Prado Neto et al. (2007), propuseram a pré-embebicao das sementes em
GA; (4cido giberélico) durante 12 horas para acelerar e uniformizar a

germinacdo. Embora tenham sido realizados alguns estudos durante a



germinacdo de sementes de G. americana, existe uma caréncia de trabalhos
relacionados ao mecanismo e ao controle da germinacdo. Segundo Silva et al.
(2007), estudos nesse nivel podem contribuir para o desenvolvimento de
tecnologias que podem ser adotadas no processo de producdo de mudas.

Sementes de café (Coffea arabica), também pertencentes a familia
Rubiaceae, apresentam germinacdo lenta e desuniforme devido a rigidez do
endosperma micropilar, que oferece resisténcia mecdnica a expansdo da
radicula. O endosperma desta espécie € composto principalmente por mananas,
que sdo fontes de reservas para as sementes (Wolfrom et al., 1961). Em
sementes de café (Coffea arabica) a germinagdo sé ocorre quando o endosperma
micropilar é enfraquecido (Silva et al., 2004). De acordo com Hilhorst et al.
(1998), a protrusdo da radicula acontece quando a forga exercida pelo embrido
supera a forca de resisténcia imposta pelo endosperma micropilar. A presenca
de endosperma rigido, que precisa ser enfraquecido para que ocorra a protrusao
da radicula, ja foi mostrado em outras espécies, tais como tomate (Solanum
esculentum) (Groot & Karssen, 1987; Toorop et al., 1996, 2000), pimenta
(Capsicum annum) (Watkins & Cantliffe, 1983), tabaco (Nicotina tabacum)
(Leubner-Metzger et al., 1995), meldo (Cucumes melo) (Welbaum et al., 1995),
Datura ferox (Sanchez et al., 1986), e lobeira (Solanum lycocarpum) (Pinto et
al., 2007).

Trés enzimas estdo envolvidas no enfraquecimento do endosperma
micropilar através da hidrolise de mananas e galactomananas em sementes: o-
galactose (EC 3.2.1.22), f-manosidase (EC 3.2.1.25) e endo-B-mananase (EC
3.2.1.78) (Toorop et al., 1996). O enfraquecimento do endosperma micropilar
ocorre em sementes de C. arabica pela enzima endo-B-mananase, onde a
atividade da enzima esta presente antes da protrusdo da radicula, primeiramente
no endosperma micropilar e mais tarde no endosperma lateral (Silva et al.,

2004). Por outro lado, em sementes de tomate e lobeira, espécies pertencentes a



familia Solanaceae, a atividade da enzima endo-f-mananase inicia-se no
endosperma micropilar antes da protrusdo da radicula, porém a atividade no
endosperma lateral é observada apenas ap6s a germinagdo (Toorop et al., 1996;
Pinto et al., 2007).

O aumento da atividade da enzima endo-f-mananase no endosperma
micropilar correlacionou-se com o decréscimo da forca requerida para o embrido
romper o endosperma durante a germinagcdo de sementes de tomate, café e
lobeira (Toorop et al., 2000; Silva et al., 2004; Pinto et al., 2007)
respectivamente. O enfraquecimento do endosperma micropilar, antes da
protrusdo da radicua, acontece em dois estdgios, sendo que o aumento da
atividade da enzima coincide com as duas quedas na forca. A atividade da
enzima endo-B-mananase também se correlacionou com o aumento de
porosidade na parede celular do endosperma micropilar em sementes de tomate
e café (Toorop et al., 2000; Silva et al., 2004).

Por outro lado, em sementes de alface (Lactuca sativa), a enzima nao
estd relacionada com a germinacio, pois a atividade da enzima endo-f-mananase
s6 foi detectada apds a protrusdo da radicula (Nonogaki & Morohashi, 1999;
Wang et al.,, 2004). Em sementes de outras espécies, como as sementes de
fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.), caraway (Carum carvi L.), chinese
senna (Cassia tora L.), carabo (Ceratonia siliquan L.) e tamareira (Phoenix
dacylifera L.), que possuem paredes celulares menos espessas, onde o embrido
penetra facilmente o endosperma micropilar, também apresentam atividade desta
enzima somente apds a germinagdo, sendo, portanto, importante na degradacao
de reservas para o estabelecimento da plantula (Gong et al., 2005).

O 4cido abscisico (ABA) é um hormdnio regulador positivo da
dorméncia e regulador negativo da germinagdo (Kucera et al., 2005). Durante a
germinagdo, ABA inibe a protrusdo da radicula atuando tanto no endosperma

quanto no embrido das sementes (Silva et al., 2004; Silva et al., 2008). No



endosperma micropilar de C. arabica, ABA inibe parcialmente a atividade da
enzima endo-B-mananase através da inibicdo de duas isoformas desta enzima
(Silva et al., 2004). ABA também reduziu a atividade da enzima endo--
mananase no endosperma das sementes de tomate e lobeira (Toorop et al., 1996;
Pinto et al., 2007). As sementes de café, tomate e lobeira quando embebidas em
ABA tiveram o segundo estdgio de queda da forca de ruptura inibido (Silva et
al., 2004; Toorop, et al., 1996; Pinto et al., 2007). Para estas espécies a atividade
de endo-f-mananase ndo € suficiente para promover a protrusdo da radicula, ja
que ABA ndo inibe completamente a atividade da enzima. Esses resultados
sugerem que outras enzimas, que sao inibidas por ABA, podem estar envolvidas
no segundo estdgio de enfraquecimento das paredes celulares do endosperma
micropilar (Toorop et al., 1996).

Todavia, Pinto et al. (2007) mostraram que o segundo estdgio de
enfraquecimento do endosperma € controlado pelo embrido; neste caso, ABA
age nas células do embrido durante a germinacdo (Silva et al. 2008). Hilhorst
(1995) sugere que ABA possa suprimir a hidrélise de enzimas que atuam no
afrouxamento da parede celular das células do embrido, inibindo assim a
elongacdo e extensdo. Em sementes de café, ABA inibe o aumento do turgor do
embrido, controlando o potencial de crescimento durante a germinagdo,
impedindo a protrusdo da radicula (Silva et al., 2004). Em Brassica napus,
Schopfer & Plachy (1985) demonstraram que ABA inibe o afrouxamento das
paredes celulares do embrido, inibindo assim a germinacdo. Além disso, em
sementes de C. arabica, ABA inibiu a acumulagao de B-tubulina, crescimento e
divisdo celular do embrido, a organizacdo transversal dos microtibulos e a
replicagao do DNA nuclear durante a embebigao (Silva et al., 2008).

Assim, neste trabalho objetivou-se:

. Caracterizar morfologicamente os frutos e as sementes de G.

americana,



Caracterizar morfo-anatomicamente o endosperma micropilar e
lateral das sementes G. americana;

Estudar o mecanismo de germinacdo das sementes de G.
americana,

Estudar o controle, por 4cido abscisico, da germinacdo das
sementes de G. americana

Sequenciar e estudar o gene da enzima endo-f-mananase em G.
americana,

Comparar o mecanismo e o controle da germinacdo de G.

americana com os de semente de C. arabica.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos frutos e beneficiamento das sementes

Os frutos foram coletados nos municipios de Lavras (Latitude 21° 14 '
43", Longitude 44° 59' 59"), Lagoa da Prata (Latitude 20° 01' 21", Longitude 45°
32'37") e Itumirim (Latitude 21° 19' 01", Longitude 44° 52' 16"), sendo que, em
cada municipio foram coletados frutos de aproximadamente seis a dez matrizes.
A coleta dos frutos foi realizada manualmente, coletando apenas os frutos
maduros, j4 dispersos da planta-mae. O beneficiamento dos frutos foi realizado
através da despolpa manual, onde os frutos foram primeiramente cortados
transversalmente com o auxilio de uma faca, a polpa dos frutos e as sementes
foram passadas por uma peneira na presenca de dgua corrente, para facilitar a
despolpa.

Em seguida, as sementes foram catadas manualmente, sendo descartadas
as sementes mal formadas, com sinais visiveis de predacdo e danos mecanicos.
Ap6s o beneficiamento, o excesso de dgua na superficie externa das sementes foi
removido com o uso de papel de filtro. As sementes foram mantidas em sala de
secagem, 20°C e 60% de umidade relativa, até alcancarem 12% de umidade,
com base no peso fresco (Salomao, 2004), o que foi alcangado préximo aos trés
dias de secagem. Em seguida as sementes foram, entdo, armazenadas em sacos
pléasticos selados dentro da cimara fria (5°C e 60%) até o inicio dos

experimentos.

2.2 Determinacao do grau de umidade
Para a determinacdo do grau de umidade utilizaram-se 4 repeti¢cdes de
cinco sementes, que foram previamente pesadas e submetidas a estufa regulada a

103°C por 17 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem com base



no peso fresco, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil,

1992).

2.3 Curva de embebicao

Para a determinacdo da curva de embebicdo, as sementes foram
previamente esterilizadas em uma solu¢do de hipoclorito de sédio 1%, durante
10 minutos e em seguida lavadas em 4gua corrente, para retirar o excesso de
hipoclorito. Utilizaram-se 4 repeti¢des de 10 sementes que foram embebidas em
dgua destilada, nas mesmas condicdes do experimento de germinacgdo, descrito
anteriormente. O peso fresco de cada semente foi determinado diariamente até a

protrusdo da radicula.

2.4 Germinacao

A germinagado das sementes foi realizada utilizando-se quatro repeticoes
de 25 sementes cada. As sementes foram previamente esterilizadas em uma
soluc@o de hipoclorito de s6dio 1%, durante 10 minutos e em seguida lavadas
em dgua corrente, para retirar o excesso de hipoclorito. As sementes foram
embebidas em 7mL de &dgua destilada ou em solu¢do de 100uM de ABA
(Sigma) entre folhas de papel de germinagdo, em placas de Petri de 90mm de
didmetro. As placas de Petri foram colocadas em BOD reguladas sob luz e
temperatura constante de 25°C (Souza et al., 1999). A solucdo de ABA foi
preparada dissolvendo o composto em KOH, seguida de neutralizacdo em 1 N
HCI (Silva et al., 2004). A germinacdo foi avaliada diariamente, as sementes
foram consideradas germinadas quando apresentaram protrusdo radicular maior

que lmm.



2.5 Caracterizacao morfologica dos frutos e das sementes

Os frutos dispersos, recém coletados, foram analisados externamente e
internamente. Os frutos e as sementes tiveram suas cores e formas avaliadas
visualmente e as dimensdes quantificadas com o auxilio de um paquimetro
digital (Mitutoyo) através da avaliacdo de dez amostras. Para a caracterizacio
morfoldgica das sementes, foram utilizadas sementes secas e embebidas em
dgua destilada, antes e ap6s a germinacdo. Para a observagdo das estruturas
internas das sementes, foi realizado um corte no sentido longitudinal com o
auxilio de um bisturi. Imagens dos frutos e das sementes foram obtidas com o
uso de uma camera digital (Canon Power Shot S40, 4.0M pixels) acoplada a um

microscopio estereoscopico (modelo Leica MZ 75).

2.6 Caracterizacio morfo-anatomica do endosperma micropilar e lateral

O endosperma micropilar e lateral das sementes de G. americana foram
analisados morfo-anatomicamente através de microscopia eletrdnica de
varredura. As sementes foram embebidas, em &dgua destilada, nas mesmas
condi¢cdes do experimento de germinagdo, por trés dias e em seguida foram
cortadas transversalmente, com o auxilio de um bisturi. As amostras foram
fixadas em um fixador (Karnovsky modificado — Glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2 e CaCl,
0,001M) por um periodo de 10 dias a 5°C.

Ap6s a fixacdo, as sementes foram transferidas para uma solugdo de
glicerol 30%, durante 30 minutos e, em seguida, as amostras foram imersas em
nitrogénio liquido e cortadas longitudinalmente, com o auxilio de um bisturi,
sobre uma superficie metalica resfriada com nitrogénio liquido. As amostras
foram imersas em dgua destilada, durante 10 minutos, e fixadas em tetréxido de
6smio 1% por 2 horas; em seguida foram desidratadas em solucdes de

concentracdes crescentes de acetona (25, 50 e 75%), onde permaneceram por um



periodo de 10 minutos em cada concentragdo. Finalmente, as amostras foram
transferidas para uma solugdo de acetona, com concentracdo de 100% durante 10
minutos, esta etapa foi repetida trés vezes.

Em seguida, as amostras foram levadas a uma camara hermeticamente
fechada e resfriada a 5°C para a secagem ao ponto critico. Os stubs foram
envoltos em papel aluminio e foi fixada uma fita adesiva de carbono. As
amostras foram prensadas sobre a fita adesiva e depois receberam um banho de
ouro para aumentar sua resisténcia e condutividade elétrica, permitindo a melhor
visualizagdo das estruturas internas das sementes. A andlise em microscopia de
varredura (Leo Evo 40) foi realizada no laboratério de Microscopia Eletronica e
Andlise-estrutural do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras.

Os pardmetros morfo-anatomicos avaliados no endosperma micropilar
foram espessura, didmetro celular e espessura da parede celular, e os do
endosperma lateral foram diametro celular e espessura da parede celular. A
espessura do endosperma micropilar foi quantificada a partir da média do
comprimento das camadas de células que constituem o endosperma micropilar
de seis sementes.

A quantificacdo do didmetro das células foi realizada a partir de duas
medicdes em dez células de trés sementes, no sentido de maior comprimento e
menor comprimento, onde se obteve um valor médio por célula. Para a
quantificacdo da espessura média da parede celular foram utilizadas 10 células
de trés sementes. A quantificacio dos parametros foi feita no préprio

microscopio de varredura, Leo Evo 40.

2.7 Crescimento do embriao
Para a avaliacdo do crescimento dos embrides, as sementes foram

previamente esterilizadas em uma solug@o de hipoclorito de sédio 1%, durante



10 minutos, e em seguida lavadas em 4gua corrente, para retirar o excesso de
hipoclorito. As sementes de G. americana foram embebidas em 4gua destilada
ou em solucdo de 100uM de ABA, nas mesmas condi¢des do experimento de
germinacdo. A cada trés dias de embebicdo, dez embrides foram isolados das
sementes com o auxilio de um bisturi e o comprimento dos embrides foi obtido a
partir de um paquimetro digital (Mitutoyo), onde se mensurou o comprimento

dos embrides intactos e dos cotilédones e hipocdtilo.

2.8 Determinacio da forca de ruptura

Para a determinacdo da for¢a de ruptura do endosperma micropilar, as
sementes foram tratadas em hipoclorito de sédio 1% durante 10 minutos e
colocadas para embeber em dgua destilada ou em solu¢do de 100uM de ABA a
temperatura de 25°C. A cada 2 dias, 30 sementes tiveram o endosperma
micropilar isolado, sem que houvesse danos, com o auxilio de um bisturi. A
determinacdo da forca requerida para a ruptura do endosperma micropilar foi
realizada de acordo com Silva et al. (2004); Pinto et al. (2007). Para a obtenc¢do
dos dados, foi utilizado o aparelho texturdmetro (Stable Microssystems Testure
analyser) do Laboratério de Microestrutura e Arquitetura Alimentar do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da UFLA. Assim, na parte superior do
aparelho foi acoplada uma sonda de ponta hemisférica de 2mm de didmetro, e,
na base, um bloco de polivinil com orificio de 2,2mm de didmetro.

O endosperma micropilar, isolado da semente, foi encaixado na sonda,
gragas ao orificio deixado pela ponta da radicula do embrido, onde foi perfurado
pela sonda, devido & movimentacdo da sonda para baixo, em direc@o ao bloco de
polivinil. A for¢a requerida para a ruptura do endosperma micropilar foi
expressa em Newton (N), e utilizada como um parametro de resisténcia

mecénica do endosperma micropilar durante a germinacao das sementes.

10



2.9 Quantificacio da atividade da enzima endo-f-mananase

As sementes de G. americana foram esterilizadas em hipoclorito de
s6dio 1%, durante 10 minutos, e colocadas para embeber em 4gua destilada ou
em solucdo de 100uM de ABA a temperatura constante de 25°C, onde, a cada
dois dias, 30 sementes tiveram o endosperma micropilar isolado. Os
endospermas micropilares foram macerados em nitrogénio liquido até virarem
pé e as amostras foram armazenadas em deep freezer (-80°C), até o momento da
extragdo da enzima.

A extracdo da enzima foi realizada em 200ul de tampao de extragdo de
endo-f-mananase (Hepes 0,1M, pH 8,0 com 0,5M de NaCl) para 30
endospermas micropilares (Pinto et al., 2007). Para quantificar a enzima foi
utilizado um gel de espessura de 0,75mm contendo 24mL de LBG (Locust Bean
Gun) 0,1%, 0,24g de Agarose tipo III-A (Sigma) e 6mL de tampao Mcllvaine
pH=5 (11mL de 1M de 4cido citrico, 50mL de 0,4M Na,HPO,2H,O (fosfato de
sodio bihidratado) e 149mL de dgua destilada) sobre um suporte de gel (GE
Healthcare GelBond film for agarose gel). Com o auxilio de um compressor
aspirador (Dia Pump) foram realizados orificios no gel, sendo aplicados 2ul do
extrato contendo endo-f-mananase. Ap0ds todas as aplicacdes o gel, permaneceu
em uma BOD a 25°C durante 24 horas. Em seguida, o gel foi lavado em dgua
destilada, a revelacdo foi realizada através da imersdo do gel em 200mL de
tampdo Mcllvaine pH=5,0, durante 30 minutos.

Depois o gel foi lavado novamente em 4gua destilada, para remover o
excesso do tampao. Para a coloracio do gel foi utilizada uma solu¢do de Congo
Red 0,5% durante 15 minutos. Apds essa etapa, o Congo Red foi descartado e
foi adicionado etanol durante 10 minutos, seguido de uma solu¢do de 1M de
NaCl durante 5 minutos. Todas as etapas de revelagdo foram realizadas sobre
plataforma agitadora com movimentos rotatérios na horizontal. A atividade da

enzima foi identificada através da ocorréncia de circulos brancos no gel. Para a
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quantificacdo da atividade da enzima, foram medidos os didmetros dos circulos
com o auxilio de um paquimetro digital. O célculo da atividade da enzima endo-
B-mananase das amostras foi feito através da comparacdo com a curva padrao
gerada pela enzima endo-f-mananase de Aspergillus niger. O célculo da

atividade foi realizado de acordo com Downie et al. (1994).

2.10 Localizaciao da atividade da enzima endo-f-mananase

As sementes de G. americana, esterilizadas em hipoclorito de sédio 1%
durante 10 minutos, foram embebidas em 4gua destilada ou em solucdo de
100uM de ABA a temperatura constante de 25°C. A cada dois dias de
embebi¢do, dez sementes foram cortadas longitudinalmente, com o auxilio de
um bisturi e colocadas em contato com um gel de atividade de endo-f-mananase
de 0,75mm de espessura. O gel foi preparado a partir de 24mL de LBG (Locust
Bean Gun) 0,1%, 0,24g de Agarose tipo III-A (Sigma) e 6mL de tampao
Mecllvaine pH 5,0 contendo 11mL de 1M de 4cido citrico, 50mL de 0,4M Na,
HPO,2H,0 (fosfato de sddio bihidratado) e 149mL de dgua destilada, sobre um
suporte de gel (Gelbond film). Em seguida, o gel foi colocado dentro de uma
camera imida durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo as
sementes foram removidas com o uso de uma pinca e o gel foi rapidamente
lavado em 4gua destilada. A revelacdo do gel foi realizada de acordo com as
etapas descritas anteriormente. Em seguida, o gel foi fotografado utilizando-se
uma maquina digital (Cyber-shot DSC-S500 Sony). A atividade da enzima foi

detectada a partir da presenga de pontos claros no gel.

2.11 Extracao do DNA genémico
A extragdo do DNA foi realizada a partir do protocolo de microextragao
de DNA gendmico (Ferreira & Grattapaglia, 1995) adaptado. As folhas de

plantas adultas de Genipa americana foram maceradas em nitrogénio liquido até
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virarem pd, aproximadamente 1g de material foi transferido para um microtubo
de 1,5mL. Para cada amostra foram adicionados 800uL de tampdo de extracio
CTAB com 1,5uL. de B-mercaptoetanol, onde permaneceram aquecidos em
banho-maria a 65°C durante 5 minutos. Em seguida, foi adicionado ao tampao
de extracdo o tecido macerado, que foi incubado em banho-maria a 65°C durante
1 hora, sendo agitado a cada 15 minutos.

Os tubos foram retirados do banho-maria e permaneceram resfriando
durante cinco minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a
primeira extragdo, adicionando 600uL de solvente orgénico (cloroférmio-dlcool
isoamilico) e agitando levemente durante 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas durante 5 minutos a 12000 rpm em temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde foram
adicionados 600puL de cloroférmio e novamente as amostras foram agitadas por
10 minutos e centrifugadas por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa
foi transferida para um novo microtubo, onde foram adicionados 90uL de
acetato de sédio (NaAc pH 4,6) e 900uL. de isopropanol gelado. As amostras
foram incubadas durante 30 minutos a -20°C e centrifugadas durante 3 minutos
a temperatura ambiente.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 300pL de
etanol 70% gelado, agitando levemente, os microtubos foram centrifugados
durante 3 minutos e o sobrenadante descartado. O pelete foi seco em cdmara de
fluxo laminar por 2 horas; em seguida, o pelete foi ressuspendido em 49uL de
tampdo TE (pH 8,0) e armazenado a 5°C. A integridade do DNA foi analisada
em gel de agarose 1% (0,7g de agarose, 70mL de tampdo TAE 1% e 2uL de
brometo de etidio). As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a
eletroforese durante 40 minutos a 100W e as imagens foram registradas através
de um aparelho de fotodocumentaciao Spectroline (Ultraviolet Transilluminator).

O DNA gendmico foi quantificado em Nanodrop (Spectrophotometer ND 1000).
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2.12 Desenho dos primers degenerados

Regides altamente conservadas do cDNA de endo-B-mananase presentes
em sementes de varias espécies como o café (Coffea arabica) (AJ278996) e da
Silva (2002), tomate (Solanum esculentum) (AY046588, AF184238, AF290893,
AF017144), alface (Lactuca sativa L. ) (AJ315978) e cenoura (Daucus carota
L.) (AF545503), disponiveis em banco de dados como GenBank/NCBI -
National Center for Biotechnoloy Information, foram utilizados para confeccio
dos primers degenerados.

Essas seqiiéncias foram alinhadas através do Programa de Formagado de
Clusters de Seqiiéncias (ClustalW), no qual, a partir da estimativa de semelhanga
entre as seqiiéncias, alinhadas par a par, foram possiveis identificar as regides
conservadas. Pequenas regides idénticas, em genes homologos, sdo
identificadas, caracterizadas e utilizadas para a localizagdo de dominios
similares em outras espécies onde este gene ainda nao foi explorado.

As regides altamente conservadas foram utilizadas para desenhar os
primers, através do programa Primerquest, que gerou quatro pares de primers
forward e reverse (Tabela 1). A identificacdo de regides homodlogas no cDNA
dessas espécies, indica que a mesma regido pode ocorrer em sementes de G.

americana.
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TABELA 1 Sequéncia dos quatro pares de primers, Forward e Reverse, onde a
letra N representa as bases nitrogenadas AG/GT, a letra R
representa A/G e a letra Y C/T. UFLA, Lavras, MG, 20009.

Primer Sequéncia
1 Forward GGNACNGARTTYGTNATG
Reverse CCRTCRCTRAANGCCCA
2 Forward CCCCCGGAGTCTATGATGAAC
Reverse GTGCACCGTCGCTCTGTCC
3 Forward ATCCCGATATTTGGCTGTCTGG

Reverse CGTCCGGTTGATGGGTTCTG

4 Forward GAAATGGCAACTTACGTCAAATCA
Reverse CACCTGCAATGCCTCCTCTTC

2.13 Reacao da polimerase em cadeia

Para a amplificacdo do DNA gendmico de G. americana, foi utilizada a
reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Foram utilizados 1uL. DNA (20ng), 2uL
de tampdo de PCR (10X), 1uL do primer forword (10umol.L™"), 1uL do primer
reverse (10pmol.L'1), 1uL de MgCl, (50umol), 1uL. de DNTP (10mmol.L™),
1uL de enzima Taq polimerase (SU/uL) e 12uL de 4gua ultra pura. Os reagentes
foram colocados em microtubos de 200uL; em seguida foram levados para um
termociclador (Mastercycler Eppendorf). Imediatamente, foi realizada a
amplificacdo utilizando-se o programa: 94°C por 3’, com o ciclo de 94°C por
20, para que ocorresse a desnaturacdo do DNA, 55°C por 30’ para o
anelamento dos primers, 72°C por 40’ para extensdo dos iniciadores pela Taq
polimerase, sendo este ciclo repetido 30 vezes e a temperatura de 72°C por 10°.
Essa reac@o foi necessdria para obter uma quantidade de material amplificado
suficiente para trabalhos futuros. As amostras foram aplicadas em gel de

agarose 1% (0,7g de agarose, 70mL de tampao TAE 1% e 2uL de brometo de
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etidio) e submetidas a eletroforese durante 40 minutos a 100W. Para identificar
se a regido amplificada foi a regido de interesse, utilizou-se um marcador de
peso molecular de DNA (Amresco — DNA Molecular Weight Ladders) de 100
pares de base. O gel foi visualizado sob luz UV e a identificacdo da regido
amplificada de interesse foi feita através da comparagao do produto da PCR com
o marcador de peso molecular, em seguida imagens foram registradas através de

um aparelho de fotodocumentacao Spectroline (Ultraviolet Transilluminator).

2.14 Purificacao do produto da PCR

O produto da PCR, analisado em gel de agarose, foi purificado para a
obten¢do da regido amplificada de interesse. Para a purificacio, foi utilizado um
Kit de purificacdo de DNA em bandas de gel de agarose (GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit Amersham Biosciences). Com o auxilio de uma
lamina de barbear, foi realizado um corte no gel contendo a banda de DNA a ser
purificada. O corte foi realizado o mais préximo possivel da banda de DNA. As
fatias do gel, contendo o DNA, foram cortadas em pequenos pedagos e
transferidas para um tubo de 1,5mL previamente pesado.

Foram adicionados 2950uL de tampdo capture para 295mg de gel de
agarose. Em seguida, os tubos foram agitados em vortex e incubados a 60°C por
aproximadamente 15 minutos, até que a agarose fosse totalmente dissolvida. Os
tubos foram centrifugados rapidamente para a coleta da amostra. A coluna de
GFX foi acoplada dentro de um tubo coletor, as amostras foram transferidas para
a coluna GFX e em seguida incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto. O
tubo GFX foi centrifugado a velocidade méxima durante 1 minuto. Todo o
liquido foi descartado, esvaziando completamente o tubo coletor. A coluna
GFX, contendo o DNA, foi colocada novamente dentro do tubo coletor vazio.
Em seguida, foram adicionados 500uL de Wash buffer, e centrifugados a

velocidade maxima durante 30 segundos.

16



O tubo coletor foi descartado e a coluna GFX foi transferida para um
novo eppendorf de 1,5mL, onde aplicaram-se S0uL. de uma solugdo tampao (TE
pH 8,0) diretamente na fibra de vidro da coluna GFX. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugadas a velocidade
méaxima durante 1 minuto, para recuperar o DNA purificado. O DNA purificado

foi armazenado a 5°C.

2.15 Sequenciamento génico

O produto da PCR purificado foi submetido a uma nova PCR, para
obtencdo de uma quantidade de DNA suficiente para o sequenciamento. Para a
reacdo, foram utilizados 1uL do produto de PCR purificado, 2uL. de tampdo de
PCR (10X), 1uL do primer forward (10pmol.L'l), 1uL do primer reverse
(10umol.L™"), 1uL de MgCl, (50umol), 1uL de DNTP mix (10mmol.L™") 1uL
da enzima Taq polimerase (SU/uL) e 12uL. de 4gua ultra pura. Os reagentes
foram colocados em microtubos de 200uL; em seguida, foram levados para um
termociclador (Mastercycler Eppendorf). Foi realizada a amplificacdo
utilizando-se o programa: 94°C por 3’°, o ciclo foi ajustado para 94°C por 20,
55°C por 30°, 72°C por 40°’. Este ciclo foi repetido 30 vezes e em seguida a
temperatura foi reduzida para 72°C por 10’.

Para a purificacdo do produto da PCR, foi utilizado o Kit de Purificagdo
do DNA em Solucio (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
Amersham Biosciences). Inicialmente uma coluna GFX foi acoplada a um tubo
coletor e adicionaram-se 500uL de capture buffer, 17uLL do produto da PCR foi
transferido para a coluna GFX e centrifugou-se por 30 minutos em rotacdo
maxima. A solugdo do tubo coletor foi descartada e adicionaram-se 500uL de
wash buffer na coluna GFX. O tubo coletor juntamente com a coluna GFX
foram centrifugados durante 30 segundos, o tubo coletor foi descartado e a

coluna foi transferida para um ependorf de 1,5mL. Foram aplicados, diretamente
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sobre a coluna GFX, 50uL de TE (pH 8,0). A amostra foi incubada a
temperatura ambiente por 1 minuto e em seguida centrifugada por 1 minuto para
recuperar o DNA purificado. O DNA foi analisado em gel de agarose e
quantificado em Nanodrop (Spectrophotometer ND 1000). O DNA purificado

foi liofilizado durante 18 horas e enviado para o sequenciamento.

2.16 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANAVA), pelo
programa Sisvar 5.0 (Furtado, 2007), onde as médias do crescimento do embrido
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As médias dos
resultados da forca requerida para a ruptura do endosperma micropilar, da
atividade da enzima e as médias dos pardmetros de microscopia foram
comparadas pelo teste de Scott-knott, a 5% de probabilidade. Para analisar a
reducdo da forca de ruptura do endosperma micropilar em fungdo da atividade
da enzima endo-B-mananase, foi realizado um ajuste da equagdo de regressao

linear através do programa SigmaPlot2000.
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3 RESULTADOS

3.1 Curva de embebicao

Observou-se que a embebi¢do das sementes G. americana em 4gua
segue um padrdo trifasico, durante o periodo estudado, 26 dias (Figura 1). A fase
I foi marcada por uma répida absor¢do de 4gua e um aumento significativo do
peso fresco das sementes, com duragdo de aproximadamente cinco dias. Apds o
sexto dia de embebi¢do as sementes entraram na fase II, onde o peso fresco
manteve-se estdvel. Esta fase de embebicdo demonstrou-se a mais longa, com
duracdo de aproximadamente 12 dias. A fase III iniciou-se ap6s o décimo oitavo
dia de embebicao, onde as sementes novamente apresentaram aumento do peso,

como consequéncia da germinagdo (protrusao da radicula).
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FIGURA 1 Curva de embebicao das sementes de G. americana com as fases I,
II e III. Pontos indicam a média das 4 repeti¢des de 10 sementes e
as barras indicam o desvio padrdao médio.
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3.2 Germinacao

A germinacdo das sementes de G. americana embebidas em 4gua, sob
luz constante e temperatura de 25°C, teve inicio apds o oitavo dia de embebigdo,
50% de germinagao foram obtidas aos onze dias de embebigdo e a porcentagem
méixima de germinagdo, em torno de 90%, foi alcangcada aos dezessete dias

(Figura 1). As sementes embebidas em 100uM de ABA nio apresentaram

germinacdo (Figura 2).
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FIGURA 2 Curva de germinacédo das sementes de G. americana embebidas em
dgua e em 100uM de ABA. Pontos representam médias das quatro

repeticdes com 25 sementes cada, e as barras indicam o desvio
padrdo médio.
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3.3 Caracterizacio morfologica dos frutos e das sementes

Os frutos de G. americana sao carnosos, do tipo baga indeiscentes, com
formato arredondado e didmetro médio de 68,18mm; os frutos imaturos
apresentam coloragdo esverdeada (Figura 3A). Quando maduros os frutos
apresentam uma coloracdo marrom-esverdeada (Figura 3B) e com aroma
caracteristico, composto por uma casca mole, fina e enrugada (Figura 3B). O
mesocarpo € carnudo, amarelado e adocicado, cada fruto possui em média 105
sementes.

As sementes possuem formato variado, arredondadas a ovaladas, sua
coloracdo € castanho-amarelada, com tegumento pouco enrugado, as faces sio
levemente convexas a planas e as bordas arredondadas (Figura 3D). Em geral as
sementes sdo dispersas com 37,6% de umidade. Quando umidas, apresentam
uma mucilagem, remanescente do endocarpo, que fica aderida ao tegumento e
depois de secas a mucilagem permanece como uma pelicula pardo-
esbranquicada (Figura 3D). As sementes possuem um comprimento médio de
aproximadamente 9,56mm, largura de 6,61lmm e espessura de 1,84mm. Sdo
albuminosas (Figura 3E), com endosperma bastante rigido e que ocupa a maior
parte da semente. O embrido é composto por dois cotilédones, hipocétilo e
radicula, possui o formato de uma espétula, com colora¢do esbranquigcada, de
comprimento médio de 6,Imm, possui cotilédones e hipocétilo bem
diferenciados, os cotilédones sdo folidceos, simétricos € com nervuras bastante

visiveis (Figura 3F).
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FIGURA 3 Foto do fruto verde (A); fruto maduro (B); corte transversal do fruto
maduro (C); semente seca (D); corte longitudinal da semente com 3
dias de embebicdo, com endosperma lateral (el), endosperma
micropilar (em) e embridao (emb) (E); embrido com cotilédones (c),
hipocétilo (h) e radicula (r) (F); semente germinada (G); e plantula
com cotilédones, hipocétilo e radicula (H). As barras de A aCe H
indicam lcm e de D a G indicam 1mm.
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3.4 Caracterizacao morfo-anatomica do endosperma micropilar e lateral
Através de microscopia eletronica de varredura observou-se que, aderido
ao endosperma, encontra-se o tegumento. Ao tegumento encontra-se aderido
resto da polpa do fruto que é remanescente do endocarpo. (Figura 4A). Foi
possivel observar que o endosperma micropilar das sementes de G. americana é
formado por 6 a 8 camadas de células (Figura 4B), as quais juntas correspondem
a uma espessura de aproximadamente 147,33um (Tabela 2). As células do
endosperma micropilar sao achatadas, com formato poligonal alongado (Figura
4C), possuem diametro médio de 20,02um e espessura da parede celular de
3,15um (Tabela 2). As células do endosperma lateral sdo arredondadas com
formato poligonal (Figura 4D), com didmetro médio de 36,65um e espessura
média da parede celular de 6,34um (Tabela 2), valores estatisticamente

superiores aos encontrados para o endosperma micropilar.

TABELA 2 Paridmetros morfo-anatdmicos do endosperma lateral e micropilar
das sementes de G. americana. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Endosperma Pariametros Média (um) Desvio (um)
espessura total 147,33 41,02
Micropilar didmetro celular 20,02 A 4,2
espessura da parede celular 3,15a 0,74
Lateral didmetro celular 36,65B 5,6
espessura da parede celular 6,34 b 1,6

As letras maidsculas comparam a varidvel diadmetro e as letras mindsculas
comparam a varidvel espessura, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4 Microscopia eletronica de varredura das sementes de G. americana
embebidas em 4dgua por trés dias. Visdo geral da semente: embridao
(emb), endosperma micropilar (em), tegumento (t) e mucilagem
remanescente do endocarpo (m) (A); células do endosperma lateral
(el), endosperma micropilar (em) e embrido (emb) (B); detalhe das
células do endosperma micropilar (C) e endosperma lateral (D).
Barras indicam 100um para as Figuras A e B, 10um para a Figura C
e 20um para a Figura D.

3.5 Crescimento do embrido

Os embrides das sementes de G. americana embebidas em dagua
apresentaram crescimento significativo antes da protrusdo da radicula (Figura
5A). Os embrides das sementes com um dia de embebicdo, em 4gua,
apresentaram 6,1mm de comprimento e apds 15 dias de embebicdo os embrides
atingiram aproximadamente 8,4mm de comprimento; um crescimento mais

acentuado foi observado apds 9 dias de embebicdo (Figura 5A). O crescimento
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do embrido, dentro da semente, antes da protrusio da radicula foi de
aproximadamente 2,3mm de comprimento, o que representa 38% de crescimento
em relacdo ao seu tamanho inicial.

Das partes isoladas, o hipocétilo apresentou em média 2,8mm de
comprimento, no primeiro dia de embebi¢cdo em &4gua; apds 15 dias de
embebi¢do o hipocétilo atingiu 4,Imm de comprimento (Figura 5A). J4 os
cotilédones, no inicio da embebi¢do em dgua apresentaram em média 3,2mm de
comprimento e apds 15 dias de embebicao atingiram 4,3mm (Figura 5A). Os
cotilédones cresceram 1,Imm antes da protrusdo radicula, sendo responsdveis
por 34% do crescimento total do embrido. Portanto, o hipocétilo foi a parte que
apresentou maior crescimento antes da protrusao da radicula, sendo responsavel
por 46% do crescimento total do embrido.

Para as sementes embebidas em 100uM de ABA, foi observado um
pequeno crescimento dos embrides até os 15 dias de embebig¢do, que foi
estatisticamente inferior aos valores obtidos em 4gua, a partir do terceiro dia de
embebi¢do (Figura 5B). Os embrides das sementes embebidas em ABA tiveram
um aumento de 0,6mm de comprimento, que representam 10% de crescimento
(Figura 5B). Das partes isoladas, o hipocétilo foi responsavel pelo crescimento,
ja o crescimento dos cotilédones ndo apresentou diferenga estatistica ao longo

dos 15 dias de embebicao.
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FIGURA 5 Comprimento dos embrides de sementes de G. americana
embebidas em dgua (A) e em ABA (B), mostrando o crescimento
total do embrido e das partes isoladas, hipocétilo e cotilédones.
Os pontos representam a média de 10 repetiches e as barras
representam o desvio padrdo. As letras mindsculas comparam
dentro dos tratamentos (dgua ou ABA) e as letras maitsculas
comparam entre os tratamentos (dgua e ABA) pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3.6 Determinacio da forca de ruptura

A forca requerida para a ruptura do endosperma micropilar das sementes
de G. americana, embebidas em dgua e em 100pM de ABA, apresentou uma
queda significativa ao longo dos 16 dias de embebicdo (Figura 6). Para as
sementes embebidas em dgua a forca de ruptura aos dois dias de embebicdo foi
3,0N (Newton) apresentando uma queda significativa até o oitavo dia de
embebi¢do atingindo 1,7N (Figura 6). Entre o oitavo dia até o décimo segundo
dia de embebicdo ndo houve diferenca significativa da forga, apenas a partir do
décimo segundo dia observou-se uma nova queda da forca, que aos 16 dias de
embebi¢do atingiu 0,8N (Figura 6). A forca de ruptura do endosperma
micropilar durante 16 dias de embebicdo em 4gua apresentou uma queda de
2,2N. Foram observados dois estdgios significativos de queda na forca de

ruptura, o primeiro estdgio de queda ocorreu no inicio da embebicdo até o oitavo
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dia, a partir daf foi observada uma estabilizacdo até o décimo segundo dia. O
segundo estigio de queda ocorreu a partir do décimo segundo dia até o décimo
sexto dia de embebig¢do.

Para as sementes embebidas em 100uM de ABA, a forca de ruptura
iniciou-se aos dois dias de embebi¢do com 3,3N, a partir dai houve queda na
forga até o oitavo dia de embebicdo, atingindo 2,5N. A partir do oitavo dia de
embebi¢do, ndo foi observada queda significativa na forga de ruptura até os
décimo sexto dia (Figura 6). Para as sementes embebidas em ABA houve um
decréscimo de 0,9N e foi observado apenas um estagio de reducdo na forga de

ruptura do endosperma micropilar.

3,51

3,0 q

251

2,01

Forga de ruptura (N)

0,5 T T T T T T T T

Dias de embebicao

FIGURA 6 Forca requerida para ruptura do endosperma micropilar das
sementes de G. americana durante 16 dias de embebicido em dgua
e em 100uM de ABA. Os pontos indicam as médias de 30
sementes, as barras indicam o desvio padrdo. As letras mintsculas
comparam dentro dos tratamentos (4gua ou ABA) e as letras
maildsculas comparam entre os tratamentos (d4gua e ABA) pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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3.7 Quantificacao da atividade da enzima endo-p-mananase

A atividade da enzima endo-B-mananase aumentou significativamente
no endosperma micropilar das sementes de G. americana embebidas em dgua
(Figura 7). Todavia, até o quarto dia de embebicdo ndo foi observada diferenca
significativa, a partir deste ponto até o oitavo dia de embebicdo a atividade
aumentou significativamente. Em seguida, a atividade se manteve estdvel desde
o oitavo dia de embebicao até o décimo segundo dia; apds esse ponto observou-
se aumento significativo da atividade (Figura 7).

Para as sementes embebidas em 100uM de ABA, observou-se aumento
significativo na atividade da enzima endo-B-mananase no endosperma
micropilar (Figura 7). Até os seis primeiros dias de embebi¢do a atividade nao
apresentou aumento significativo. Porém, observou-se um aumento no oitavo dia
de embebicdo que se manteve estdvel até o décimo segundo dia. A partir do
décimo segundo dia de embebicio até o décimo sexto dia, a atividade aumentou
significativamente (Figura 7).

Quando se compara a atividade da enzima endo-B-mananase entre as
sementes embebidas em dgua e ABA, de maneira geral, e principalmente, a
partir do sexto dia de embebicdo, os valores de atividade apresentaram
superiores estatisticamente para as sementes embebidas em dgua até o décimo
sexto dia de embebig¢do. Portanto, ABA inibiu parcialmente a atividade de endo-

B-mananase no endosperma micropilar das sementes de G. americana.
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FIGURA 7 Atividade da enzima endo-B-mananase no endosperma micropilar
de sementes de G. americana, embebidas em dgua e em 100uM de
ABA. Os dados representam as médias de trés repeticdes e as
barras representam o desvio padrdo. As letras mindsculas
comparam dentro dos tratamentos (dgua ou ABA) e as letras
maidsculas comparam entre os tratamentos (dgua e ABA) pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.

3.8 Forca de ruptura X atividade da enzima endo-fB-mananase

A forca necessdria para a ruptura do endosperma micropilar para as
sementes embebidas em 4dgua e em ABA foi comparada a atividade da enzima
endo-B-mananase (Figura 8). Os resultados confirmaram que a forca de ruptura,
tanto para as sementes embebidas em dgua como em ABA, apresentou um efeito
linear negativo com o aumento da atividade de endo-fB-mananase. As sementes
embebidas em dgua apresentaram valor de r* superior (0,9132) aos das sementes
embebidas em ABA (r2 0,6742), indicando que, para as sementes embebidas em
dgua, a atividade da enzima endo-fB-mananase explicou melhor a forca de

ruptura do endosperma micropliar .
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FIGURA 8 For¢a de ruptura X atividade da enzima endo-f-mananase em
sementes de G. americana embebidas em dgua e em 100uM de
ABA.

3.9 Localizacao da atividade da enzima endo-f-mananase

A técnica de impressdo de tecidos permitiu localizar a atividade da
enzima endo-f-mananase no endosperma das sementes. Tanto para as sementes
embebidas em dgua, como para as embebidas em ABA, foram detectados pontos
claros no gel, evidenciando a presenca da atividade da enzima. Para as sementes
embebidas em dgua, a atividade da enzima foi detectada no endosperma
micropilar e lateral antes da protrusdo da radicula. Contudo, observou-se que a
atividade da enzima ocorre inicialmente no endosperma micropilar, logo no
inicio da embebicdo das sementes (Figura 9B), e posteriormente no endosperma
lateral (Figura 9C). Pr6ximo a protrusdo da radicula observou-se atividade de
endo-PB-mananase em todo o endosperma da semente (Figura 9D).

Paras as sementes embebidas em 100uM de ABA, a atividade da enzima

demonstrou o mesmo padrio de atividade das sementes embebidas em &dgua,
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iniciando no endosperma micropilar (Figura 9E) e posteriormente ocupando o

endosperma lateral, antes da protrusdo da radicula (Figura 9F e 9G).

FIGURA 9 Impressdo de tecidos de sementes de G. americana mostrando a
atividade de endo-f-mananase. Corte longitudinal da semente (A)
indicando a posi¢do das estruturas, endosperma micropilar (em),
endosperma lateral (el) e embrido (emb); sementes embebidas em
dgua durante 6 (B), 12 (C), e 18 dias (D); sementes embebidas em
100uM de ABA durante 6 (E), 12 (F), e 18 dias (G). Os pontos
claros no gel evidenciam a atividade de endo-f-mananase.

3.10 Reacao da polimerase em cadeia

A partir da técnica de reacdo da polimerase em cadeia foi possivel
identificar dois pares de primers que foram eficientes na amplificacdo de bandas.
Ao final da PCR, o primer 1 (Tabela 1) ndo apresentou amplificacdo de bandas,
quando visualizado em gel de agarose sob luz ultravioleta, sendo entdo esse par
de primers descartado para o gene da enzima endo-f-mananase. Ja o primer 2
(Tabela 1), apresentou amplificagdo de vdrias regides, onde em gel de agarose
foi possivel observar a formacdo de vdrias bandas, além da regido esperada,
sendo inespecifico para o gene da enzima de endo-B-mananase de G. americana.

No entanto, os primers que apresentaram uma amplificacdo no comprimento de
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banda esperado, quando comparados com o marcador de peso molecular, foram
os primers 3 e 4 (Tabela 1), indicando serem especificos para o gene endo-§3-

mananase.

3.11 Sequenciamento do gene endo-p-mananase

Das amostras enviadas para o seqilenciamento, apenas uma delas foi
sequenciada satisfatoriamente. A sequéncia apresentou 510 nucleotideos,
correspondendo a 170 amino4cidos (Figura 10). Essa seqiiéncia de aminodcidos
quando comparada em banco de dados (GenBank/NCBI) e alinhada com outras
espécies apresentou 98% de similaridade com endo-B-mananase de Coffea
arabica (Marraccini et al., 2001), que estudaram sementes de café germinadas
(Figura 10), 85% de similaridade com endo-B-mananase de sementes nao
germinadas de Daucus carota (Homrichhausena et al., 2003). Para as sementes
de Solanum esculentum germinadas (Bewley et al., 1997) observaram-se 77% de
similaridade, enquanto 80% de similaridade ocorreram quando comparando
sementes ndo germinadas de Solanum esculentum (Nonogaki et al., 2000) e
apenas 72% de similaridade com sementes germinadas de Lactuca sativa (Wang

et al., 2004).
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10 Alinhamento da sequéncia de aminodcidos de endo-f-mananase de
G. americana comparada com a sequéncia de outras espécies,
como o café (CAC08208.1), tomate NG (AF184238), tomate G
(048540.2), alface (CAC51690.3) e cenoura (AAN34823.1).
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4 DISCUSSAO

A curva de embebicdo das sementes de G. americana apresentou um
padrao trifdsico, padrdo proposto por Bewley & Black (1994). Em sementes de
C. arabica o mesmo padrdo foi identificado (Silva et al., 2004). A fase I teve
inicio assim que as sementes foram colocadas em contato com a dgua, indicando
que ndo existe impedimento fisico do tegumento e do endosperma a entrada de
dgua. Para as sementes de C. arabica a fase Il demonstrou-se a fase mais longa,
o mesmo ocorreu em G. americana, onde as sementes permaneceram sem
aumento do peso fresco por aproximadamente 12 dias.

A germinacdo das sementes de G. americana embebidas em 4gua, sob
luz constante e temperatura de 25°C, teve inicio apds o oitavo dia de embebigdo,
resultados que coincidem com Andrade et al. (2000); Souza et al. (1999), aos
quais relataram que sementes de G. americana quando colocadas para germinar,
em temperatura na faixa de 20 a 30°C, apresentam inicio da protrusdo da
radicula entre 8 a 13 dias de embebicdo. Com onze dias de embebiclo,
obtiveram-se 50% de germinacdo, e a porcentagem mdaxima de germinacdo
(90%) foi alcancada aos 17 dias. A germinagdo de G. americana apresentou-se
semelhante a germinacdo de C. arabica, onde a protrusdo da radicula ocorre
apos cinco dias de embebicdo e 50% de germinagdo sdo obtidas aos dez dias de
embebicdo (Silva et al., 2004).

Através da andlise morfoldgica dos frutos de G. americana, observou-se
que os frutos sdo do tipo carnoso, indeiscente, semelhantes aos frutos de café
(Borém et al, 2008), porém os frutos de G. americana possuem
aproximadamente 105 sementes e os frutos de café possuem, normalmente,
apenas duas sementes (Silva, 2002), podendo apresentar trés ou mais sementes

(Borém et al., 2008). Comparando as sementes de G. americana com as de C.
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arabica, G. americana possuem um formato variado, levemente arredondada
com comprimento médio de 9,56mm e espessura de 1,84mm, enquanto as
sementes de café sdo elipticas com comprimento de 10-8mm e espessura de 6,5-
9,5mm (Dedecca, 1957). J4 o embrido da semente de G. americana possui o
formato de uma espdtula, com coloracdo esbranquicada, bastante semelhante ao
de C. arabica, composto por um eixo e dois cotilédones, mas os embrides de
café sdo muito pequenos, com 3-4mm de comprimento (Dedecca, 1957)
enquanto os de G. americana t€m 6,1mm de comprimento.

Os embrides das sementes de G. americana crescem dentro da semente,
antes da protrusdo da radicula, o mesmo foi observado em embrides de C.
arabica, nos quais este crescimento € devido a expansdo e elongacdo celular,
que se da através da sintese de DNA, abundancia e reorientagdo dos
microtibulos e acumulacdo de PB-tubulina (Silva et al., 2004; 2008). Foi
observado um aumento total no tamanho dos embrides de 2,3mm de
comprimento, o que representa 38% de crescimento em relagdo ao seu tamanho
inicial, resultado semelhante ao encontrado em sementes de C. arabica, onde 0s
embrides crescem 35% em relacdo ao seu tamanho inicial. Ambas as partes,
hipocétilo e cotilédones, contribuiram para o crescimento total do embrido, mas
o hipocétilo foi quem apresentou maior crescimento, tanto em G. americana
como em C. arabica (Silva et al., 2004).

Foi observado por Silva et al. (2004) que em sementes de C. arabica
ocorre a formagdo de uma protuberdncia no endosperma micropilar, antes da
germinacdo. A presenga de protuberincia é devido a forca exercida sobre o
endosperma micropilar pelo embrido, confirmando que existe um crescimento
do embrido dentro da semente antes da protrusio da radicula. J4 em sementes de
G. americana esta protuberancia nao foi observada.

Em relac@o as caracteristicas morfo-anatomicas, observadas através da

microscopia de varredura, observou-se que o endosperma das sementes de G.
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americana apresenta uma preferéncia ou predestinacdo da regido onde a
protrusdo da radicula ird acontecer, pois as células do endosperma micropilar,
localizadas préximo a ponta da radicula do embrido, possuem dimensdes
menores e paredes celulares menos espessas que as células do endosperma
lateral. Esta predestinag¢do do local da protrusdo da radicula também foi proposta
para as sementes de lobeira (Pinto et al., 2007), café (Silva et al., 2004) e tomate
(Toorop et al., 2000).

O ndmero de camadas de células, seis a oito, no endosperma micropilar
de G. americana, foi superior ao nimero de camadas de células encontradas por
Silva et al. (2004), em sementes de café, trés a quatro camadas de células. As
estruturas das células do endosperma de G. americana sao semelhantes as de C.
arabica, onde as células do endosperma lateral possuem formato poligonal com
maiores dimensodes e espessura de parede. As paredes celulares mais espessas
indicam acimulo de reservas necessarias durante a germinagdo de sementes,
sugerindo que as paredes celulares do endosperma lateral armazenam
substdncias em maiores quantidades do que as células do endosperma
micropilar.

Em relagdo a forca requerida para a ruptura do endosperma micropilar,
das sementes de G. americana embebidas em d4gua, foi observado um
decréscimo significativo ao longo dos dias de embebic¢do. Observaram-se dois
estdgios de queda, do segundo dia até o oitavo dia de embebicdo foi observada a
primeira queda, a partir do oitavo dia de embebic¢do até o décimo segundo dia, a
forca manteve-se estdvel, e somente a partir de doze dias de embebicdo
observou-se a segunda queda na for¢a de ruptura. A ocorréncia de dois estagios
de reducdo na for¢a de ruptura também foi encontrada em sementes de tomate
(Toorop et al. 2000), café (Silva et al., 2004) e lobeira (Pinto et al., 2007). A
for¢a de ruptura apresentou uma redug¢do de aproximadamente 73%, onde a

forga inicial foi de 3N e o menor valor obtido, aos dezesseis dias de embebicao,
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foi de 0,88N, valores superiores aos encontrados em sementes de café (Silva et
al., 2004), que foram de 1,36N e 0,57N, respectivamente. Os valores superiores
para a forca de ruptura encontrados em sementes de G. americana podem estar
relacionados com o nimero de camadas de células do endosperma micropilar,
seis a oito, que é superior ao nimero de camadas de células das sementes de
café, trés a quatro camadas (Silva et al., 2004).

O decréscimo da forga de ruptura coincidiu com o aumento da atividade
da enzima endo-fB-mananase no endosperma micropilar. Estes resultados foram
semelhantes aos resultados encontrados em sementes de tomate (Groot et al.,
1987; Toorop et al., 2000) café (Silva et al., 2004) e lobeira (Pinto et al., 2007).
Embora se esperasse que ocorresse uma atividade de endo-B-mananase superior
em G. americana em relacdo a C. arabica, devido ao maior niimero de camadas
de células do endosperma micropilar, isto ndo ocorreu. Na verdade foi
observado o contrdrio, ou seja, todos os valores de atividade encontrados por
Silva et al. (2004) no endosperma micropilar de C. arabica foram superiores aos
de G. americana. Isto talvez explique os resultados para a forca de ruptura do
endosperma micropilar bem superiores para G. americana, quando comparado
com C. arabica.

O primeiro estdgio de reducdo da forga de ruptura do endosperma
micropilar coincidiu com o aumento da atividade da enzima endo-f-mananase;
esses resultados foram semelhantes aos resultados encontrados em sementes de
tomate (Groot et al., 1987; Toorop et al., 2000) café (Silva et al., 2004) e lobeira
(Pinto et al., 2007). Assim, a primeira queda na forca ndo apresentou correlagdo
com o crescimento do embrido, pois durante os oito primeiros dias de embebicao
o embrido ndo apresentou crescimento significativo.

A segunda queda na forca de ruptura também se correlacionou com o
aumento da atividade da enzima endo-B-mananase, mas segundo Silva et al.

(2004); Pinto et al. (2004) nao se pode excluir a possibilidade de o crescimento
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do embrido, durante a germinagdo, também contribuir para a segunda fase de
enfraquecimento do endosperma micropilar. A partir do oitavo dia de embebicao
houve crescimento significativo do embrido. Portanto, sugere-se que, a partir
desse momento o embrido comeca a adquirir for¢a suficiente, potencial de
pressdo, para iniciar o rompimento do endosperma micropilar, contribuindo para
o decréscimo na forca de ruptura.

No entanto, as duas fases de queda da for¢a de ruptura coincidiram com
o aumento da atividade da enzima endo-f-mananase no endosperma micropilar
das sementes. Resultados semelhantes foram encontrados por Groot et al.
(1987); Toorop et al. (2000); Silva et al. (2004); Pinto et al. (2007), indicando
que a atividade da enzima endo-B-mananase estd relacionada com o
enfraquecimento do endosperma micropilar. Sementes de G. americana que
tiveram o endosperma micropilar removido antes do experimento de
germinacgdo, apresentaram protrusdo da radicula no terceiro dia (dados ndo
mostrados), indicando que o endosperma apresenta resisténcia mecénica ao
crescimento do embrido; e, para que a germinacdo ocorra, o endosperma
micropilar precisa ser enfraquecido.

A localizagdo da atividade da enzima endo-B-mananase foi confirmada
pela técnica de impressdo de tecidos, onde a atividade foi detectada tanto no
endosperma lateral como no endosperma micropilar antes da protrusio da
radicula; o mesmo foi encontrado por Silva et al. (2004) estudando sementes de
café. Tanto para as sementes de G. americana como para as sementes de C.
arabica a atividade de endo-f-mananase ocorreu inicialmente no endosperma
micropilar e posteriormente no endosperma lateral, antes da protrusdo da
radicula. Sugere-se que exista um padrdo de atividade da enzima endo-B-
mananase de acordo com a familia. Para a familia Solanaceae, observando as
sementes de S. esculentum (Toorop et al., 1996) e S. lycocarpum (Pinto et al.,

2007), a atividade da enzima € detectada no endosperma micropilar antes da
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protrusdo da radicula e somente apds a germinacdo a atividade é observada no
endosperma lateral. Ja para a familia Rubiaceae, comparando os dados de G.
americana com os resultados encontrados por Silva et al. (2004) em sementes de
C. arabica, a atividade da enzima € detectada no endosperma lateral e micropilar
antes da protrusdo da radicula, embora em ambas as familias a atividade sempre
inicie no endosperma micropilar.

A atividade da enzima no endosperma micropilar, antes da germinacao,
pode estar relacionada com a degradacdo do endosperma para facilitar a
protrusdo da radicula, e a atividade no endosperma lateral, apds a germinagio,
estd relacionada com a mobilizagdo de reservas da parede celular, resultando em
produtos que serdo usados para o crescimento das plantulas (Voigt & Bewley,
1996). Assim, sugere-se que as espécies que apresentem crescimento exXpressivo
do embrido antes da germinacdo, 30 a 40% do tamanho original, como G.
americana, C. arabica e A. crassiflora, onde o crescimento do embridao é de
300% antes da protrusdo da radicula, Silva et al. (2007), possuam atividade da
enzima no endosperma lateral antes da protrusdo da radicula. J4 as espécies onde
o crescimento do embrido s6 € expressivo apds a germinacdo, como nas
sementes de tomate e lobeira, a atividade no endosperma lateral ocorre somente
apos a protrusdo da radicula. Além disso, especula-se que a atividade de endo-3-
mananase no endosperma lateral antes da protrusdo da radicula, contribua para o
crescimento do embrido, necessdrio para gerar forca suficiente para superar a
resisténcia imposta pelo endosperma.

As sementes de G. americana embebidas em ABA tiveram a
germinacdo completamente inibida. No geral, ndo houve crescimento do
embrido, para as sementes embebidas em ABA, porém o hipocétilo apresentou
um pequeno aumento de comprimento, que pode ser devido a entrada de 4gua na
semente, causando uma pequena expansdo celular, j4 que ABA ndo impede a

entrada de 4gua na semente. Estudos realizados por Silva et al. (2008)
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mostraram que ABA, além de inibir a germinacdo, inibe o crescimento e a
divisdao celular dos embrides das sementes de café, ABA também inibe a
acumulacdo de p-tubulina, a organizacdo transversal dos microtibulos e
replicacio do DNA nuclear dos embrides durante a embebicdo, fatores
envolvidos com a divisdo celular.

ABA também inibiu a segunda queda na for¢a de ruptura do endosperma
micropilar das sementes. Estes resultados coincidem com os observados por
Toorop et al. (2000); Chen & Bradford (2000); Wu et al. (2001); Silva et al.
(2004); Pinto et al. (2007). A primeira queda na forca de ruptura ocorreu mesmo
para as sementes embebidas em ABA, apesar de estatisticamente inferior aos
valores observados nas sementes embebidas em dgua. O decréscimo na forca de
ruptura ocorreu do segundo ao oitavo dia de embebi¢do, sendo que a partir do
oitavo dia a for¢a se manteve estavel até os 16 dias de embebicdo. De acordo
com Pinto et al. (2007), o primeiro estagio de enfraquecimento do endosperma
micropilar de sementes de lobeira ndo € inibido por ABA, e este
enfraquecimento estd relacionado com a atividade de endo-B-mananase, ja o
segundo estdgio, que € essencial para completar a germinacgdo, € controlado por
ABA, através da inibi¢@o do crescimento do embrido.

No entanto, ABA nio inibiu completamente a atividade da enzima endo-
B-mananase no endosperma micropilar das sementes de G. americana, apenas
causou redugdo da atividade, resultados que se assemelham com Toorop et al.
(2000); Silva et al. (2004); Pinto et al. (2007). Em sementes de café, embebidas
em ABA, a atividade da enzima foi reduzida para aproximadamente 10% em
relacdo as sementes embebidas em 4dgua (Silva et al., 2004). O fato de ABA nao
inibir a atividade de endo-B-mananase no endosperma micropilar das sementes
de G. americana, mas inibir o crescimento do embrido confirma o que ja foi
discutido acima, onde a segunda queda na forca de ruptura, que € inibida por

ABA, estd relacionada com a inibicao do crescimento do embrido.
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A localizacdo da atividade de endo-B-mananase através da técnica de
impressdo do tecido, para as sementes embebidas em ABA, mostrou-se
semelhante aos resultados encontrados em &4gua. Para as sementes de tomate
ABA ndo inibiu a atividade da enzima no endosperma micropilar antes da
protrusdo da radicula (Toorop et al., 1996), os mesmos resultados foram
encontrados por Pinto et al. (2007) em sementes de lobeira. Nonogaki et al.
(2000), estudando o cDNA de endo-B-mananase no endosperma micropilar das
sementes de tomate, observaram que o gene € expresso no endosperma
micropilar antes da protrusdo da radicula e esta expressdo nao € inibida por
ABA. Esses resultados diferem dos resultados encontrados em sementes de café
(Silva et al., 2004), onde ABA nio inibiu a atividade da enzima no endosperma
lateral, mas a atividade no endosperma micropilar foi inibida. Isto se deve ao
fato de ABA inibir duas isoformas da enzima endo-f-mananase (pl 4,5 e pl 6,5)
no endosperma micropilar das sementes de café.

Assim, a atividade de endo-f-mananase € necessdria no inicio do
processo de germinagdo, promovendo o enfraquecendo dos tecidos do
endosperma micropilar, que conferem uma resisténcia mecanica a protrusdo da
radicula. Depois, com o endosperma micropilar enfraquecido, o embrido torna-
se responsdvel para promover o segundo estdgio de queda na forga de ruptura, ja
que ABA inibe o crescimento do embrido e a segunda queda na forca de ruptura.
Portanto, aparentemente neste ponto (2° estdgio), o embrido tem forca suficiente
(potencial de pressdo), para romper o endosperma.

A sequéncia parcial de 510 nucleotideos, obtida a partir do DNA de G.
americana apresentou alta similaridade com o cDNA de outras espécies, como
café (Coffea arabica), cenoura (Daucus carota), tomate (Solanum esculentum) e
alface (Lactuca sativa) indicando que a sequéncia pertence ao gene da enzima
endo-B-mananase. Quando comparada com Coffea arabica (Marraccini et al.,

2001), a sequéncia de aminodcidos apresentou 98% de similaridade; esta alta
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similaridade pode ser devido ao fato das duas espécies pertencerem a mesma
familia. O sequenciamento parcial do gene endo-B-mananase permitird a
elaboracdo de trabalhos futuros de expressdo génica, onde a sequéncia parcial
deste gene pode ser utilizada para o desenho de primers especificos para G.
americana, e os resultados servirdo de comparacio com os dados de atividade da
enzima, e também auxiliard no sequenciamento completo do gene endo-f-
mananase de G. americana, que contribuird para a realizacdo de pesquisas

futuras relacionadas a este gene.
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5 CONCLUSOES

Os frutos de G. americana apresentam em média 105 sementes. As
sementes sdo castanho-amareladas, com tegumento levemente enrugado. O
endosperma das sementes € rigido e ndo impede a entrada de dgua.

O endosperma micropilar, das sementes de G. americana, possui seis a
oito camadas de células, com formato poligonal alongadas; as células possuem
dimensdes e espessura de paredes inferiores ao endosperma lateral.

Os embrides de G. americana crescem dentro da semente antes da
protrusdo da radicula e este crescimento € inibido por ABA.

Para que a germinacgdo ocorra é necessdrio o enfraquecimento do
endosperma micropilar.

O enfraquecimento do endosperma ocorre em dois estigios, sendo que o
segundo estagio é regulado por ABA.

A atividade da enzima endo-f-mananase inicia-se no endosperma
micropilar e depois se estende para o endosperma lateral, antes da protrusido da
radicula. ABA causou uma reducio da atividade da enzima.

A sequéncia parcial de aminodcidos de G. americana apresenta 100% de
similaridade com endo-f-mananase de C. arabica.

O mecanismo e o controle da germinacdo de sementes de G. americana

sdo similares aos de sementes de C. arabica.
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TABELA 1A. Resumo da andlise de varidncia para os resultados do tamanho
dos embrides, cotilédones e hipocétilo das sementes de G.
americana, embebidas em dgua ou em solugcdo de 100uL de

ABA.
FV GL QM
EMBRIOES COTILEDONES HIPOCOTILO

Dias 5 6,4680%* 1,1376%* 2,3690%*

Embebicao (Agua e ABA) 1 22,960%* 5,4017%* 7,7775%*

Dias x Embebic¢ao 5 2,630%* 0,5797** 0,7088**
Residuo 108
Total 119

CV(%) 6,34 9,66 8,17
**gignificativo a 5% de probabilidade.

TABELA 2A. Resumo da andlise de varidncia para os resultados da forga

requerida para a ruptura do endosperma micropilar das

sementes de G. americana, embebidas em dgua ou em solucio
de 100uL de ABA.

FV GL oM
Dias 7 96.737535%*
Embebicio (Agua e ABA) 82.544376**
Dias x Embebi¢ao 7 2.965569%*
Residuo 464
Total 479
CV(%) 14,97

**significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 3A. Resumo da andlise de variancia para os resultados da atividade da
enzima endo-B-mananase do endosperma micropilar das
sementes de G. americana, embebidas em dgua ou em solugdo de

100uL de ABA.
FV GL QM
Dias 7 14392,51%%*
Embebicio (Agua e ABA) 1 6256,08%*
Dias x Embebic¢ao 7 529,46%*
Residuo 32
Total 47
CV(%) 11,10

**significativo a 5% de probabilidade.

TABELA 4A. Resumo da andlise de variancia para os resultados dos pardmetros
de microscopia eletronica.

FV GL QM
DIAMETRO ESPESSURA
Endosperma 1 4526,44%* 179,02%*
Residuo 58
Total 59
CV(%) 17,3 23,09

**significativo a 5% de probabilidade.
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