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“Duas possibilidades existem: ou estamos sozinhos no universo, ou nao
estamos. Ambas sao igualmente assustadoras.”

- Arthur C. Clarke

“We choose to go to the moon in this decade and do the other things, not
because they are easy, but because they are hard.”

- John F. Kennedy
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RESUMO

O estudo da mobilizacdo de reservas em Passiflora edulis é de grande
importancia para o conhecimento da fisiologia da germinacdo da espécie, e esse
conhecimento pode abrir caminhos para novas aplicagdes cientificas e econémicas.
Nossos experimentos mostraram a mobilizacdo de reservas da semente através da
microscopia eletrbnica de transmissdo, onde observamos a disposi¢cdo dos corpos
lipidicos, o consumo dos corpos proteicos e posterior formacdo do vacuolo no
endosperma, e indicios da retomada do metabolismo com a mudanca de formato do
ndcleo. Também realizamos a analise dos &cidos graxos durante a germinacao,
verificando que hé& diferencas na mobilizagdo de &cidos graxos entre os tratamentos
de luz branca continua e escuro, no endosperma, enquanto nos cotilédones, ndo ha
diferencas significativas entre os dois tratamentos, sugerindo que as diferencas no
padrdo da mobilizacdo de reservas no endosperma pode ter papel importante para a
manutencdo dos cotilédones em estagios similares de desenvolvimento tanto na luz
quanto no escuro. A andlise de agUcares mostrou um consumo erratico para alguns
acucares no endosperma, mostrando ciclos de incremento/utilizacdo tanto sob luz
branca quanto no escuro, ao passo que nos cotilédones o consumo foi mais linear,
com pouca variacdo nos primeiros dias apés a semeadura (DAS) seguido de um
aumento nas médias por volta de 8 a 10 DAS. Também observamos a presenca de
cloroplastos no endosperma de sementes germinadas sob luz branca continua e nos
cotilédones tanto de sementes germinadas sob luz branca continua quanto no escuro.
O fato de haver cloroplastos no endosperma de sementes ortodoxas ainda néo foi
relatado na literatura, e andlises para averiguar sua morfologia e similaridade com
cloroplastos capazes de realizar fotossintese, bem como a importancia da sua
presenca no endosperma, sao de grande relevancia. Também procuramos mostrar o
papel do endosperma no crescimento inicial da plantula, e possiveis diferencas no seu
crescimento e desenvolvimento durante os primeiros dias de estabelecimento. Estas
diferencas podem ser explicadas ndo somente pela condicdo luminosa a qual a
semente é exposta ou a qualidade das suas reservas, mas também pela presenca de

cloroplastos no endosperma durante os tempos iniciais de germinacao.

Palavras-Chave: Germinacdo de sementes, mobilizacao de reservas, cloroplastos,
ultra-estrutura.



ABSTRACT

Seed reserve mobilization in Passiflora edulis fruit is of great importance to the
knowledge of this species seed germination, and this knowledge can open new ways
for scientific and economic applications. Our experiments showed seed reserve
mobilization through transmission electron microscopy, where we observed the
disposition of the lipid bodies, protein bodies consumption and subsequent vacuole
formation, and evidence of metabolism resumption with changes in nuclei format. We
also analyzed free fatty acids during germination, verifying that there are differences in
fatty acid mobilization between the continuous light and darkness treatments, in the
endosperm. In the cotyledons, there are no significant differences between the two
treatments, suggesting that the differences in the patterns of reserve mobilization may
have an important role in maintaining the cotyledons in the same developmental stage
in continuous light as well as in darkness. Free sugar analysis showed an erratic
consumption pattern for some sugars in the endosperm, presenting
increment/mobilization cycles in continuous light as well as continuous darkness,
whereas in the cotyledons, with little to no variation in the first days after sowing (DAS)
followed by an increase in averages at 8 and 10 DAS. We also observed the presence
of chloroplasts in the endosperm of seeds germinated under continuous white light,
and in the cotyledons of seeds germinated under continuous white light and continuous
darkness. The endosperm of an orthodox seed having chloroplasts is still not reported
in the literature, and analysis to verify their morphology and similarity to
photosynthesizing chloroplasts, as well as its importance in the endosperm, are of
great relevance. We also tried to show the endosperm role in the plant initial
development, and possible differences in plant growth and development during the
initial days of establishment. These differences can be explained not only by the light
conditions the seed is exposed to or the quality of its reserves, but also by the
presence of chloroplasts in the endosperm during the initial days of germination.

Key Words: Seed Germination, reserve mobilization, chloroplasts, ultrastructure



INTRODUCAO

A germinacdo de sementes € um processo crucial durante o ciclo de vida
de uma espermatéfita. Sobreviver a esta fase significa um passo adiante no
estabelecimento de um individuo, e em ultima instancia a sobrevivéncia de uma
dada espécie. Durante a germinacdo muitos processos acontecem, como a
absorcao de agua; aumento na respiracdo e na taxa de atividade metabdlica;
membranas, organelas e DNA passam por manutencéo de danos. Todos esses
processos sao influenciados por muitos fatores abiéticos, como temperatura e
luz, assim como pelos recursos inerentes a prépria semente, como as reservas
acumuladas no diasporo durante o seu amadurecimento. A dependéncia da
semente por suas reservas esta relacionada principalmente ao tamanho da
semente, qualidade das suas reservas, eficiéncia na translocagcdo dessas
reservas e eficiéncia fotossintética dos cotilédones (se o0s cotilédones
funcionam como um 6rgdo de armazenamento de reservas ou cOmo um
recurso fotossintético apés a germinacgao) (KITAJIMA, 2002; SORIANO et al.,
2013).

Assim, para uma planta estabelecer-se a partir de sementes em um
determinado ambiente, a germinacdo deve ser eficiente. Para tanto, cada
espécie apresenta adaptacbes, como a mobilizacdo de determinadas reservas
para a formacdo de estruturas fisicas na plantula ou para ativacdo do
metabolismo, sintetizando compostos metabdlicos intermediarios com
finalidades diversas. Essas adaptacbes podem ser o fator decisivo na
determinacdo do sucesso germinativo, e também para uma situagdo de
competicdo entre diferentes espécies, como por exemplo a herbivoria das
folhas da plantula ou um posicionamento em locais sombreados, podendo, pelo
consumo das reservas, suportar uma condicdo luminosa inferior a necesséria
para que o desenvolvimento inicial da plantula seja levado a cabo. Muitos
estudos estabeleceram padrbes de mobilizacdo de reservas e enzimas
especificas a esses processos em sementes de diferentes espécies de plantas,
seja para a mobilizacéo de lipidios (EASTMOND & GRAHAM, 2001; GRAHAM,
2008; MUTO & BEEVERS, 1974; TO et al., 2002), carboidratos (BUCKERIDGE
et al,, 2000; DIRK et al.,, 1999; HORNER & ARNOTT, 1966; SANTOS &
BUCKERIDGE 2004; TAKAKI & DIETRICH, 1980) e proteinas (ASHTON, 1976;

MUNTZ et al., 2001; ), sendo as sementes mais utilizadas em trabalhos desse
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tipo as pertencentes as espécies Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. e Ricinus
comunis L., para citar alguns exemplos.

A mobilizacdo de reservas durante o periodo de germinacdo de
sementes é um dos passos mais importantes desse processo, pois prové a
energia necessaria para que as células do embrido retomem a sua atividade,
realizem os reparos em toda a estrutura funcional celular (como no DNA,
membranas e organelas) e iniciem o desenvolvimento.

As trés principais fontes energéticas em uma semente Sdo 0S
carboidratos (principalmente na forma de mono, di e oligossacarideos, amido,
além de muitos outros polissacarideos de reserva), as proteinas e os lipidios.
Em sementes oleaginosas, os lipidios sdo armazenados na forma de
triacilglicerdis que constituem o0s corpos esféricos discretos chamados
oleossomos ou corpos lipidicos.

Enquanto muitos trabalhos sdo desenvolvidos com algumas poucas
espécies, e dessa maneira tornando-as representativas para muitos outros
estudos, pouca literatura foi encontrada sobre a mobilizacdo e a identificacéo
dos compostos de reservas que atuam no processo de germinagdo de
Passiflora edulis f. flavicarpa O. Deg, espécie de grande importancia
econbmica para o Brasil, embora alguns trabalhos (MORTON, 1987,
SANT’ANNA et al., 2001) mostrem somente a composicdo quimica da
semente.

Trabalhos anteriores (TOZZI, 2010; TOZZI & TAKAKI, 2011), mostraram
gue a semente desta espécie utiliza primariamente lipidios como principal
material de reserva, com a reducdo em seus niveis sendo identificavel a partir
do sexto dia de germinacdo (concomitantemente com o periodo de protrusédo
da raiz primaria, entre 0 quarto e o sexto dia, e inicio do crescimento da
plantula) com alguma mobilizacdo de carboidratos, especialmente carboidratos
livres durante todo o processo de germinacgdo, e alteracbes nos niveis de
proteinas sollveis totais, tanto pelo aumento da solubilidade de corpos
protéicos mobilizados como pela sintese de novas proteinas e de enzimas de
novo.

No que concerne a mobilizacdo de reservas e sua observacao ultra-
estrutural, cada uma das classes apresenta caracteristicas bem definidas. Sao
constituidas por 3 tipos principais: lipidios, proteinas e carboidratos. Lipidios
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geralmente sdo mobilizados primeiro, e 0os acidos graxos resultantes dessa
mobilizacdo sdo convertidos em glucose, fornecendo energia para a respiracao
celular (BOREK et al., 2006). Proteinas, por sua vez, sdo degradadas a medida
gue a protrusao radicular ocorre, e correlaciona-se com um aumento de amino-
acidos na plantula, assim como a sintese de proteinas (ASHTON, 1976). Ja a
mobilizagdo dos carboidratos de reserva é relacionada ao consumo de oxigénio
e morfogénese da plantula (ICHIE et al., 2001).

A reserva lipidica da semente é constituida principalmente de
triacilglicerdis (TAG), armazenados intracelularmente em organelas discretas,
os corpos lipidicos. Estruturalmente, essas organelas apresentam diametro
variando de 0,5 a 2 um (LEPRINCE et al., 1998). Sua matriz de triacilgliceréis é
circundada por uma unica membrana fosfolipidica com proteinas inseridas, as
oleosinas (TZEN et al., 1993), proteinas alcalinas de baixo peso molecular (15-
24 kDa) que se acumulam sobre a superficie dos corpos lipidicos de sementes
tolerantes a dessecacao (MURPHY, 2001). Acredita-se que uma das funcdes
das oleosinas € manter os corpos lipidicos como organelas discretas em uma
solugdo aquosa, evitando sua coalescéncia quando a semente passa por
dessecacao e posterior hidratacdo (TZEN & HUANG, 1992). Essa organizacéo
estrutural também auxilia na eficiéncia da mobilizagéo dos triacilglicerois, uma
vez que a superficie de contato para a acdo das enzimas mobilizadoras tende a
ser maior quanto maior o numero de corpos lipidicos.

Os triacilglicerdis possuem uma estrutura composta por uma molécula
de glicerol ligada a trés acidos graxos através de ligacOes éster. Estes acidos
graxos podem variar entre si ou serem de um mesmo tipo. Durante o processo
de mobilizacdo, os acidos graxos sdo inicialmente clivados do glicerol pela
acao de lipases, resultando em uma molécula de glicerol e trés de acidos
graxos. Estes sdo complexados com a coenzima A, formando o complexo
Acido Graxo-Acil-CoA que passa pelo processo de B-oxidagéo, na qual um
acido graxo Cn (onde n é o numero de carbonos) sdo sequencialmente
guebrados em n/2 moléculas de Acetil-CoA, metabolizada no glioxissomo para
posterior formacao de succinato e NADH, ao passo que a mitocondria converte
0 succinato a oxaloacetato e gera ATP pela oxidacdo do NADH, tendo como
objetivo final a producéo de glicose através da gliconeogénese no citoplasma
(VICK & BEEVERS, 1978; LARSON & GRAHAM, 2001; GRAHAM, 2008).
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Geralmente, a mobilizacdo dos lipidios ocorre majoritariamente no
periodo pés-germinativo (GRAHAM, 2008), iniciando durante a germinacao e
com sua principal fase de consumo se dando no inicio do desenvolvimento da
plantula (YANG et al., 2009, QUETTIER & EASTMOND, 2008, ALENCAR et
al.,, 2012). Além de fonte de energia para o metabolismo, os &acidos graxos
podem também ter papel estrutural de grande importancia, sendo um dos
principais constituintes dos fosfolipidios, moléculas tidas como o alicerce das
membranas biologicas. Os &acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e
linolénico séo alguns exemplos de acidos graxos constituintes dos fosfolipidios
(VICK & BEEVERS, 1978).

Corpos protéicos possuem uma estrutura variada, elétron densa, com
diametro de 0,1 a 25 pm, e geralmente apresentam-se em 3 tipos: uma
estrutura granular e homogénea (matriz protéica), um padrdo concéntrico de
granulos elétron densos, e por Gltimo uma matriz protéica com inclusdes, que
podem ser globdides ou cristaléides (PERNOLLET, 1978). Os corpos protéicos
possuem, em sua composicao, proteinas de reserva (70-80% de peso seco),
sais de acido fitico (10% peso seco), enzimas hidroliticas, cations e acidos
ribonucléicos (PERNOLLET, 1978). Sua biogénese se da a partir da formacao
de vacuolos durante a maturacdo da semente, com transporte ativo de
proteinas de reserva para esses vacuolos, ocorrendo a formacdo da matriz
protéica (HARA-NISHIMURA et al, 1987).

Acucares soluveis sdo de extrema importancia ndo somente durante o
inicio da germinacdo, desenvolvimento inicial da plantula e manutengéo do
novo individuo, mas também possuem um papel essencial na tolerancia a
dessecacdo durante a maturacdo da semente e fases iniciais da germinacéo
(LEPRINCE et al.,, 1990).As sementes perdem a tolerancia a dessecacao
enquanto a germinacéo ocorre, e o0 consumo de oligossacarideos esta ligado
diretamente a perda de tolerAncia a dessecacdo, uma vez que
oligossacarideos da série rafindsica, ciclitois e sacarose sdo reconhecidamente
importantes no desenvolvimento desta tolerancia durante a maturacdo de
sementes (KOSTER & LEOPOLD, 1998; GORECKI et al., 1997). Juntamente
com a queda nos niveis de oligossacarideos, 0s niveis de monossacarideos
tendem a variar durante a germinacdo, podendo variar positivamente pela

guebra de polissacarideos de reserva como o amido, polissacarideos de
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reserva de parede como galactomanano, seja pelo consumo de lipidios de
reserva, para prover glucose, frutose e sacarose ndo somente ao embrido no
inicio do seu desenvolvimento, mas também para serem transportados por
todos os tecidos durante o estabelecimento da plantula, onde séo requeridos
para o crescimento e manutencéo do equilibrio osmético (ROSA et al., 2009).
Os niveis de monossacarideos também podem variar negativamente, através
do consumo destes pelos tecidos, relacbes de fonte-dreno, ou mesmo em
situacdes de estresse. Como o periodo germinativo € bastante delicado para a
plantula, variacbes nos niveis de aclcares soluveis podem comprometer o
desenvolvimento. Fatores abidticos como por exemplo a salinidade, situacfes
de seca e diferentes qualidades de luminosidade s&o reconhecidos por alterar
a concentracdo de acucares soluveis (ROSA et al., 2009).

Concomitantemente com a mobilizacdo de reservas, durante o
desenvolvimento inicial da plantula, os cotilédones podem passar por um
estado fotossintetizante, variando entre as espécies. Geralmente, sementes
grandes com muitas reservas apresentam germinacdo hipégea. Seus
cotilédones funcionam como armazenadores de reserva e ndo se tornam
fotossintetizantes. Essas espécies apresentam a caracteristica de serem
tolerantes a sombra. Por outro lado, sementes com germinacao epigea tendem
a ser menores, possuem uma menor quantidade de reservas, e seus
cotilédones se tornam fotossintetizantes conforme as reservas vao se
esgotando. Essas espécies apresentam a caracteristica de serem dependentes
de luz no seu desenvolvimento inicial (KITAJIMA, 2002; SORIANO et al., 2013).
A capacidade fotossintética entdo adquirida pelos cotilédones fornecera
energia para o crescimento continuo da plantula.

ApoOs a germinacao, o desenvolvimento dos cloroplastos pode acontecer
de maneiras distintas, dependendo da condicdo ambiental a qual a semente
esta sujeita. No escuro, os proplastidios indiferenciados podem se diferenciar
até o estagio de etioplasto, organela com a presenca de corpos membranosos
indiferenciados, 0s corpos prolamelares, que contém moléculas de
protoclorofilideo, precursores da clorofila. JA na presenca de luz, ocorre a
reducdo do protoclorofilideo em clorofilideo a, que na sequéncia convertido a
clorofila a e b. Concomitantemente com a sintese de clorofila, os corpos

prolamelares se desenvolvem, formando os tilacoides e grana (POGSON &
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ALBRECHT, 2011). Esse processo € muito comum em cotilédones de
sementes epigeas, como descrito em Tabebuia roseaDC (KITAJIMA, 2002).

As sementes de P. edulis, quando germinadas sob luz branca continua,
possuem cotilédones que se apresentam verdes apos sairem do interior do
endosperma e do tegumento. No entanto, o endosperma também apresenta
uma coloracdo esverdeada logo apdés a abertura dos tegumentos. Essa
coloracdo verde pode indicar a presenca de cloroplastos e por consequéncia
uma capacidade fotossintetizante, algo ainda néo relatado na literatura para
esse tecido. Além disso, a germinacdo da semente de maracuja amarelo €
epigea, e um endosperma fotossintetizante pode representar uma vantagem
para o estabelecimento da plantula na transicdo do estado heterotréfico para o
autotrofico.

Assim, a compreensdo das mudancas ocorridas a nivel ultra-estrutural
nesta espécie levara a conhecimentos relevantes sobre a sua germinagéo, bem
como servira de subsidio para pesquisas futuras que envolvam a manipulacéo
e manutencdo da mesma, como por exemplo, em técnicas de armazenamento
e preservacdo de germoplasma, servindo de referéncia para possiveis
alteracdes que o0 emprego destas técnicas possam causar para o desempenho
germinativo da espécie.

Além disso, tendo a semente de P. edulis como objeto de estudo,
procuramos analisar a mobilizacdo dos acidos graxos e carboidratos livres nos
cotilédones e endosperma durante dez dias sob luz branca continua e escuro
continuo, para contemplar tanto a germinacdo como a fase de crescimento
inicial da plantula, tendo como hipotese a premissa de que havera diferencas
na mobilizacdo dessas duas reservas de acordo com a condi¢do luminosa.

Por fim, procuramos entender a relagdo do endosperma e a possivel
presenca de cloroplastos neste tecido e a sua influéncia no crescimento inicial
da plantula. A retirada do endosperma apds um periodo determinado da
germinacdo, em diferentes condicdes Iluminosas, nos permitiu tentar
compreender ndo somente a influéncia das reservas do endosperma no
crescimento inicial, mas também se ha a participacdo ou alguma influéncia no
crescimento derivada do fato de os cloroplastos serem, ou nao,
fotossinteticamente ativos. E sabido que diferentes condicbes de

desenvolvimento afetam iniUmeros fatores das plantas, sendo o indice de area
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foliar especifico uma das caracteristicas mais utilizadas para se estimar a
estratégia de crescimento de uma planta, como também a massa seca de
alguns 6rgaos, como folhas e raizes, ja que o crescimento destes tecidos é
bastante plastico e responde diferentemente de acordo com a condicdo de
desenvolvimento (PETERSON et al, 1989; WILSON et al., 1999; JAMES et al.,
2002). Nao somente o ganho de massa seca e 0 crescimento sao afetados,
mas também a eficiéncia quantica potencial e a eficiéncia quantica efetiva do
fotossistema 1l também podem sofrer alteracdes quando as plantulas séo
submetidas a diferentes condicdes ambientais e de estresse (BAKER, 2008).
Dessa maneira, a assimilacdo de CO, também pode sofrer alteracdes em
resposta aos diferentes tratamentos aplicados em nossos experimentos.

Nossa meta entdo foi responder as seguintes perguntas durante 0 N0Sso
trabalho: () a germinacao da semente de P. edulis Sims f. flavicarpa O. Deg é
semelhante a de sementes como por exemplo as ja mencionadas Arabidopsis
thaliana e Ricinus comunis? (II) Durante a germinacdo serdao consumidos
inicialmente os lipidios, uma vez que € uma semente oleaginosa? (Ill) Qual
seria 0 papel dos carboidratos livres? Também procuramos averiguar a
presenca de cloroplastos no endosperma de P. edulis através de técnicas de
microscopia eletrdnica e microscopia confocal, para responder se (I) existem
cloroplastos no endosperma; (Il) esses cloroplastos apresentam morfologia
semelhante a de cloroplastos competentes a realizar fotossintese; (lll) em que
momento eles aparecem, durante a germinacdo ou crescimento inicial da
plantula. Juntamente com as respostas a essas perguntas, procuramos
averiguar a importancia dos cloroplastos no endosperma, bem como sua
influéncia sobre a dinamica do consumo de reservas e as condigbes
fisioloégicas de suas membranas internas durante a germinagcao e crescimento

inicial da plantula.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo e beneficiamento das sementes

As sementes de P. edulis f. flavicarpa cv. IAC 273/277 foram adquiridas
no Instituto Agronémico de Campinas (IAC), sendo beneficiadas por
metodologia propria do Instituto, consistindo basicamente de remocéo da polpa
por turbilhonamento em liquidificador (com uma peca adaptada para nao
danificar as sementes), secas, e 0s residuos de arilo restantes removidos

manualmente, segundo informacfes do proprio Instituto Agronémico.

Condicdes de germinacao para as analises

As sementes foram colocadas em placas de Petri de 90mm de diametro
forradas com duas camadas de papel filtro embebido com 10mL de &agua
destilada, variando na quantidade de sementes colocadas nas placas de
acordo com cada experimento. Para a analise de microscopia tanto eletrénica
de transmissao quanto confocal, foram utilizadas 15 sementes para cada uma
das trés placas de Petri usadas para as repeticbes, tanto na luz quanto no
escuro. Para as andlises de acidos graxos e carboidratos, crescimento em casa
de vegetacdo e andlise de trocas gasosas por IRGA, vinte sementes em cada
uma das repeticoes.

As placas de cada experimento foram incubadas na alterndncia de
temperatura de 20-30°C (12h-12h) dentro de germinadores (Silva, 2004) e sob
luz branca continua, provida por duas lampadas fluorescentes de 15W tipo luz
do dia (GE, Hungria), instaladas sobre a prateleira onde foram colocadas as
placas de Petri, de maneira que a fluéncia seja a mais homogénea possivel, e
de cerca de 70umol.m?.s™>. O mesmo procedimento experimental foi realizado
com as sementes no escuro continuo, exceto que as placas de Petri foram
mantidas dentro de caixas gerbox pretas. Sementes do tempo zero (t0),
segundo (t2), quarto (t4), sexto (t6), oitavo (t8), décimo (t10) e décimo-quarto
(14) dia de germinacédo foram coletadas e processadas das maneiras descritas

na sequéncia.
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Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O tegumento das sementes foi retirado, e somente o endosperma e
cotilédone foram submetidos a MET, sendo processados separadamente. A
pré-fixacdo foi realizada com Karnovsky modificado (glutaraldeido 1,5%,
formaldeido 1,5%, tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2) durante duas
semanas, seguida de duas lavagens de 15 minutos em tampéao cacodilato de
sédio 0,1M. A pos-fixacao foi realizada com tetroxido de ésmio 1% em tampao
cacodilato de sdédio 0,1M, pH7,2por duas horas, seguida de duas lavagens em
tampéo cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2. ApGs esse processo, foi realizada
uma lavagem de 15 minutos em alcool 10% seguida de contrastacédo em bloco
com acetato de uranila 2% em alcool 10%. O material foi desidratado em série
crescente de concentracdo de acetona até 100%, embebido em resina Spurr e
emblocado (DYKSTRA, 1993). Os blocos foram entdo cortados em ultra-
micrétomo LEICA Reichert Super Nova na espessura entre 60-90 nm,
contrastados novamente em acetato de uranila e citrato de chumbo, e
analisados ao microscopio eletronico de transmissdo Philips CM100. A
documentacéo fotogréfica foi realizada com uma camera digital Olympus Veleta
acoplada ao microscoépio eletrdnico, com aquisicdo das imagens pelo programa
Olympus iTEM.

Microscopia Confocal

As sementes dos tempos acima mencionados foram separadas em
cotilédones e endosperma, sendo utilizadas para analise o cotilédone inteiro e
porcoes de endosperma seccionadas a mao livre. O material foi montado a
fresco em laminas de vidro com laminula de espessura 0,16mm e
glicerina:Tampéao Fosfato Salino (PBS) 9:1. A excitagéo foi realizada a 488nm,
com bandpass de 650-700nm.

Analise de acidos Graxos
Os procedimentos para extragdo, derivatizagdo e andlise foram feitos

com base em Sant’anna et al. (2001), com algumas adaptac¢des. A metodologia

segue descrita abaixo.
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- Extracao
O tegumento foi retirado e os cotilédones e endospermas foram

separados para analise. Dez cotilédones e dez metades de endosperma foram
utilizados em cada uma das trés repeticdes de extracdo e cromatografia. Apds
a separacao, os dez cotilédones e as dez metades de endosperma foram
colocados dentro de “vials” de vidro e a extracédo se procedeu com 1mL de
hexano. Ap6s homogeneizacédo e passagem de 15 minutos pelo ultrassom, a
solucao foi filtrada em algoddo com auxilio de uma seringa de vidro, e a fase
sélida restante descartada. O hexano foi evaporado em um dessecador ligado
a uma bomba de vacuo, e a fracao restante apos a evaporacao foi submetida a

derivatizacao.

- Derivatizacao
O processo consistiu em ressuspensao da fragao lipidica em 500 uL de

hidroxido de potassio 0,5N em metanol e aquecimento a 60°C durante 10
minutos. Em seguida, 400 pyL de &acido sulfurico 0,9N foram adicionados, e
novamente a solucéo foi aguecida a 60°C durante 10 minutos. Na sequéncia, 1
mL de hexano foi adicionado e os “vials” foram agitados vigorosamente. Apos a
separacao de fases, a fase hexanica foi recolhida e purificada com bicarbonato
de amodnio a 1%. Ao final desse processo, a fase hexanica foi recolhida e

submetida a analise cromatogréfica.

- Analise em cromatografia liguida gasosa e detec¢éo por espectrometria
de massa
O procedimento consistiu em injecédo de 1 yL da amostra a temperatura

de 160 °C, seguindo com o seguinte programa: 160°C durante 5 minutos, e na
sequéncia uma rampa com incremento de 5°C por minuto até a temperatura
final de 200°C, permanecendo nessa temperatura por 3 minutos. Em seguida,
houve um incremento de 8°C por minuto até a temperatura final de 280°C,
permanecendo nesse patamar por 6 minutos. Apds passagem pela coluna, a
amostra foi analisada em um espectrometro de massa no alcance de 40 a 500

m/z.
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Analise qualitativa dos carboidratos soluveis
A andlise de carboidratos foi realizada no Nucleo de Bioquimica de

Plantas do Instituto de Botanica de S&o Paulo. Amostras de dez cotilédones e
de dez metades de endosperma foram submetidas a deionizacdo em colunas
de troca i6nica (10 X 1) contendo resinas nas formas catibnicas (Dowex 50 X
40 X 200) e anionica (Dowex 1 X 8 — 200) (Carvalho & Dietrich 1993). Em
seguida foram filtradas em membranas de 0,45 pm e analisadas por
cromatografia de troca anibnica de alta resolucdo com deteccdo por pulso
amperomeétrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS 3000 utilizando
coluna CarboPac PA1 (2 X 250 mm). Os oligossacarideos e monossacarideos
foram analisados na concentragdo de 400 pg mL-1. O gradiente para
separacao dos oligossacarideos foi realizado misturando-se o eluente A (agua
deionizada) e o eluente B (250 mM de hidréxido de sodio) na seguinte
programacao: 0-25 min, 100 mM B; 25-30 min, 200 mM B; 30-35 min, 100 mM
B. O gradiente para separacdo dos monossacarideos foi realizado misturando-
se o eluente A (agua deionizada) e o eluente B (250 mM de hidroxido de sadio)
na seguinte programacéo: 0-25 min, 16 mM B; 25-30 min, 200 mM B; 30-35
min, 16 mM B. O fluxo aplicado foi de 0,250 ml min-1.0s monossacarideos e 0s
oligossacarideos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencéo
com padrdes comerciais de fucose, arabinose, galactose, glucose, manose,

mio-inositol e rafinose (Sigma).

Massa seca de endospermas e cotilédones ao longo da germinacao
e crescimento inicial
Para esse experimento, dez sementes tiveram seus dez endospermas e

vinte cotilédones separados, colocados em uma folha de papel aluminio
previamente identificada e tarada, e tiveram suas massas anotadas. Os
envelopes de papel aluminio contendo os tecidos foram colocados dentro de
uma placa de petri de 120mm. Em seguida, a placa de Petri foi colocada em
estufa a 95°C, durante dois dias. Ao final desses dois dias, os envelopes eram
retirados e suas massas eram novamente medidas. A diferenca entre a massa
final e a massa inicial dos envelopes representou o peso seco dos tecidos. O

experimento foi realizado em triplicata.
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Analise de crescimento em casa de vegetacao, fluorescéncia e
trocas gasosas
Aos 10 DAS, dez sementes germinadas sob luz branca continua e dez

sementes germinadas sob escuro continuo tiveram o0 que sobrou do
endosperma retirado (tratamentos luz sem endosperma — LSE e escuro sem
endosperma — ESE, respectivamente) e colocadas para continuar o seu
desenvolvimento em substrato florestal (Genebom, Mogi Mirim, S&o Paulo,
Brasil) em casa de vegetacdo com temperatura média diurna de 32 = 2 °C,
juntamente com 10 sementes intactas germinadas sob luz branca continua e
escuro continuo (respectivamente, tratamentos luz com endosperma, LCE e
escuro com endosperma, ECE). Aos 50 DAS (40 dias apds o plantio) foram
realizadas medidas de trocas gasosas (assimilacdo de CO,) e de fluorescéncia
da clorofila a por meio de analisador de gases por infra-vermelho (IRGA) de
sistema aberto (LI-6400xt, LI-COR, Lincoln, NE, USA), acoplado a fluorébmetro
(LCF 6400-40, LI-COR) de pulso de amplitude modulada. As medidas foram
realizadas das 9h até 11h, em dia sem nuvens. O déficit de pressao de vapor
(DPV, kPa) na camara amostra variou de acordo com a oscilacdo do ambiente
externo a camara. A concentracdo de CO, na camara amostra foi fixada em
400 pmol mol™. A densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(DFFFA) foi mantida em 1200 pmol m™? s, que foi similar ao DFFFA medido
(quantdmetro) na casa de vegetacéo. A fluorescéncia da clorofila a foi medida
com um pulso saturante de luz de aproximadamente 7000 pmol fétons m? s*
durante 0,7s. Para medir a eficiéncia quantica potencial, as folhas foram
cobertas com papel aluminio durante 30 minutos, sendo a fluorescéncia
maxima da clorofila a (Fm) e fluorescéncia minima (Fo) medidas na sequéncia.
A fluorescéncia variavel (Fv) foi calculada pela equacdo Fv = Fm-Fo, sendo a
eficiéncia quantica potencial calculada por Fv/Fm(BOLHAR-NORDEMKAMPF
& OQUIST, 1993). A fluorescéncia maxima (Fm’) foi medida apés um pulso
multifasico de luz saturante, sendo a fluorescéncia-base sob luz actinica
medida anteriormente a este pulso (Fs). A eficiéncia quantica efetiva (¢ps)) foi
calculada como ¢psy = (Fm*-Ft)/Fm’ (GENTY et al., 1989). A fracdo da luz
usada na fotoquimica pelo fotossistema Il (PSIl) [P = ((Fm’ - Fs)/Fm’)],
dissipagéo do calor no complexo antena [D = 1 - (FV/Fm’)], e a dissipacéo do

calor nos centros de reacdo [E=(1-gqP) (FV/Fm’) foram calculados de acordo
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com Demming-Adams (1996). Nestes calculos, Fv' é a fluorescéncia variavel
entre a fluorescéncia maxima (Fv’) e minima (Fo’) de uma folha adaptada a luz
e Fs é a fluorescéncia estavel em uma folha adaptada a luz. O quenching
fotoquimico (gP) foi calculado por qP=(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), de acordo com Baker
(2008).

Na sequéncia dessas andlises, procedeu-se a medicdo de massa seca
(g) das folhas, raiz e caule e &rea foliar (cm?) de cada uma das plantas de cada
tratamento, sendo realizados os célculos de Area Foliar especifica (AFE,

cm?/g) e de Area Foliar Especifica X Assimilacéo de CO».

Andlise estatistica
Os dados de acidos graxos, carboidratos, trocas gasosas e analise

vegetativa foram submetidos a analise de variancia, comparando-se as meédias
dos valores de cada tratamento. Havendo diferenca significativa entre as
médias, foi aplicado o teste de Holm-Sidak com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Germinacao das sementes

As sementes apresentaram alta germinabilidade e alcancaram valores
proximos de 100% tanto na luz branca quanto no escuro, sendo que estas
dltimas iniciaram a protrusdo da raiz cerca de dois dias antes das sementes

mantidas sob luz branca continua (Figura 1).
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Figura 1: Germinagdo acumulada de P. edulis. -0- luz branca continua, -e- escuro continuo. As barras de erro
representam o desvio padrao.

Microscopia Eletrénica — Consumo de reservas

Numerosos corpos lipidicos foram observados tanto nos cotilédones
guanto no endosperma (figuras 2 A-C e 3 A e C). Esses corpos lipidicos séo
delimitados por uma Unica unidade de membrana, ocupando, nos tempos
Iniciais, praticamente todo o espaco intra-celular. Conforme o avango nos dias
ap6s a semeadura, o numero de corpos lipidicos diminuiu, permitindo a
observacdo de outras organelas, como mitocondrias, reticulo endoplasmaético
rugoso, complexo de Golgi e plastidios.

Glbébulos protéicos foram encontrados tanto nos cotilédones quanto no
endosperma. Tanto glébulos protéicos com matriz protéica homogénea quanto

com inclusdes de cristaloides estdo presentes nas células dos cotilédones e do
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endosperma (figura 4). Nao foram observados corpos protéicos com inclusdes
globdides.

Os ndcleos se mostraram compactados nos tempos iniciais de
germinacao, tanto no endosperma quanto no cotilédone, e retornaram ao seu
formato arredondado tradicional até o décimo dia (figura 5 A e B). Pouca
heterocromatina foi observada nos nucleos e a presenca de um nucléolo bem
organizado. Nao foram encontrados sinais da regido organizadora do nucléolo.

Organelas arredondadas elétron-densas foram observadas préoximas a
corpos lipidicos nos tempos mais avancados de germinacao (figura 6), os
glioxissomos em associagdo com mitocondrias.

A observacdo de mitocOndrias se tornou possivel no o sexto dia,
podendo ser considerado como o inicio do crescimento e desenvolvimento da
plantula. No endosperma, as mitocéndrias foram encontradas, na maior parte
do tempo, préximas umas das outras, estando também préximas dos corpos
lipidicos e dos plastidios (figura 6 B).

No endosperma, a parede celular apresentou caracteristicas fibrilares,
com uma lamela média mais elétron-densa (figura 3D). Nao foram observadas
alteracdes na estrutura da parede celular, bem como na sua espessura, no
decorrer da germinacao.

Ocorreu a formacdo de um grande vacuolo nas células do endosperma
entre o oitavo e décimo dia apdés a semeadura, com todo o material celular
restante sendo alocado na periferia desse vacuolo (figuras 3B e 7C). A
formacao deste vacuolo coincidiu com a degradacao dos corpos protéicos que
antes ocupavam a por¢ao central da célula. Sinais de degradacéo das células
do endosperma, além da perda de turgescéncia das mesmas foram
observados.

Para as sementes germinadas no escuro, a observacao da mobilizacéo
de reservas se mostrou bastante semelhante com o ocorrido sob luz branca.
Os corpos lipidicos foram sistematicamente degradados até o décimo dia no
endosperma, possibilitando a observacdo das organelas durante o crescimento
inicial da plantula. Também houve a formacéo de um grande vacuolo na regido
central da célula, com todas as organelas e estruturas alocadas nas laterais.

Este vacuolo também foi formado concomitantemente com a degradagédo dos
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corpos protéicos, que ocorreu da borda do granulo em direcdo ao seu interior,
com a formac&o de varios micro-vacuolos nas bordas (figura 7B).
Diferentemente do observado no endosperma de sementes germinadas
sob luz branca, plastidios/cloroplastos ndo foram observados durante a
germinacao ou crescimento inicial no endosperma de sementes submetidas ao
escuro continuo. No entanto, nos cotilédones de sementes germinadas no
escuro, apesar de a dinamica de reservas acompanhar o observado na luz
branca, houve a observacao de plastidios indiferenciados, caracterizados pela

presenca de corpos prolamelares em seu interior (figura 7F).
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Figura 2: Cotilédones de P. edulis durante a germinagdo e desenvolvimento inicial da plantula. Notar a diminuigdo
na quantidade de corpos lipidicos (L) e protéicos (P) ao passo que a germinagdo ocorre. Notar também a presenca
de cristaldide (C, figura A) na matriz protéica de um corpo protéico, assim como amiloplastos (A, figura E) nos
tempos tardios apds semeadura. A—t0,B—1t2,C—t6, D—-t8 e E—t10.
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Figura 3: Endosperma de P. edulis durante a germinagdo e desenvolvimento da plantula. A-B (t0 e t10,
respectivamente), observar a mudanga na configuracdo da célula, antes preenchida por corpos lipidicos (L), com
alguns corpos protéicos (P) (figura A), para uma célula com um grande vacutolo centralizado, com o citoplasma
limitado a periferia da célula (figura B). Na parte inferior da figura B, notar o empilhamento de paredes celulares de
algumas células ja vazias. C-D (tO e t10), detalhe da parede celular (Pc) e da lamela média (Lm), ndo apresentando
aqui evidéncias de consumo de polissacarideos de reserva de parede.
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Figura 4: Principais reservas do endosperma da semente de P. edulis. A-C, glébulos protéicos. Notar em B os
vacuolos (V) formados pela degradagdo protéica, e em A e C a fusdo de alguns corpos protéicos, com cristaldides
(C). Em D, detalhe caracteristico das gotas lipidicas, com uma unidade de membrana (cabega de seta) em contraste
com as duas unidades de membrana da membrana plasmatica (seta).
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Figura 5: Mudanga nos formatos dos nucleos durante a germinacdo e o desenvolvimento da plantula de P. edulis.
Notar a transi¢do de um nucleo compacto (A, C) para o formato arredondado tradicional (B,D). A-B, cotilédones (t0
e t10 respectivamente) e C-D, endosperma (t0 e t10, respectivamente).
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Figura 6: Organelas e estruturas celulares no Endosperma de P. edulis. A, complexo de Golgi com vesiculas em suas
laterais; B, mitocondrias e glioxissomos; C, detalhe de um glioxissomo com cristaloide; D, células do endosperma
vazias, com o citoplasma limitado as margens das células. CG — Complexo de Golgi, M — Mitocondria, G —
Glioxissomo, C — Cristaldide, V — Vacuolo.
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Figura 7: Consumo de reservas no escuro em endosperma e cotilédones de P. edulis. A, endosperma 4 DAS, com
muitos lipidios preenchendo toda a extensdo da célula e grandes corpos protéicos; B, detalhe do consumo dos
corpos protéicos; C, célula do endosperma em 10 DAS, restando poucas reservas e formagdo do vacuolo central a
partir do consumo de proteinas; D, célula do cotilédone em 8 DAS, com consumo avangado de corpos protéicos e
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corpos lipidicos presentes; E, detalhe do nucleo, e plastidio indiferenciado em cotilédones; F, plastidio
indiferenciado na célula de um cotilédone. Notar a presenca de corpos prolamelares, caracteristicos de plastidios
que ainda ndo se diferenciaram em cloroplastos. P — Corpo Protéico, V — Vacuolo, L — Lipidio, N — Nucleo, Pl —
Plastidio, Cp — Corpo prolamelar.

Microscopia Eletronica —Observacéao de Cloroplastos

- Endosperma
Plastidios foram observados em 8 dias apdés a semeadura (DAS) (figura

8 A-B) no endosperma de sementes germinadas sob luz branca, apresentando
um sistema simples de tilacoides, ndo havendo a formacdo de grana. Os
plastidios foram localizados na margem das células, assim posicionados devido
a formacao do vacuolo central das células do endosperma, resultante da fusdo
e consumo dos corpos proteicos de reserva. Em 10 DAS, os plastidios foram
encontrados em um estagio mais avancado de desenvolvimento, com um
aumento no numero de membranas internas, como também um aumento na
sua complexidade, formando grana com 3 a 6 membranas empilhadas (figura 8
C).

Em alguns plastidios foram observadas estruturas que se assemelham a
corpos prolamelares (figura 8 A, C)

O endosperma de sementes germinadas no escuro continuo nao

apresentou plastidios em nenhum dos dias observados (figura 8 F).

- Cotilédones
Nos cotilédones de sementes germinadas sob luz branca continua, os

plastidios comecaram a ser visiveis a partir do 8° DAS (figura 9 A). Tilacoides
nao foram observados, e também ndo ocorreu a formagcdo de grana e
apresentaram granulos de amido em seu interior. Esse padréo continua aos 10
DAS (Figura 9 B), com as células dos cotilédones apresentando numerosos
amiloplastos. Aos 14 DAS, os amiloplastos apresentaram tilacdides em seu
interior, formando grana, juntamente com granulos de amido (figura 9C).

Ja para os cotilédones de sementes germinadas no escuro continuo,
plastidios (etioplastos) também apareceram em 8 DAS (Figura 9 D). No
entanto, a maioria deles ndo apresentaram grédos de amido em seu interior. O
mesmo padrao se manteve aos 10 DAS (Figura 9 E), e alguns tilacoides foram
observados em seu interior, sem apresentar a formacao de grana. Aos 14DAS,

corpos prolamelares foram observados no interior dos plastidios (figura 9 F).
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Figura 8: Cloroplastos no endosperma de sementes de P. edulis. A-B, 8DAS; C-D, 10 DAS. Em D, detalhe de grana. E,
Localizagdo dos cloroplastos na célula. F, 10 DAS germinadas em escuro continuo, ndo apresentando plastidios.
Legenda: cabegas de seta, tilacoides; setas, cloroplastos; CP, Corpo prolamelar; *, grana.
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Figura 9: A, B e C — Plastidios de cotilédones da semente de P. edulis em 8, 10 e 14 DAS germinados sob luz
continua, respectivamente, com formagdo de amido em seu interior. D, E e F, plastidios de cotilédones de 8, 10 e 14
DAS germinados sob escuro continuo, ndo apresentando amido em seu interior. Legenda: Cabegas de seta,
tilacoides; setas, amiloplasto; CP, corpo prolamelar; *, grana.
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Microscopia Confocal

- Endosperma
A resposta fluorescente comecou a aparecer em 8 DAS na luz branca

(figura 10 C-D), mantendo a resposta de fluorescéncia em 10 DAS (figura 10 E-
F). A localizagdo dos pontos de fluorescéncia coincidiu com a localizagéo
celular dos plastidios na microscopia eletrénica de transmisséo, a margem da
célula (Figura 11 A-B). Para facilitar a compreensdo do texto a seguir, 0s
pontos de fluorescéncia serdo tratados como plastidios (figuras10 e 11).

Os plastidios foram observados por todo o tecido. O inicio da resposta
fluorescente no tecido coincidiu com a transicdo para a coloracdo verde
apresentada pelo tecido, coloracéo esta que aparece nas partes expostas a luz
durante a germinacdo. Nos locais onde o tegumento da semente recobre o
endosperma, uma coloracdo branco-amarelada estava presente.

Nenhuma resposta de fluorescéncia foi observada no endosperma de

sementes germinadas no escuro continuo (figura 11 A-B).

- Cotilédones
Os cotilédones de sementes germinadas sob luz branca apresentaram

plastidios, com o0 seu aparecimento iniciando-se aos 6 DAS,
predominantemente concentrados nos estdmatos dos cotilédones inicialmente
(figura 12 A-B), e na sequéncia, aos 8 e 10 DAS foram encontrados pela
lamina, nas regides entre as nervuras (figura 13 C-F). A sua localizagcdo no
interior da célula foi difusa, ndo estando relegado a qualquer regido em
particular. O aparecimento dos plastidios foi acompanhado por uma mudanca
de coloragdo dos cotilédones, passando de brancos a verdes.

Os cotilédones de sementes germinadas sob escuro continuo também
apresentaram resposta de fluorescéncia e, consequentemente, plastidios. Sua
observagdo também se deu aos 6 DAS, inicialmente concentrados nos
estbmatos (figura 12 C-D), e na sequéncia aparecendo no restante dos
cotilédones, aos 8 e 10 DAS nas regides entre as nervuras (figura 14 A-B). O
aparecimento dos plastidios no escuro também foi acompanhado por uma

mudanca na coloragdo dos cotilédones, porém, diferentemente do observado
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sob luz branca, no escuro continuo os cotilédones passaram de branco a

branco-amarelado, coloragéo de folhas em estado de clorose.

100 um

Figura 10: Microscopia confocal do endosperma de P. edulis sob luz branca continua. A-B 0 DAS, C-D 8 DAS e E-F 10
DAS. A, C, E — Somente resposta de fluorescéncia; B, D, F — resposta de fluorescéncia sobreposta a imagem feita por
diferenga de contraste de interferéncia.
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Figura 11: Microscopia confocal de P. edulis. A-B 10 DAS sob escuro continuo, C-D detalhe da localizagdo dos
cloroplastos no endosperma sob luz continua a 10 DAS, a margem das células. A, C — Somente resposta de

fluorescéncia; B,D — resposta de fluorescéncia sobreposta a imagem feita por diferenca de contraste de
interferéncia.
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Figura 12: Observagdo dos cloroplastos nos estdmatos dos cotilédones de P. edulis, em 6 DAS. A-B sob luz branca, C-
D escuro continuo. A, C — Somente resposta de fluorescéncia; B,D — resposta de fluorescéncia sobreposta a imagem
feita por diferenga de contraste de interferéncia.
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Figura 13: Microscopia confocal dos cotilédones de P. edulis sob luz branca continua. A-B 0 DAS, C-D 8 DAS, E-F 10
DAS. A, C, E — Somente resposta de fluorescéncia; B,D,F — resposta de fluorescéncia sobreposta a imagem feita por
diferenga de contraste de interferéncia.
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Figura 14: Microscopia confocal dos cotilédones de P. edulis. A-B 10 DAS sob escuro continuo. C-D detalhe da
localizagdo dos plastidios nas células em 10 DAS sob luz branca continua, encontrados de forma difusa nas células
deste tecido. E-F detalhe da localizagdo dos plastidios nas células em 10 DAS sob escuro continuo, também de
forma difusa neste tecido. A, C, E — Somente resposta de fluorescéncia; B, D, F — resposta de fluorescéncia
sobreposta a imagem feita por diferenca de contraste de interferéncia.
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Andlise de Acidos Graxos

- Acidos Graxos no Endosperma
Quatro tipos de &cidos graxos foram encontrados no endosperma de P.

edulis: acido palmitico (C16:0), acido oléico (C18:1), &cido linoléico (C18:2) e
acido esteérico (C18:0). O acido oléico representa a maior por¢do de acidos
graxos no endosperma, consistindo em 65,05% do total de acidos graxos,
seguido pelo acido linoleico (17,60%), palmitico (11,95%) e por ultimo o

estearico (5,40%).

- Consumo de acidos Graxos no Endosperma
O consumo de acidos graxos no endosperma apresentou um padrao

dependente da situacdo luminosa durante a germinacdo. Na luz branca
continua, o consumo dos acidos graxos foi evidente entre o sexto e oitavo dia
apo6s a semeadura (figura 15-A), periodo em que a germinagéo chega préxima
dos 80%. Ja no escuro, o inicio do consumo € evidenciado entre o segundo e o
guarto dia apos a semeadura (figura 15-B). No entanto, neste periodo a
germinacao atingiu cerca de 40%.

A andlise estatistica do consumo de acidos graxos entre os tratamentos
luz branca continua e escuro, nos tempos de 0 a 10 dias apds a semeadura,
deixou clara a diferenca no padrdo de sua mobilizacdo. Ha diferenca
significativa na mobilizacdo de todos os acidos graxos entre o0s dois

tratamentos a partir do sexto dia apos a semeadura (P<0,05).

- Acidos graxos nos cotilédones
Assim como no endosperma, foram encontrados os acidos palmitico,

oléico, linoléico e estearico, em propor¢coes similares as observadas no
endosperma. O &cido oléico foi encontrado em maior quantidade também nos
cotilédones (56,49%), seguido pelo acido linoleico (25,05%), palmitico (12,94%)

e estearico (5,52%).

- Consumo de acidos graxos nos cotilédones
O consumo de acidos graxos nos cotilédones foi evidenciado a partir do

sexto dia apds a semeadura nas sementes submetidas a luz branca (figura 15-

C), e em torno do quarto dia nas sementes submetidas ao escuro (figura 15-D).
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Na comparacao entre os tratamentos luz branca e escuro a cada dia de

coleta, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 15: Consumo de acidos Graxos no endosperma (A-B) e nos cotilédones (C-D) da semente de P. edulis. As
barras de erro representam o desvio padrao.
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Analise de Aclcares

- Endosperma
De uma maneira geral, os aclUcares observados no endosperma, tanto

de sementes germinadas sob luz branca quanto no escuro, apresentaram um
comportamento variavel em seus niveis. Sob luz branca, houve uma queda nos
niveis de galactose durante os 8 primeiros DAS, e um aumento ao décimo
DAS; a fucose apresenta um leve incremento aos 2 DAS, seguido de queda até
0 oitavo, e um incremento ao décimo DAS; ja arabinose apresentou niveis-
traco até o oitavo DAS, seguido por um incremento de quase 1,5x em sua
média ao décimo dia; a glucose mostrou niveis estaveis durante os oito
primeiros DAS, em torno de 5 pg/endosperma, saltando para um nivel proximo
de 50ug/endosperma aos 10 DAS; manose apresentou um leve incremento em
relacdo ao seu valor inicial aos 2 DAS, e seguiu em queda até o oitavo DAS,
subindo para valores superiores aos iniciais aos 10 DAS; por fim, o mio-inositol
mostrou um padréo erréatico, tendo um incremento notavel em relagédo ao valor
inicial aos 4 DAS, caindo a valores muito baixos em 8 DAS, e novamente
voltando a valores altos aos 10 DAS (figura 16).

No escuro continuo, alguns acucares apresentaram padrdes
semelhantes aos observados sob luz branca continua, enquanto outros
mostraram-se completamente diferentes. A galactose mostrou uma queda em
relacdo ao nivel inicial aos 2 e 4 DAS, mostrando um leve incremento apos o
sexto DAS, embora ndo tenha variado muito apds esse periodo, e nao
chegando aos mesmos niveis observados sob luz branca; ja a fucose mostrou
um padrédo de incremento em relacdo ao nivel inicial aos 2 DAS, seguido de
gueda até o oitavo DAS, mas uma queda menos expressiva do que 0
observado na luz; por sua vez, a arabinose mostrou um incremento em relacao
aos valores iniciais aos 4 DAS, apresentando diminuicdo aos 6 DAS e
chegando a zero em 8 e 10 DAS; glucose apresentou niveis estaveis, entre 5 e
10 pg/endosperma até o sexto DAS, aumentando expressivamente aos 8 e 10
DAS, chegando a 50 pg/endosperma; a manose foi a que apresentou o padréo
mais erratico, mostrando incrementos aos 4 e 8 DAS, enquanto em 6 e 10 DAS
mostrou niveis proximos de zero. Por fim, o mio-inositol mostrou padrdes
opostos aos observados em luz branca: aos 2 DAS h& um incremento na média

de mio-inositol, diminuindo aos 4 DAS, e subindo novamente aos 6 e 8 DAS.
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Aos 10 DAS, os niveis de mio-inositol no endosperma de sementes germinadas
sob luz branca e escuro continuo foramsemelhantes (figura 16).

A rafinose foi encontrada no endosperma somente no tempo 0, ou seja,
na semente quiescente. Nos outros tempos de germinagdo, este
oligossacarideo ndo foi identificado tanto no endosperma de sementes
germinadas sob luz branca continua quanto no endosperma de sementes

germinadas sob escuro continuo (17).
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Figura 16: Conteudo de Carboidratos Livres no endosperma da semente de P. edulis. -0- luz branca continua, -e-
escuro continuo. As barras de erro representam o desvio padrdo.
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Figura 17: Conteudo de rafinose no endosperma da semente de P. edulis. Ha rafinose somente no tempo O,
portanto na semente quiescente. Nos outros tempos rafinose ndo foi identificada, tanto para sementes germinadas
sob luz branca continua quanto escuro continuo. -o- luz branca continua, -e- escuro continuo. As barras de erro
representam o desvio padrao.

- Cotilédones
Diferentemente do observado no endosperma, os acucares livres nos

cotilédones seguiram um padrdo menos erratico e, de certa forma, mais como
0 esperado, com niveis baixos nos tempos iniciais ap6s a semeadura,
aumentando (ou variando) nos tempos apds a protrusdo da raiz primaria, e
mostrando um aumento pronunciado por volta de 10 DAS, tanto nos
cotilédones de sementes germinadas sob luz branca continua quanto em
cotilédones de sementes germinadas em escuro continuo.

Nos cotilédones de sementes germinadas sob luz branca continua, os
acucares livres mostraram 0s seguintes resultados: houve pouca variacado nas
médias de galactose, muito proximas de zero durante todo o tempo; fucose
apresentou uma pequena variacdo durante os primeiros 8 DAS, tendo um
aumento substancial aos 10 DAS; ja arabinose apresentou valores zero
durante os 8 primeiros dias, aumentando expressivamente em 10 DAS; glucose
apresentou valores entre zero e 1 até 8 DAS, aumentando para cerca de 30
ug/cotilédone aos 10 DAS; a média de manose ficou em zero até o sexto DAS,
apresentando leve incremento aos 8 DAS, e tendo novo incremento aos 10
DAS; por fim, 0 mio-inositol apresentou valores proximos de zero durante os 8
primeiros DAS, com sua média aumentando para cerca de 7 pg/cotilédone aos
10 DAS (figura 18).

Apresentando alguns padrdes diferentes, os resultados observados em

cotilédones de sementes germinadas no escuro foram os seguintes: galactose
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apresentou niveis muito proximos de zero durante os 6 primeiros DAS,
aumentando seus valores expressivamente aos 8 e 10 DAS; fucose, por sua
vez, teve pouca variagdo durante os 6 DAS iniciais, mostrou um leve
incremento em 8 DAS, e voltou a zero em 10 DAS; arabinose ndo mostrou
variacdo nas médias, todas apresentando-se em zero durante os 10 DAS; ja a
glucose apresentou valores proximos de zero durante os 6 primeiros DAS,
saltando para uma média de cerca de 43 pg/cotilédone aos 8 DAS, e de cerca
de 161 pg/cotilédone aos 10 DAS; manose mostrou uma variacdo erratica,
mostrando valores diferentes de zero em 4, 8 e 10 DAS, sendo o valor de 10
DAS o maior em média, apesar de seu grande desvio padréo; por fim, o mio-
inositol apresentou valores muito proximos de zero durante os 6 primeiros DAS,
aumentando ao oitavo e décimo DAS, alcancando médias maiores do que o
observado em cotilédones de sementes germinadas sob luz branca contina em
tempos similares (figura 18).

Em relacdo a rafinose, esta foi observada aos 2 DAS. Nos outros tempos
de germinacdo, a rafinose ndo foi identificada tanto nos cotilédones de
sementes germinadas sob luz branca continua quanto em cotilédones de

sementes germinadas sob escuro continuo (figura 19).
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Figura 18: Contelddo de Carboidratos livres nos cotilédones da semente de P. edulis. -o- luz branca continua, -e-

escuro continuo. As barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 19: Conteudo de rafinose nos cotilédones da semente de P. edulis. Had um pico de rafinose aos 2 DAS tanto na
luz branca quanto no escuro. -0- luz branca continua, -e- escuro continuo. As barras de erro representam o desvio
padrdo.

Massa seca de endospermas e cotilédones ao longo da germinacao

e crescimento inicial
A massa seca dos endospermas mostrou decréscimo ao longo dos 6

primeiros dias de germinagdo, sendo que este decréscimo foi estatisticamente
significante ao décimo DAS nas sementes germinadas sob luz branca, e ao
oitavo e décimo dia nas sementes germinadas no escuro. E notavel que, sob
luz branca, a massa seca do endosperma pouco varia até o oitavo dia,
sofrendo um decréscimo pronunciado entre o oitavo e décimo dia, enquanto
gue no escuro o decréscimo na massa seca foi praticamente linear apos o
guarto DAS, sendo mais pronunciado do que o observado em endospermas de

sementes germinadas sob luz branca continua (figura 20).
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Figura 20: Decréscimo da massa seca no endosperma da semente de P. edulis durante a germinagdo. As barras de
erro mostram o desvio padrao. -0- luz branca continua, -e- escuro continuo.

Em relacéo aos cotilédones, o inverso do que ocorreu no endosperma foi
observado (figura 21). Houve um incremento de massa seca tanto na luz
branca quanto no escuro, sendo que sob luz branca continua esse incremento
foi significante estatisticamente ao décimo dia, e sob escuro continuo esse
incremento foi significativo ao oitavo e décimo dia DAS. Nota-se também que o
incremento na massa seca € bastante pronunciado apds o sexto dia nos
cotilédones de sementes germinadas no escuro, sendo a média ao décimo dia
cerca de 1,6x maior do que a média de massa seca dos cotilédones de

sementes germinadas sob luz branca continua.
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Figura 21: Incremento da massa seca nos cotilédones, hipocdtilo e raiz da semente de P. edulis durante a
germinagdo. As barras de erro mostram o desvio padrdo. -o- luz branca continua, -e- escuro continuo.
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Figura 22: Massas somadas dos endospermas e cotilédones de sementes de P. edulis em cada tratamento luminoso,
evidenciando que nao ha diferengas na assimilagdo de massa seca entre os tratamentos. As barras de erro mostram
o desvio padrao. -o- luz branca continua, -e- escuro continuo.

Analise do crescimento em casa de vegetagcéao

- Massa Seca Folhas, raizes e caule
Nas folhas e raizes, observamos que as médias de massa seca foram

maiores nas plantulas oriundas de sementes que tiveram seu endosperma
mantido, sendo a maior média observada em plantulas de sementes
germinadas sob luz branca (LCE), e na sequéncia plantulas oriundas de
sementes germinadas no escuro (ECE). As plantulas provenientes de
sementes germinadas sob luz branca e que tiveram seu endosperma removido
(LSE) apresentaram massa seca inferior aos tratamentos anteriormente
citados, porém maior que a massa seca observada em plantulas provenientes
de sementes germinadas no escuro e endosperma retirado (ESE),

apresentando a menor média observada (tabelal)

Estatisticamente, para as meédias acima mencionadas, s6 houve
diferenca significativa nos tratamentos LCE x ESE e ECE x ESE. Todos os

outros tratamentos nao diferiram entre si.

Ja para a massa seca dos caules, a ordem foi, respectivamente do maior
para o menor, LCE>LSE>ECE>ESE;, apesar do padrdo seguido na massa seca

de folhas e raiz, aqui as maiores massas secas observadas foram as de
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plantulas oriundas de sementes germinadas sob luz branca continua,
independentemente da retencéo do endosperma.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos LCE x ESSE
(P<0,001), LSE x ESE (P=0,002) e ECE x ESE(P=0,002) em relacdo a massa

seca dos caules.

Tabela 1 - Massa Seca dos tecidos

Tratamento | Folhas (mg) Raiz (mg) Caule (mg)
LSE 89,8+14,9 50,315,6 24,215,6
LCE 116,4+37,8 69,1+22,7 28,016,5
ESE 58,8+21,3 37,0+15,0 12,5+4,5
ECE 105,3+21,6 61,219,4 23,815,3

- Area Foliar e area foliar especifica
As médias das éareas foliares diferiram significativamente entre os

tratamentos LCE x ESE e ECE x ESE (P<0,001), sendo a ordem observada, do
tratamento com maior area foliar para o tratamento com menor,

LCE>ECE>LSE>ESE. Os valores das médias estao resumidos na tabela 2.

Ja a area foliar especifica média de cada tratamento apresentou
diferencas significativas somente entre os tratamentos LCE x ESE (P=0,041),
seguindo a ordem da maior area foliar especifica para a menor:
ESE>ECE>LSE>LCE. As médias estdo resumidas na tabela 2.

Tabela 2 - Area foliar e drea foliar especifica

Tratamento Area Foliar (cm?) Area Foliar Especifica (cm?g™)
LSE 26,44+4,02 29,613,6
LCE 31,011247,27 27,3%3,0
ESE 19,7500+4,29 34,815,4
ECE 30,7850+2,69 30,4+7,2

- Assimilac&o de CO; e Area foliar especifica x Assimilacdo de CO,
As médias de assimilacdo de CO,, assim como as médias de area foliar

especifica x assimilagdo de CO, ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos (P= 0,300 e P=0,243, respectivamente), ao contrario do esperado.
As meédias estdo representadas nas figuras 23 e 24. A maior média de

assimilacdo de CO, foi apresentado pelo tratamento LCE, enquanto o
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tratamento que apresentou maior média de assimilagcdo de CO2 x Area foliar
especifica foi o de plantulas oriundas de sementes germinadas no escuro que

tiveram seu endosperma retirado.
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Figura 23: Assimilagdo de CO, em cada um dos tratamentos. As barras representam o desvio padrdo das médias.
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Figura 24: Area foliar especifica (AFE) x assimilagdo de CO,. As barras representam o desvio padrio das médias.
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- Eficiéncia Quantica Potencial e Eficiéncia Quantica Efetiva
N&o houve diferencga significativa entre os tratamentos para as medi¢oes

de eficiéncia quantica potencial (P=0,184). No entanto, os tratamentos cujas
sementes foram germinadas sob luz branca continua apresentaram médias
maiores do que os tratamentos nos quais as sementes eram germinadas sob
escuro continuo (Figura 25). Ja para as medidas de eficiéncia quantica efetiva,
houve diferenca significativa entre os tratamentos LSE x ECE (P<0,05). As
maiores médias entre os tratamentos, neste caso, foram observadas em

plantulas oriundas de sementes germinadas sob escuro continuo (figura 26).
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Figura 25: Eficiéncia Quantica Potencial do fotossistema Il da plantula de P. edulis. As barras de erro mostram o
desvio padrao.
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Figura 26: Eficiéncia Quantica Efetiva do fotossistema Il da plantula de P. edulis. As barras de erro mostram o desvio
padrdo.

- Fracdo da luz utilizada no PSII, calor dissipado no complexo antena e
calor dissipado no centro de reacéo
A fracdo da luz utilizada na fotoquimica pelo PSII (P) ndo diferiu

estatisticamente entre os tratamentos. Ja o calor dissipado no complexo antena
(D) diferiu significativamente entre os tratamentos ESE x LCE, ESE x LSE e
ECE x LCE (P<0,05). Neste tratamento, ndo houve diferenga significativa entre
os dois tratamentos de sementes que germinaram na luz (LSE x LCE) e entre
os dois tratamentos de sementes que germinaram no escuro (ESE x ECE).
Para o ultimo parametro, o calor dissipado no centro de reacdo (E), houve
diferenca significativa entre os tratamentos de luz e escuro, ou seja, diferiram
com significancia estatistica os tratamentos LSE x ESE, LSE x ECE, LCE x
ESE e LCE x ECE (P<0,05), ndo havendo entéo diferenca significativa entre os
tratamentos dentro do grupo de sementes germinadas sob luz branca continua

ou sob escuro continuo (figura 27).
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Figura 27: Fragdo da luz utilizada na fotoquimica pelo PSII (P), dissipagdo do calor no sistema antena (D) e dissipagdo
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padrdo.
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DISCUSSAO

Microscopia eletronica — consumo de reservas

Os resultados nos mostraram que ainda ha grande quantidade de
material de reserva intra-celular em 8 e 10 DAS, e uma vez que a protrusdo da
raiz primaria acontece entre 4 e 6 DAS tanto para sementes germinadas sob
luz branca quanto sob escuro continuo, pode ser inferido que, apesar do uso
das reservas para a germinacgéo, boa parte do material de reserva encontrado
no endosperma é consumido durante o periodo de estabelecimento da
plantula.

A grande quantidade de corpos lipidicos observada era esperada, uma
vez que a semente desta espécie é classificada como oleaginosa (CORNER,
1976). A disposicdo em corpos discretos é semelhante ao encontrado em
Passiflora cincinnata Mast. (ROCHA et al., 2011). Essa disposicdo
provavelmente se deve a presenca de oleosinas. Estas proteinas funcionam
como mantedoras da integridade das gotas lipidicas como organelas discretas
no citoplasma aquoso, e o tamanho da gota lipidica depende da razao
oleosina:6leo. A vantagem das oleosinas estd na criacdo de uma grande
superficie de contato, devido a formagcdo de muitas organelas discretas e
evitando a aglutinacédo dessas gotas (LEPRINCE et al., 1998). Como a acao de
lipases depende diretamente do contato com a interface das gotas lipidicas, a
organizacdo ultra-estrutural observada em P. edulis é otimizada para a
mobilizacdo das reservas lipidicas.

As organelas elétron densas que aparecem proximas das gotas lipidicas
no endosperma séo glioxissomos. Evidéncias como sua elétron-densidade e a
presenca de um cristaloide em seu interior sdo caracteristicas chave na
identificacdo, e sua estrutura € semelhante a observada em Passiflora
cincinnata (ROCHA et al., 2011). Sua proximidade de gotas lipidicas é muito
importante na mobilizacdo de reservas, uma vez que essas organelas atuam
diretamente na mobilizagdo de lipidios, possuindo enzimas fundamentais do
ciclo do glioxilato (GRAHAM, 2008).

O consumo dos corpos protéicos é bem evidente nos dez primeiros dias

pos-semeadura tanto nos cotilédones como no endosperma. No endosperma,
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ocorre de maneira semelhante ao observado por Zienkiewicz et al. (2011) em
cotilédones de Olea europaea L., ocorrendo a formacdo de pequenos vacuolos
no interior desses corpos, provavelmente devido a atividade de endo- e exo-
peptidases presentes no seu interior (BEWLEY & BLACK, 1994, MUNTZ,
2001), com posterior fusdo de corpos protéicos menores para a formacdo de
maiores. Nao fica claro se a formacdo dos vacuolos no endosperma de P.
edulis se da da mesma maneira proposta por Zienkiewicz e colegas (2011),
mas a ocorréncia da aglutinacdo de corpos protéicos € uma forte evidéncia,
assim como as marcacdes elétron densas vistas dentro do vacuolo na figura 2,
gue podem ser restos de matriz protéica de corpos que se fundiram, formando
0 grande vacuolo presentes nas células do endosperma. Vale ressaltar que
padrdo semelhante ndo foi observado nas células dos cotilédones, porém,
pode ser em razdo do periodo estudado ser curto para que estes processos
sejam acompanhados.

A alteracdo no formato do nucleo, de compacto e fibrilar para seu
formato arredondado e granuloso, estda condizente com outras espécies de
sementes ortodoxas, como o milho (DELTOUR et al, 1979). A grande presenca
de eucromatina e um nucléolo bem desenvolvido indicam alta atividade
metabolica, especialmente no endosperma, onde pouca heterocromatina foi
observada. Nao obstante, o consumo das reservas se deu de uma maneira
rapida, uma vez que cerca de 16 dias ap0s o inicio da embebicdo ocorreu a
senescéncia do endosperma. Adicionalmente, a presenca de um nudcleo ativo e
a observacdo de reticulo endoplasmatico rugoso indicam que o endosperma
realiza a sintese de proteinas

A ndo observacao de alteracdes nas paredes celulares do endosperma é
um indicativo de que ndo ha polissacarideos de reserva de parede. Com a
observacdo mais detalhada provida pela microscopia eletronica de
transmissdo, é de se concluir que a perda da integridade do endosperma
alguns dias antes de sua senescéncia (em torno de 16 dias) deva-se em
grande parte a perda de turgor das células que tiveram o seu conteudo
utilizado. O deslocamento da membrana celular pode ser observado em
algumas micrografias, indicando ndo s6 a perda de turgor mencionada, como
também a perda de funcdo celular e o empacotamento de membranas e

organelas.
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Mobilizacdo de acidos graxos

Os resultados de acidos graxos foram diferentes do observado por
Sant‘Anna (2001) e Ferrari (2004), sendo no trabalho destes autores
encontrado predominantemente o &cido linoléico (C 18:2), enquanto que nos
nossos resultados o acido graxo predominante, tanto no endosperma como no
cotilédone, foi o acido oléico (C 18:1). Na nossa amostra, o &cido linoléico é o
segundo acido graxo predominante tanto no endosperma quanto no cotilédone,
porém sua quantidade é cerca de ¥4 menor do que a de oléico no endosperma,
e pouco mais de 1/3 no cotilédone. O acido linoleico € considerado um &cido
graxo essencial. Vale ressaltar que nos trabalhos dos autores acima
mencionados ndo houve separacdo entre cotilédone e endosperma para as
analises.

Ainda, a composicao de acidos graxos tanto no endosperma guanto no
cotilédone é similar no que tange proporcdo e acidos presentes, variando
somente na quantidade presente, e sua mobilizagdo acontece de maneira
ligeiramente diferente nos dois tecidos.

A presenca de luz influencia a taxa de mobilizacdo dos &cidos graxos no
endosperma. Se levarmos em consideragdo que a germinacdo da semente de
P. edulis comeca a ocorrer entre 0 quarto e o quinto dia no escuro, e entre o
quinto e sexto dia sob luz continua, podemos inferir que as reservas de acidos
graxos sado utilizadas no periodo pré-germinativo no escuro, € no pos-
germinativo na luz. Dessa maneira, de acordo com as condi¢des luminosas, 0s
acidos graxos podem servir como reserva energética para 0 processo de
germinacao, e na sequéncia para o desenvolvimento da plantula, sendo isto o
mais comumente encontrado na literatura (CORTE et al, 2006, CORTE et al.,
2008, YANG et al., 2009, QUETTIER & EASTMOND, 2009, ALENCAR et al.,
2012). Ainda ressaltamos que, por ser uma semente oleaginosa e ter a
capacidade de germinar tanto sob luz continua quanto no escuro, 0 consumo
das reservas lipidicas deve estar sujeito a esse fator ambiental. Quando a
semente de P. edulis for submetida a luz branca continua, suas reservas
lipidicas serdo utilizadas exclusivamente para o crescimento da plantula,

enquanto que em uma situacdo de escuro, as reservas lipidicas, serdo
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mobilizadas para o processo germinativo e na manutencdo do metabolismo da
plantula enquanto uma condig¢&o luminosa néo for alcangada.

Quando comparamos os cotilédones em relacdo a luz branca continua e
escuro durante os 10 dias de germinacdo, a auséncia de diferencas
significativas entre os dois tratamentos € um fato interessante. Mesmo sob a
falta de luz e ndo havendo diferencas entre os cotilédones nos dois
tratamentos, é possivel inferir que o consumo de reservas diferenciado no
endosperma ajuda a evitar que a situacdo de falta de luminosidade afete
negativamente no desenvolvimento inicial dos cotilédones, sendo que no
maracuja eles servem como o primeiro par de folhas. O consumo de acidos
graxos nos cotilédones pode ndo estar somente ligado ao fornecimento de
energia, mas principalmente colaborando com a formacgao de cloroplastos e
estruturas membranares, como observado na ervilha (TREMOLIERES, 1971),
e em Arabidopsis ocorre a modulacdo de acidos graxos de membrana quando
a planta estd submetida a algum tipo de estresse, seja abibtico ou bidtico, e
dessa forma remodelando a sua fluidez (UPCHURCH, 2008). A manutencéo
dos cotilédones é de extrema importancia para a sobrevivéncia da plantula,
pois com seu metabolismo e fungdes mantidas, assim que a luz é fornecida,
essas estruturas se tornam verdes e o estiolamento é cessado.

A maneira como os acidos graxos do endosperma fornecem energia ao
embrido em desenvolvimento ainda ndo estd bem esclarecida na literatura. Sao
propostas 3 maneiras para este processo: 1 — como triacilgliceréis (TAGS)
intactos; 2 — como acidos graxos livres (AGLs), a partir da sua quebra dos
TAGs pela atividade das lipases; ou 3 — na forma de acucares (degradacéo de
AGLs pela B-oxidacdo e posterior gluconeogénese) (LENOVA et al.,, 2010).
Uma vez que o endosperma de P. edulis é vivo, e portanto pode realizar os
diferentes procedimentos da [-oxidagdo em suas organelas, e nao foi
observado um aumento nos niveis de AGLs nos cotilédones a medida que os
AGLs do endosperma diminuiram, podemos inferir que o endosperma prové
energia aos cotilédones vinda dos AGLs na forma de agucares livres. Os niveis
semelhantes de glucose aos 10 DAS tanto em sementes germinadas sob luz
continua quanto em sementes germinadas no escuro continuo (discutido
adiante) sdo outra evidéncia de que este deve ser o caso has sementes de P.

edulis.
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Microscopia Eletronica e Microscopia Confocal — Observacao de
Cloroplastos

Com as informagOes fornecidas pelas imagens, as evidéncias da
presenca de cloroplastos no estagio de crescimento inicial da plantula de P.
edulis sdo marcantes. N&o s6 a observacao de plastidios no interior das células
do endosperma, como a resposta diferenciada a luz e escuro quando
submetidos a andlise por microscopia confocal a laser mostram que o seu
aparecimento é, de alguma maneira, modulado pela luz.

Nos cotilédones, a resposta fluorescente foi similar tanto em plantulas
gue foram inicialmente mantidas sob luz quanto escuro continuo. Dessa forma,
a resposta fluorescente nestes dois casos pode ser em razdo do modo de
sintese da clorofila. Os passos iniciais da sintese de clorofila ocorrem tanto na
luz quanto no escuro em angiospermas. No entanto, quando em escuro
continuo, a sintese de clorofila é interrompida na molécula de protoclorofilideo,
sendo a reducdo de protoclorofilideo para clorofilideo dependente de luz
(RUNGE, 1995). Portanto, € de se admitir que nas sementes germinadas no
escuro houve um acumulo de protoclorofilideo nos etioplastos das células dos
cotilédones, enquanto nas sementes germinadas sob luz branca houve a foto-
reducdo da protoclorofilideo em clorofilideo, e consequentemente a sintese de
clorofila nos cloroplastos. A resposta fluorescente no escuro pode ser explicada
pelo fato de que o protoclorofilideo € fluorescente quando excitada no azul,
assim como a clorofila (MESKAUSKIENE et al., 2001). Além disso, tecidos com
acumulo de protoclorofilideo apresentam aspecto clorético enquanto os tecidos
com clorofila apresentam-se verdes.

Adicionalmente, evidéncias de diferencas de desenvolvimento nos
plastidios dos cotilédones foram confirmadas por sua morfologia. Os
cloroplastos dos cotilédones crescidos sob luz branca continua apresentaram
graos de amido e tilacoides desenvolvidos, formando grana. Ja os etioplastos
dos cotilédones de sementes germinadas no escuro continuo nao
apresentaram morfologia definida e tampouco grdos de amido, e aos 14 DAS
apresentaram corpos prolamelares bem definidos, o0 que mostra que nao houve
desenvolvimento de membranas, e por consequéncia, sintese completa de

clorofila.
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Dessa maneira, esperdvamos que uma resposta parecida também
ocorresse no endosperma, com a observacdo de etioplastos pouco
desenvolvidos em sementes germinadas no escuro, e cloroplastos
desenvolvidos quando a germinacéo ocorresse em luz continua. No entanto, a
falta de fluorescéncia observada no endosperma de sementes germinadas no
escuro continuo, e a fluorescéncia observada no endosperma de sementes
germinadas sob luz continua foi diferente do esperado. Assim, a observacao de
cloroplastos pela Microscopia Eletronica de Transmissdo nos endospermas de
sementes germinadas sob luz branca torna evidente a presenca dessa
organela nos tecidos, e seu desenvolvimento condiz com o observado para
cloroplastos de outros tecidos, onde primeiramente ha uma baixa complexidade
de membranas, e ao passo que a sintese de clorofila procede na presenca de
luz, o sistema de membranas se torna mais complexo (GUNNING, 1965).
Ainda tendo em foco o desenvolvimento dos cloroplastos, sua estrutura
assemelha-se com relatos da literatura, como visto em Schnepf (1962), que
destaca a presenca de corpos prolamelares, além da observacédo de tilacéides
e grana desenvolvidos em cloroplastos de nectarios extra-florais de P.
caerulea, cujo aspecto é semelhante ao observado em nosso material.

Assim, o aparecimento de cloroplastos no endosperma de sementes
germinadas em luz continua, e sua auséncia nesse tecido em escuro continuo
nos levam a crer que ndo somente a sintese de clorofila € modulada pela luz,
como também o aparecimento dessa organela no tecido. O excesso de
conteudo de reserva celular no endosperma durante os primeiros DAS
dificultam a observacédo de organelas, de maneira que ndo podemos afirmar se
0 etioplasto que formara o cloroplasto ja se encontra presente no tecido e
durante a germinacdo no escuro se degrada, ou se é gerado somente na
presenca de luz.

N&o esta clara a funcdo desses cloroplastos presentes no endosperma.
Em trabalhos realizados com sementes em desenvolvimento que apresentam
cloroplastos, foi proposto que a fotossintese nessas sementes possa participar
no metabolismo de 3 maneiras principais: a producdo de NADPH e ATP para a
sintese de acidos-graxos; a evolucdo do O, pode prevenir a anoxia dentro da
semente, e as reacoes de fixacdo do CO;, (reacbes do escuro) podem refixar o
CO, vindo da respiracdo, fornecendo intermedidrios para o metabolismo
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(ROLLETSCHEK et al., 2002; RUUSKA et al, 2004). E provavel que no caso de
sementes de P. edulis a evolucdo do oxigénio e refixacdo do CO2 da
respiracdo possam ter um papel importante, uma vez que os cotilédones ficam
alocados dentro do endosperma, que por sua vez pode ser uma barreira a
difusdo de oxigénio. Adicionalmente, as reservas do endosperma estdo
consumidas quase por completo em 10 DAS. Provavelmente, a presenca de
cloroplastos pode continuar a fornecer intermediarios metabdlicos mesmo
depois que as reservas tenham se esgotado, até que os cotilédones atinjam um
estado plenamente autotréfico. O endosperma permanece aderido a plantula
até cerca de 16 DAS, e apdés 14 DAS, apesar de apresentar sinais de
degradacdo avancada, tanto morfologicamente quanto anatomicamente e
ultraestruturalmente, o endosperma ainda esta verde.

De outra forma, o aparecimento de cloroplastos no endosperma pode
nao ter uma relacéo direta com a germinacdo da semente em si, uma vez que
a germinacao ocorreu, tanto na luz quanto no escuro, por volta de 5 DAS, antes
da observacdo de cloroplastos. Provavelmente sua real funcdo esteja
relacionada com o crescimento inicial da plantula, fornecendo esqueletos de
carbono apods boa parte das reservas do endosperma ter sido consumida. A
diferenca no amido acumulado nos plastidios dos cotilédones entre a luz
continua e escuro continuo pode ser um reflexo da capacidade fotossintética
do endosperma na luz, j& que a formacdo de amido pode ndo ser explicada
somente por um excesso no fluxo de carbono proveniente da quebra das
reservas, mas também por um aumento na taxa fotossintética do tecido
(BROWN & HUBER, 1988). Assim, a presenca de cloroplastos no endosperma
pode representar uma segunda fonte de energia para o crescimento inicial da
plantula, possibilitando uma maior chance de estabelecimento no ambiente.
Sua presenca durante a germinacdo pode afetar a vitalidade da planta, seu
crescimento e sua producao de sementes (POGSON & ALBRECHT, 2011).

Outra caracteristica que pode indicar a funcdo do cloroplasto no
endosperma esta na formacdo de grdos de amido. Na luz, ha um balanco
finamente ajustado para que, durante o periodo de fotossintese, a planta
consiga os esqueletos de carbono para o seu funcionamento e armazene uma
parte na forma de amido, a fim de utilizar essa reserva durante o periodo sem

luz (Stitt et al.,, 2010). Assim, era de se esperar que o0s cloroplastos no



62

endosperma apresentassem graos de amido. No entanto, este ndo foi o caso.
Os cloroplastos observados no endosperma quase ndo apresentavam graos de
amido, e quando apresentavam, o seu tamanho e quantidade era reduzida,
enquanto os cloroplastos presentes nos cotilédones apresentavam clara
formacéo de graos de amido, ocupando quase a area completa da organela. Ja
gue tilacéides desenvolvidos foram observados nos cloroplastos dos
cotilédones aos 14DAS, pode-se pensar que aos 10DAS os cotilédones ainda
nao atingiram total competéncia fotossintética, enquanto que os tilacoides ja se
encontram desenvolvidos no endosperma aos 10 DAS. Além disso, a total
cobertura que o endosperma proporciona aos cotilédones pode alterar
significativamente a qualidade da luz que chega a esses tecidos. Baroja-
Fernandez e colegas (2004) propuseram que a sintese de amido no cloroplasto
pode ocorrer também a partir de precursores sintetizados no citosol das
células, como a ADP-glucose (adenosina difosfato glucose), produzida a partir
da retirada da frutose de uma molécula de sacarose e adicdo de uma molécula
de ADP. Uma possivel hipétese seria que o acucar da fotossintese no
cloroplasto do endosperma pode ser transportado as células dos cotilédones e
|a convertido a amido.

Os resultados mostram claramente que ha cloroplastos no endosperma
de sementes de P. edulis germinadas sob luz branca continua. No entanto,
ainda ndo ha uma certeza sobre a sua funcéo, e tampouco se é somente um
resquicio evolutivo ou um fendmeno apresentado somente nesse cultivar,
obtido a partir do cruzamento de outros cultivares selecionados a partir de
caracteres de interesse, como tamanho dos frutos e produtividade por area
plantada (comunicacdo pessoal da professora Laura Maria Molina Meletti,
maiores informacdes em Meletti et al., 2000). Novas analises seréo feitas para
tentar elucidar a sua funcdo. Experimentos com trocas gasosas e fixacdo de
CO,, assim como a avaliacdo do crescimento da plantula em casa de
vegetacdo e o surgimento das primeiras folhas podem conter as primeiras
respostas para a fungéo de um endosperma fotossintetizante.
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Massa seca de endospermas e cotilédones ao longo da germinacgéao
e crescimento inicial
Os resultados obtidos se mostraram bastante interessantes quando

colocados sob o prisma da mobilizacdo de reservas e a possibilidade de
realizacdo de fotossintese do endosperma. E visivel o decréscimo de massa
seca no endosperma em sementes mantidas no escuro continuo, ao passo que
esse decréscimo é muito mais lento no endosperma de sementes mantidas sob
luz continua. Pode-se propor que as diferencas na massa seca refletem um
consumo diferencial de reservas, que provavelmente foi mais intenso no escuro
visando buscar uma condicdo luminosa favoravel.

Dessa forma, podemos pressupor que durante a germinagdo na luz
continua, a condicdo luminosa influencia na velocidade de consumo das
reservas no endosperma, e portanto na germinagcdo como um todo, e assim
observamos uma maior massa seca neste tecido aos 10 DAS, além de um
decréscimo com um aparente “atraso” em relagao ao escuro continuo. Entéo,
uma condi¢cdo de capacidade fotossintética do endosperma pode servir como
uma maneira de manter as reservas energéticas por mais tempo, drenando
mais lentamente o endosperma de suas reservas. Foi mostrado em
Arabidopsis thaliana L. que a administracdo de aclUcares exdgenos retarda o
consumo de lipidios de reserva (TO, 2002). Algo semelhante pode ocorrer no
endosperma de P. edulis, porém o acucar nao € exdégeno, e sim proveniente da
fotossintese no proéprio tecido.

Contudo, somando a massa seca dos endospermas e cotilédones,
hipocadtilo e raiz de cada tratamento luminoso, observamos que ndo ha em
nenhum dos tratamentos incorporacdo de massa seca, visto que em ambos 0s
tratamentos ha um decréscimo similar. Sendo assim, se ha qualquer
assimilacdo de massa em decorréncia de fotoassimilados, esta ndo pode ser

percebida nas condi¢cdes do nosso experimento.

Analise do Crescimento em Casa de Vegetacao

Alguns caracteres fenotipicos, como massa seca de folhas, raiz e
caules, podem apresentar diferencas quando plantas sdo submetidas a
diferentes condi¢bes ambientais de crescimento ou quando passam por alguma

situacdo de estresse. Geralmente, os caracteres mais comumente utilizados
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nessas analises sdo o ganho de massa seca nos diversos tecidos como folha,
caule e raiz, o crescimento em tamanho destes tecidos, e a area foliar
especifica. O que é observado é que o ganho natural de tamanho e massa nos
diferentes tecidos € inversamente proporcional ao nivel de estresse. Por
exemplo, estresse de inundacdo (ANDRADE et al., 1999) e estresse de baixa
irradiancia e disponibilidade de nutrientes (MEZIANE & SHIPLEY, 1999) afetou
0 ganho de massa e o crescimento da area foliar nas espécies estudadas. Da
mesma forma, em nosso experimento, a condicdo de escuro continuo e a
retirada do endosperma, mesmo 10 dias ap6s a semeadura, afetou
negativamente parametros como massa seca de folhas, raiz e caule ao fim de
50 DAS, sendo que deste tempo as plantulas foram submetidas as mesmas
condi¢cBes luminosas por 40 dias, em casa de vegetacédo. Para a semente de P.
edulis verificamos que a germinagdo no escuro e a retirada do endosperma,
mesmo apd6s 10 dias de germinacdo, sao situacdes que afetaram
negativamente o desenvolvimento inicial das plantulas. A retirada de parte do
endosperma em sementes de Triticum aestivum L. antes da semeadura, por
exemplo, afetou negativamente o ganho de massa seca, numero e dimensdes
de folhas e o numero de raizes nodais, assim como atrasou o aparecimento
dos dois primeiros filocronos (PETERSON et al., 1989).

Com relagcdo a area foliar especifica, a diferenca de tratamentos
luminosos aparentemente mostrou influéncia. As maiores médias de area foliar
especifica observadas em plantulas oriundas de sementes germinadas no
escuro continuo podem entdo ser um reflexo da auséncia de irradiancia
durante os 10 dias iniciais de tratamento, resultando em uma plantula que
tende a apresentar uma menor area foliar, mas uma maior area foliar
especifica. Em experimentos com irradidncia em outras espécies como
Syagrus coronata (Mart.) Becc. (CARVALHO et al.,, 2006) e Euterpe edulis
Mart. (NAKAZONO et al., 2001) foi observado que as plantas estudadas
apresentaram menor area foliar e uma maior area foliar especifica quando
submetidas a baixa irradidncia durante todo o seu crescimento inicial. Em
nosso estudo, as plantulas que tiveram seu endosperma retirado apoés
germinarem no escuro mostraram a maior média de AFE ao fim de 50 dias,
enquanto que a menor meédia de AFE observada foi de plantas que tiveram seu

endosperma retido apds germinarem em luz continua. Assim, podemos
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observar que ndo s6 a condi¢cdo luminosa durante a germinagdo como também
o0 endosperma e suas reservas influenciam os parametros de crescimento
iniciais.

Além do discutido nos paragrafos acima nesta sessao, tem sido muito
comum também a verificacdo dos efeitos de diferentes condi¢cdes de
crescimento na eficiéncia quantica potencial e na eficiéncia quantica efetiva do
fotossistema Il nas folhas. E sabido que plantas sob algum tipo de estresse
tendem a ter sua eficiéncia quantica potencial reduzida (JAMES et al., 2002;
BAKER, 2008). Em nossos testes, era esperada uma diferenca significativa na
eficiéncia quantica potencial entre os tratamentos, uma vez que a retirada
precoce do endosperma € considerada como estresse neste trabalho, além da
diferenca causada pelos diferentes tratamentos luminosos. Tinhamos como
hipétese o fato de que as plantulas oriundas de sementes germinadas no
escuro teriam as menores médias de eficiéncia quantica potencial, e dentro de
cada tratamento luminoso, as plantulas que teriam as menores médias seriam
as que tiveram seu endosperma retirado. Parte disto foi verdadeiro, pois
realmente as menores médias de eficiéncia quantica potencial foram
observadas em plantulas de sementes germinadas no escuro. Entretanto, as
plantulas que tiveram o endosperma retido apresentaram a menor média
dentre os tratamentos, sendo diferente do esperado. Ainda assim, a diferenca
entre as duas médias foi demasiada pequena para ser considerada
significativa.

Em nosso experimento, podemos inferir que os tratamentos nao
causaram qualquer dano ao PSIl, uma vez que a fracao de luz absorvida em
todos os tratamentos foi semelhante. Sendo assim, a germinacdo no escuro
seguida de plantio a pleno sol em casa de vegetacdo ndo causou danos
subsequentes as plantas. Por outro lado, a diferenca na energia dissipada em
forma de calor no complexo antena chama a atenc&o. Nas plantulas oriundas
de sementes germinadas no escuro, a quantidade de energia dissipada no
complexo antena é maior em relacdo as plantulas originadas de sementes
germinadas sob luz branca continua. Ja a energia dissipada nos centros de
reacao segue um padrao inverso: muito mais foi dissipado em plantulas que
germinaram sob luz branca, enquanto as menores médias foram observadas

em plantulas germinadas no escuro. Isto pode indicar que as primeiras folhas
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de sementes germinadas em escuro continuo possuem um sistema de
fotoprotecdo no complexo antena maior, provavelmente em razdo do ambiente
de desenvolvimento inicial da semente. Os 10 dias de germinagdo no escuro
podem ter causado uma maior sensibilidade luminosa as plantulas. A
dissipacéo de calor € um mecanismo de protecdo do PSII presente em outras
espécies (HUANG et al., 2006, GALMES et al., 2007), e ao que tudo indica é
mais vantajosa a dissipacao de calor no complexo antena do que nos centros
de reacgéo para as plantas de P. edulis germinadas no escuro.

A assimilacdo de CO, também é um dos fatores que sofre alteracéo
guando uma espécie estudada é submetida a diferentes condicbes ambientais
ou de estresse. Normalmente, a assimilacdo de CO, diminui em situacdes de
estresse (JAMES et al., 2002). NOs esperavamos que as plantulas
provenientes de sementes germinadas no escuro apresentassem uma menor
média de assimilacdo de CO,, e que o tratamento que teve o endosperma
removido apresentasse as menores médias. No entanto, os resultados néo
poderiam estar mais longe do esperado, especialmente porque n&o houve
diferenca significativa entre os tratamentos, tanto para a assimilagdo de CO,
guanto assimilacdo de CO2 x AFE, mostrando que a assimilacdo de CO, é
balanceada pela plasticidade da area foliar, e apresentando, em comparacéo a
outras espécies, uma alta capacidade fotossintética (GALMES et al., 2007).
Além disso, a assimilagdo de CO, é diretamente ligada a eficiéncia quantica
dos fotossistemas, e uma vez que n&o houve diferenga significativa na
eficiéncia quantica potencial e efetiva entre os tratamentos, era de se esperar
gue a assimilacdo de CO, também n&o fosse alterada. Dessa maneira, a
retirada do endosperma 10 dias apds a semeadura e a germinagdo no escuro
parecem ndo afetar diretamente o rendimento quantico das plantulas, assim

como sua assimilacéo de COa,.

Anadlise de Acgucares Livres

Uma vez observada a presenca de cloroplastos no endosperma de
sementes de P. edulis, esperdvamos que a dindmica dos acgucares livres, em
especial glicose, fosse diferente neste tecido. NOs imaginAvamos que as
médias de glicose seriam maiores em sementes germinadas sob luz continua,

em razao da presenca de cloroplastos. O fato de as médias de glicose serem
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semelhantes aos 10DAS tanto nas sementes germinadas sob luz continua
guanto nas sementes germinadas sob escuro continuo nos leva a crer que a
dindmica de mobilizacdo das reservas deve atingir certos niveis de glicose
livre; no entanto, a maneira como esses niveis de glicose sédo atingidos pode
variar dependendo da condicdo ambiental. Assim, sendo os niveis de glicose
semelhantes sob luz continua e escuro continuo aos 10 DAS, € possivel
estipularmos que a glicose que fornece energia para 0 crescimento e
desenvolvimento do embrido provém da quebra de reservas e da fotossintese
do endosperma em sementes germinadas sob luz continua, mesmo nas
condicdes de baixa luminosidade do germinador (cerca de 100 mol m? s™),
uma vez que em luminosidades tdo baixas quanto 100 pmol m? s* mais de
80% da energia luminosa absorvida seria utilizada (LONG et al., 1994). Ja no
escuro continuo, a glicose seria proveniente somente da mobilizacdo de
reservas.

No endosperma, variagcbes em acucares como galactose, manose,
arabinose e fucose, e 0 incremento em seus niveis nos tempos tardios da
germinacdo podem indicar a quebra de aguUcares estruturais que conferem
firmeza as paredes celulares, ja que as paredes do endosperma precisam ser
digeridas para abrir espaco para o crescimento do embrido. O endosperma
possui duas funcdes definidas: mobilizar suas reservas e prover energia para o
embrido em crescimento, e produzir enzimas hidroliticas para degradar tanto
suas paredes celulares como as do tegumento, removendo a barreira mecanica
para o crescimento da radicula e, posteriormente, abertura dos cotilédones
(PENFIELD, 2004). A perda de integridade estrutural das paredes do
endosperma pode ser observada nos tempos tardios de germinacéo, quando
vemos as paredes celulares com um formato menos definido do que o
observado nos tempos iniciais de germinacdo, quando a célula possui um
formato retangular mais definido.

Nos cotilédones, o aumento expressivo de glucose aos 10 DAS sob luz
branca e ap6s 8 DAS no escuro podem ajudar a indicar um ponto de mudanca
nas fases de desenvolvimento da plantula. Entretanto, ha uma diferenca muito
grande entre a quantidade de glicose observada nos cotilédones germinados
sob luz branca e nos cotilédones germinados no escuro. Essa diferenca pode
ser derivada principalmente da formacdo de amido dentro dos cloroplastos.
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Nos cotilédones crescidos em luz branca, n6s pudemos observar a formacao
de amido, enquanto que no escuro ndo ha formacéo destes granulos. Portanto,
a diferenca pode ser explicada pelo armazenamento secundério da glicose em
amido nos cotilédones germinados sob luz branca, enquanto ndo ha esse
armazenamento de glicose no escuro.

Um detalhe interessante observado nos cotilédones é o aumento do mio-
inositol aos 10 DAS. E sabido que o mio-inositol pode ser conjugado com
auxinas (EPSTEIN et al, 1980; COHEN & BANDURSKI, 1982; LOEWUS &
MURTHY, 2000) e o aumento nos niveis de mio-inositol por ndés observado
ocorre concomitantemente com o momento onde ha um aumento no
comprimento das células dos cotilédones, ap6s a divisdo celular (TOZZI &
TAKAKI, 2011). Ja que as auxinas participam ativamente do alongamento
celular, esta relacdo pode ser relevante. Isso explicaria também o porqué do
valor médio de mio-inositol estar superior em cotilédones de sementes
germinadas no escuro do que em cotilédones de sementes germinadas sob luz
branca. O estiolamento no escuro depende do alongamento celular, e maiores
niveis de mio-inositol podem estar relacionados a maiores niveis de auxina,
explicando o maior comprimento de raizes e cotilédones observados no escuro.
Adicionalmente, o conjugado mio-inositol-auxina protege a auxina de ataques
peroxidativos (COHEN & BANDURSKI, 1982), ja que a germinagdo de
sementes é um evento que gera espécies reativas de oxigénio (SCHOPFER et
al., 2001) e também é considerado como uma reserva “inativa” de auxinas,
para a planta armazenar o excesso de producdo de auxina (LOEWUS &
MURTHY, 2000).

Adicionalmente, o mio-inositol participa de vias metabdlicas importantes
no desenvolvimento das plantas. Possui um papel importante no metabolismo
de hexoses/pentoses e na formacdo de parede celular pela participacdo na
sintese de pectina e hemiceluloses, através da conversdo do mio-inositol em
acido glicurdnico pela via da mio-inositol oxigenasse (LOEWUS & MURTHY,
2000; VALLURU & ENDE, 2011). Como mostrado em Tozzi & Takaki (2011),
observamos que aos 10 DAS os cotilédones ja passaram por um primeiro ciclo
de divisdo celular, sendo o crescimento e desenvolvimento celular

acompanhado também da sintese de parede celular. Assim, um aumento nos
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niveis de mio-inositol pode indicar também a ocorréncia de sintese de parede
celular nos cotilédones de P. edulis.

A rafinose € um oligossacarideo de grande importancia na tolerancia a
dessecacdo em sementes de Arabidopsis thaliana L. e Brassica campestris L.
durante a maturacdo da semente (LEPRINCE et al., 1990; OOMS, 1993). Com
sua observacao aos 0 DAS no endosperma e aos 2 DAS nos cotilédones tanto
em luz branca quanto no escuro, podemos estabelecer, a principio, que este
oligossacarideo tem um papel similar na semente de P. edulis, embora neste
contexto da germinacdo, e ndo da maturacdo da semente em si. O inicio da
germinacdo é uma fase na qual a semente é sensivel a mudanca de
hidratacdo, e uma vez passado um determinado tempo apos o inicio da
absorcdo de agua, se houver desidratacdo a semente cessa sua germinacgao e
morre. Uma vez que a rafinose tem essa importancia, e € um oligossacarideo
osmoticamente ativo, sua importancia na semente de P. edulis durante a

germinacao pode ser o de uma protecéo contra a dessecacao.



70

CONCLUSOES

- O consumo das reservas lipidicas no endosperma acontece
principalmente no momento de protrusdo da raiz primaria e durante o
crescimento inicial da plantula. Os &cidos graxos livres sdo consumidos no
endosperma e nos cotilédones, e a energia dos acidos graxos mobilizados no
endosperma é transportada aos cotilédones provavelmente na forma de
acucar.

- Apesar do processo de germinacdo da semente de P. edulis ser
semelhante ao de outras sementes como Arabidopsis thaliana e Ricinus
comunis, apresentar cloroplastos no endosperma durante a germinacao é uma
caracteristica que a difere ndo somente destas duas espécies, mas também
das demais sementes ortodoxas.

- As diferengcas nos parametros de crescimento inicial das plantulas
podem ser explicadas pela condi¢cdo luminosa a qual a semente foi submetida
durante a germinacdo como também pelo tempo que o endosperma fornece

compostos de reserva ao embrido/plantula.
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